BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA
% INSTITUTO DE FISIOLOGIA

o —
Y4~ >  DOCTORADO EN CIENCIAS FISIOLOGICAS u >
o

Instituto de
Fisiologia
Efecto de la activacion del receptor tipo toll - 4 (TLR-4) sobre el potencial
metastasico de las células tumorales de mama MDA-MB-231: participacion

de la via NF-xB/INOS/NO/sGC/cGMP.

TESIS
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:

DOCTORA EN CIENCIAS FISIOLOGICAS

PRESENTA

M.C. Karina Ruiseco Flores

DIRECTOR DE TESIS

Eduardo Monjaraz Guzman

REVISORES:
D.C. Maricruz Anaya Ruiz
D.C. José Everardo Avelino Cruz
D.C. Fabian Galindo Ramirez

D.C. José Eduardo Pérez Salazar,

Julio 2020




AGRADECIMIENTOS

Agradezco al Consejo Nacional de Cienciay Techologia (CONACYT) por
el apoyo otorgado mediante la beca como alumna de Doctorado (512741).

A la Vicerrectoria de Investigacion y Estudios de Posgrado (VIEP) de la
Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla por el apoyo brindado para la
conclusion de este proyecto.




AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Eduardo Monjaraz Guzman por su guia durante todo el desarrollo
de mi tesis, por siempre brindarme apoy6 durante mi formacién académicay
personal.

A mi compafero de vida Rafael Torres Montiel por motivarme siempre a
concluir este proyecto. Por acompafiarme y reconfortarme aun en los
momentos mas dificiles.

A toda mi familia, hermanas, sobrinos y sobrinas nietas por su apoyo
incondicional, especialmente a mi mama Lucia Flores Rivera por su ejemplo
de luchay tesén ante los retos de la vida. Ademas le agradezco a mi nueva

familia, a los Torres-Montiel, por alentarme siempre.

A todos mis compafieros de laboratorio que me acompafiaron durante
estos 4 afios, Scar, Eve, Rubén, Miri, Max, Zuly, Cecy, Juan, Angie, Nelly,
Irma, Rubi, Sele, Raul, Eliud, Alain, Marino, Emilio, José David, David
Eduardo y todos los jévenes biomédicos en formacion con los cuales he
compartido muchas horas de mi viday de los que siempre he aprendido.

Una mencion especial para Maria Julieta LOpez Cuevas por su
contribucion profesional en el desarrollo de mi trabajo de tesis y por su gran
amistad.

Asicomo al Biol. José Luis Cordova de la Luz por tener la pacienciay
disposicion de ayudar en el desarrollo de la fase experimental de la presente
tesis.

Agradezco especialmente a mis revisores: D.C. Maricruz Anaya Ruiz,
D.C. José Eduardo Pérez Salazar, D.C. Fabian Galindo Ramirez, D.C. José
Everardo Avelino Cruz, por su invaluable tiempo y especial apoyo en la
realizacion de este proyecto.



CONTENIDO

INDICE DE ABREVIATURAS ...ttt ettt ettt st sttt b e bt st saeeeae e 1
RESUMEN ...ttt sttt sttt e s b e e s bt e s a e e sat e s bt s be e be e beesbeesatesaeesnbeenseens 3
INTRODUCCION. ...ttt sess s ae s s s sessss s s s s assssssassasssnsssansanenes 5
L. CANGCER ..ottt sttt s et a st sae s s s s s s snans 5
A. Potencial replicativo ilimitado o proliferacion sostenida ..........c.cceovvveveveeeeneseennene 6

B.  Migracion € INVASION ........c.couiiiriiiiiiieeeee ettt 6

C. EVasiON de 12 aPOPLOSIS......cueuiiriiirieieierieierei ettt 7

1. CARCINOGENESIS ...ttt sas s sesasss s ssss s assss s sessss s sassssaesesssnanans 8
l1I. RELACION CANCER - INFLAMACION .....oovieiieeeteeeeeeeeeeee e esae s ssasnens 10
IV. CANCER DE MAMA ..ottt teete e ses s s ssas s st sassan s sassanansens 13
A, EPIAEMIOIOGIA . .euvvineetiieiisieieeee ettt sttt 13

B.  ClASIfICACION ...ttt 13

C. = (o (0] 1= TS0 LI A T=Y<To o JR RO 15

V. RELACION CANCER DE MAMA - INFLAMACION .......ccoovevoeereeeeeeeeeeeeeesee oo, 15
A. Receptor Tipo TOl-4 (TLR=4) ..ottt st 16

B. LipOpPOoliSACAIIAO (LPS).....ciiiiiieiiriiirieirieeeee ettt 19

C. Efectos de LPS sobre la fisiologia celular .............cocoveiveininnenniceceeee 19

e Sintasa de 0xido NItriCO (NOS) ......ccovuiriiiieeeeeeeeeeee et 19

e Sintasa del 6xido nitrico inducible (iNOS-NOS2). ........cccoovveveveeiececeeeceeeee 20

L © (o [ YN a1 [oTo X (1) FE OO OO 21

o Guanilato CICIASA (GC)..uuioiiriiriiiieieiesteee sttt st reesaenes 23

e  Guanosina 3’,5-monofosfato ciclica (CGMP)........cccccveeiiiiecenecece e, 24

e Proteinas cinasas dependientes de CGMP (PKGS) ......ccccuevieieeneniniesenieieeenenns 25
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ...ttt sttt s e e 26
HIPOTESIS ..ottt sttt s s s s en st ss s s saesassanansansanans 26
OBJETIVO GENERAL ...ttt ettt sttt st b ettt bt ae st 27
OBJETIVOS PARTICULARES......cc ettt sttt st s 27
METODOLOGIA ...ttt sttt 28
. MODELO CELULAR MCF-7 .ottt sttt ettt sttt 28
[I. MODELO CELULAR MDA-MB-231.......oi ittt ettt 29
. CULTIVO DE LAS LINEAS CELULARES Y REACTIVOS.......cccooviveieeeriesrnnns 30

IV. DETERMINACION INDIRECTA DE OXIDO NIiTRICO (CUANTIFICACION DE
NITRITOS POR LA REACCION DE GRIESS) .....viiiiieeieeeeeeeeeeseeesesies s ssessssesssssnans 31



V. ENSAYO DE RT-PCR (TRANSCRIPCION REVERSA - REACCION EN CADENA

LA POLIMERASA) ...ttt sttt sttt st sttt ettt b e sbe st b et et et e e e ene e 31
A, EXtraccion de RNA TOLAl ..ot 31
B.  SiNteSiS 08 CDNA (RT) .ottt ettt 32
C Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).......cocccuveireinennenneeeeeseeee 32
D. Separacion electroforética de los productos de PCR.........cccooceviiiecenecieceeee, 33

V1. ENSAYOS DE MIGRACION EN CAMARAS TRANSWELL......c..cccoeveeerrrrreerenenn. 33

VII.  ENSAYO DE PROLIFERACION........oooiiieieeeeieeeeeeeeeesses e eeesseses s senes s sasssannens 34
A, CONLEO CRIUIATN ...ttt ene s 34
B. Ensayo de incorporacion de Bromodeoxiuridina (BrdU) .........ccccceeveveveeeececeennene 34

VIII.  ENSAYO DE CITOTOXICIDAD .....ooiiiiiieeeeeeeteste ettt 35

IX. INDUCCION DE RESISTENCIA A DOXORRUBICINA EN MDA-MB-231 ........... 35

X.  INMUNOCITOQUIMICA ..ottt sesses st se s sneenes 36

XI. INMUNODETECCION (WESTERN-BLOT) ..ottt 37

Xll.  DETERMINACION DE LOS NIVELES DE CGMP.......oooieveeeeeeeeeeeee e 37

XHI. ANALISIS ESTADISTICO ...ttt sssnne 38

RESULTADOS ...ttt ettt st sttt et esh e st e st e s bt e be e b e e s beesatesatesnteenteesbeesaeesanesans 39
|. LPS INCREMENTA LA CAPACIDAD MIGRATORIA DE LAS CELULAS MDA-MB-231.

....................................................................................................................................................... 39

Il. EL EFECTO INI;)UCIDO POR LPS SOBRE LA MIGRACION CELULAR DEPENDE

DE LA ACTIVACION DE TLR-Z. ..ottt sttt sae e s seesteesteessaeseaesanesans 41

[l. I?RESENC’IA DE LOS ELEMENTOS MOLECULARES DE LA VIA DE

SENALIZACION INICIADA POR TLR-4. ..ottt ettt sie s neee s 42

IV. LPS REGULA LA EXPRESION DE LA ISOFORMA iINOS.......cocooeviireerereieeeesieninen, 43

VI. iNOS EXACERBA LA CAPACIDAD MIGRATORIA DE LAS CELULAS MDA-MB-231

....................................................................................................................................................... 47

VII. LA VIA TLR-4/NF-KB/[NOS/CGMP/PKG INFLUYE SOBRE LA CAPACIDAD

MIGRATORIA DE LAS CELULAS MDA-MB-231......coiiiiiiiiieieenieeneenee e esie e e seee e 48

VIII. EL’ FENOTIPO MESENQUIMAL FAVORECE LA CAPACIDAD MIGRATORIA DE

LAS CELULAS MDA-MB-23L.....ctitiiieitesieeeste sttt ettt sttt st sbe ettt st sbe s nees 51

IX. LPS FAVORECE LA CAPACIDAD PROLIFERATIVA DE LAS CELULAS MDA-MB-

12 1 OO OSSOSO UTUPRRURRRTRO 52

X.’LA VIA TLR-4/NF-kB/iINOS/sGC/cGMP REGULA LA PROLIFERACION EN LAS

CELULAS MDA-MB-231. ...ttt st sh et st st st st e b sae e 54

XI. LPS INFLUYE DE MANERA DIFERENCIAL SOBRE LA QUIMIORRESISTENCIA
DE LAS CELULAS MDA-MB-231 A DOXORRUBICINA. ........ccocovvmirrrrereesieeieiesees s 55



L]

Ol

Xll. LPS ESTIMULA LA CAPACIDAD MIGRATORIA EN CELULAS DE BAJO

POTENCIAL METASTASICO. ..ottt 56
DISCUSION. ..ottt sttt sss s es s sas s 58
CONCLUSIONES. ...ttt e e s sbe b sb e e se e bt sae e s e s bt eanenees 68
BIBLIOGRAFIA ...ttt sae st 69




INDICE DE ABREVIATURAS

1400W  N-(3-(Aminometil)benzil)acetamidina

8-Br-cGMP 8-Bromo-guanosin- 3",5"-monofosfato ciclico (de sus siglas en inglés)
ARNm Acido ribonucleico mensajero

C34 Isopropyl 2-(acetilamino)-2-deoxi a-D-glucopiranosido 3,4,6-triacetato

CaM Cancer de mama.

cGMP Guanosin- 3",5 -monofosfato ciclico (de sus siglas en inglés)

COX-2 Ciclooxigenasa-2

DAMPs Patrones moleculares asociados a dafio (de sus siglas en inglés).

ERK Cinasa regulada por sefiales extracelulares (de sus siglas en inglés).

eNOS Sintasa del 6xido nitrico endotelial (de sus siglas en inglés)

HER2/neu Receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (de sus siglas en
inglés).

HSP90 Proteina de choque térmico 90 (de sus siglas en inglés).

HMGB1 Proteina del grupo de alta movilidad Box1(de sus siglas en inglés).
IKK Cinasa IxB (de sus siglas en inglés).

IL-1B Interleucina 1beta.

IL-6 Interleucina-6

IL-8 Interleucina-8

iNOS Sintasa del 6xido nitrico inducible (de sus siglas en inglés).

INEGI Siglas de Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informética.
JNK Cinasa c-Jun N-terminal (de sus siglas en inglés).

LPS Lipopolisacérido

MAPK Proteina cinasa activada por mitégenos (de sus siglas en inglés).
MyD88 Factor de diferenciacion mieloide 88 (de sus siglas en inglés).

Na,SeOs Selenito de sodio




=

NF-kB Factor Nuclear potenciador de las cadenas ligeras Kappa de las células B (de sus
siglas en inglés).

NNOS Sintasa del 6xido nitrico neuronal (de sus siglas en inglés)

ODQ 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona

OMS Siglas de Organizacién Mundial de la Salud.

OPS Siglas de Organizacién Panamericana de la Salud.

PAMPs Patrones moleculares asociados a patégenos (de sus siglas en inglés).
PBS Solucién amortiguadora de fosfatos (de sus siglas en inglés)

PKG Proteina cinasa dependiente de cGMP (de sus siglas en inglés)

RP- 8-Br-PET- cGMPS Rp-8-Bromoguanosina- 3" , 5 - monofosforotioato ciclico de
sodio (de sus siglas en inglés)

SFB Suero fetal bovino

sGC Guanilato cilcasa soluble (de sus siglas en inglés)

STATS3 Transductor de sefial y activador de la transcripcion 3 (de sus siglas en inglés).
siRNA ARN interferente pequefio (de sus siglas en inglés).

TEM Transicion epitelio mesénquima

TLR-4 Receptor tipo Toll 4 (de sus siglas en inglés).

TNBC Cancer de Triple negativo (de sus siglas en inglés)

TNF-a Factor de necrosis tumoral alfa (de sus siglas en inglés).



RESUMEN

El cancer de mama es un problema de salud publica tanto en México como en el
mundo entero, ocupa el primer lugar en casos de incidencia y el segundo lugar en casos de
muerte ocasionados por cancer en la poblaciéon femenina adulta. La metastasis es la

principal causa de muerte en las personas que padecen cancer (90%).

Hasta el momento se conoce poco acerca de cdmo algunas sefales extracelulares
presentes en el microambiente tumoral son capaces de inducir o exacerbar el potencial
metastasico de las células tumorales. Numerosos estudios experimentales, clinicos y
epidemioldgicos, han mostrado la influencia de un microambiente inflamatorio en el
desarrollo y progresion del cancer, observdndose un aumento en algunas de sus
capacidades metastasicas, tales como proliferacion, migracion e invasion. Ademas, se ha
descrito la existencia de una correlacion positiva entre la condicién inflamatoria con la
capacidad de resistencia a farmacos citotoxicos que llegan a desarrollar las células
tumorales. A pesar de los grandes avances que se han realizado en el estudio de la relacién
entre la inflamacion y la progresion tumoral, todavia se desconoce a detalle los elementos

moleculares participantes, asi como su mecanismo de accion.

Se sabe hasta el momento, que la activacién de la via de sefalizacién candnica del
receptor tipo toll — 4 (TLR-4) estimula la producciéon de mediadores proinflamatorios
capaces de promover la progresion tumoral, tales como el éxido nitrico (NO), sintetizado
por la sintasa de 6xido nitrico inducible (iNOS). A su vez, diversas evidencias demuestran
por su parte, que la via del NO, dependiente de la sGC (guanilato ciclasa soluble), favorece
la capacidad migratoria, proliferativa y de supervivencia de células provenientes de
diferentes tipos de cancer de mama. Con base en estos antecedentes, el propésito general
del presente trabajo fue Investigar si la via de sefalizaciéon NF-kB/INOS/NO/sGC/cGMP
iniciada por la activacion del (TLR-4) por LPS influye sobre la capacidad proliferativa y

migratoria de las células tumorales MDA-MB-231.

Experimentos de RT-PCR e inmunocitoquimica muestran que la linea celular MDA-
MB-231 expresa de manera basal TLR-4, tanto a nivel de ARNm como de proteina. En este
trabajo demostramos que el tratamiento con LPS induce un aumento significativo en la

capacidad migratoria de las células MDA-MB 231, y que este efecto depende de la




activacion de TLR-4. El efecto inducido por LPS sobre la capacidad migratoria de las células
depende de la expresién funcional de iINOS. El uso de antagonistas especificos nos permitié
identificar la participacién de la via de sefializacion iINOS/NO/sGC/cGMP/PKG sobre la

capacidad migratoria exacerbada por LPS en las células MDA-MB 231.

La activacion de LPS no solamente influye sobre la capacidad migratoria de las
células MDA-MB 231, sino también sobre la capacidad proliferativa, aunque tiene un efecto
mas discreto, ya que se requiere una mayor concentracién de LPS y un tratamiento mas

prolongado.

De manera complementaria, se considera que la baja eficiencia que tiene la
guimioterapia para el tratamiento de cancer de mama triple negativo (TNBC) se debe a que
las células tumorales desarrollan quimiorresistencia, por lo que decimos investigar la
participacion de la activacién de TLR-4 en esta condicion. Nuestros resultados muestran

gue la exposicion crénica a 5 pg/ml de LPS favorece la quimiorresistecia a Doxorrubicina.

Por dltimo, demostramos que células provenientes de cancer de mama de bajo
potencial invasivo, como la linea celular MCF-7, cuando son mantenidas en presencia de

LPS, se exacerba su capacidad migratoria, adquiriendo un fenotipo metastasico.

Nuestra investigacion propone a los elementos de la via de sefalizacién TLR4/NF-
kB /INOS/ NO/sGC/cGMP como potenciales dianas a considerar en el desarrollo de una
alternativa terapéutica novedosa para el tratamiento de TNBC, la cual podria estar dirigida
a inhibir o reducir de manera efectiva la capacidad metastasica de las células tumorales,

asegurando un mejor prondstico de vida de los pacientes.
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INTRODUCCION

|. CANCER

El término cancer engloba un grupo numeroso de enfermedades que se caracterizan
por el desarrollo de células anormales, que se dividen, crecen y se diseminan sin control en
cualquier parte del cuerpo (OMS, 2020). Por tanto, el cancer es una enfermedad
degenerativa multifactorial producida por la proliferacién continua de células anormales con
capacidad de invasion y destruccién de otros tejidos, constituyendo una de las principales
causas de morbilidad y mortalidad del mundo (Sociedad Espafiola de Oncologia Médica,
2017). La metastasis es la principal causa de muerte ocasionada por cancer, reportandose
9.6 millones de muertes en el afio 2018 (OMS, 2020).

El origen del cancer es multifactorial, depende de factores genéticos y ambientales,
que en algin momento inducen mutaciones en las células, relacionados con los circuitos
que regulan: la proliferacion, evasion del sistema inmune, capacidad de diseminacién,
formacion de vasos sanguineos, estabilidad gendmica, resistencia a la muerte celular,
reprogramacion energética y al microambiente tumoral, fenotipo pro o antiinflamatorio
(Figura 1) (Hanahan& Weinberg, 2011).

EVASION DE APOPTOSIS

INVASION Y METASTASIS

Hanahan & Weinberg ,2011

Figura 1. Alteraciones en los circuitos esenciales en la fisiologia celular asociada al crecimiento de
células tumorales. (Modificado de Hanahan & Weinberg, 2011)




Los circuitos de regulacion mas ampliamente estudiados son:

A. Potencial replicativo ilimitado o proliferacion sostenida

La proliferacién es una de las principales capacidades de las células tumorales. Los
tejidos normales para mantener la homeostasis celular conservan un balance preciso de la
produccién y liberacion de moléculas de sefializacion que promueven el crecimiento, estas
regulan cada paso del ciclo celular controlando el nimero de células, lo cual es esencial
para mantener la arquitectura y funcién de los tejidos normales. Los mecanismos
moleculares precisos que inducen la desregulacion de este delicado engranaje adn son
desconocidos; sin embargo, se han descrito eventos relacionados a la adquisicién de
proliferacién sostenida (Cheng et al., 2008; Bhowmick et al., 2004):

e Produccién de factores de crecimiento por las células tumorales

e Induccion del tejido estromal para producir factores de crecimiento

e Sobreexpresion de receptores para factores de crecimiento

¢ Independencia de sefiales de crecimiento (por activacion constitutiva
de elementos de las vias de sefializacion inductoras de proliferacion)

e Activacion de vias proinflamatorias que activan factores de

transcripcion tales como NF-xB y STAT3 (Fernandes et al., 2015).

B. Migracion e invasion

Los carcinomas que se originan en tejidos epiteliales tienden a progresar a formas
Mas agresivas, que se caracterizan por la invasion local y la diseminacién a sitios
anatémicos distantes (metastasis); para lograr esto las células tumorales desarrollan
alteraciones morfolégicas y modifican su interaccién con otras células y la matriz
extracelular. In vivo, la adquisicién de un fenotipo migratorio e invasivo requiere de
la interaccion de las células cancerigenas, células estromales e
inflamatorias(Conjuntamente con la expresion de genes especificos que regulan el
proceso). Se propone que este proceso ésta dividido en cuatro condiciones

necesarias para que ocurra (Grivennikov et al., 2010):



1. La transicion epitelio-mesénquima (TEM), la pérdida del fenotipo epitelial y la
adquisicion de un fenotipo fibroblastico, que le proporciona una mayor movilidad,
facilitando la migracion e invasion.

Intravasacion, ingreso de las células tumorales a vasos sanguineos y linfaticos.

Sobrevivencia de las células tumorales que viajan a través de la circulacion.

D

. Extravasacion de las células tumorales, interaccidon con su nuevo microambiente

y asentamiento de estas células en el nuevo sitio de implantacion.

C. Evasién de la apoptosis

Defectos en los circuitos de regulacién de la muerte celular programada o apoptosis,
son muy importantes en el desarrollo y progresién tumoral: incremento de la sobrevivencia,
independencia de sefiales de supervivencia y disminucion de la respuesta al estrés
oxidativo e hipoxia, promoviendo el crecimiento tumoral aun en estas condiciones (Hassan
et al., 2014). Las terapias actuales contra los tumores incluyen a la quimioterapia,
radioterapia e inmunoterapia, las cuales actdan a través de mecanismos de induccion de
apoptosis, los mecanismos moleculares de evasion de este proceso son responsables de
manera importante en la resistencia a al manejo terapéutico (Mohammad et al., 2015).

La quimiorresistencia, se define como cualquier circunstancia que se interponga o
dificulte el efecto citotéxico de los farmacos quimioterapéuticos en la célula tumoral, para
disminuir la progresién del cancer (Sanchez-Suarez & Benitez-Bribiesca, 2006); el cual es
el problema mas dificil gue enfrenta la quimioterapia, ya que se presenta en las neoplasias
mas avanzadas, lo cual limita e impide el efecto terapéutico (Dalton, 1993; Lehnert, 1996;
Chu & DeVita, 2001).

Se ha descrito dos tipos de resistencia a ciertos medicamentos, la primaria o
intrinseca y la adquirida, la cual es posterior a la exposicion al agente terapéutico (LaPensee
et al., 2009). La mayoria de los tumores sélidos, presentan resistencia a multiples agentes
quimioterapéuticos, este fendbmeno es conocido como resistencia a multiples farmacos o
MDR.

Hasta el momento se han propuesto diversos mecanismos de quimiorresistencia
(Chai & Lin, 2010), tales como:

- Disminuir la capacidad de absorcion del farmaco.
- Aumentar en la expresion de transportadores dependientes de ATP que

incrementan el eflujo del farmaco que logra ingresar a la célula.

-
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- Acelerar el ciclo celular.
- Aumentar la degradacién metabdlica de los farmacos.
- Alterar los blancos farmacoldgicos.

- Inhibir la via apoptotica

ll. CARCINOGENESIS

La carcinogénesis es la serie de etapas necesarias para la formacion del cancer,

gue se desarrollan en un tiempo variable, las cuales son: a) Iniciacion; b) Promocion y c)

Progresion (Figura 2).

Una mutacién inactiva un gen Irrigacion sanguinea normal
supresor de tumores

‘ INICIACION

La célula mutada prolifera

Expansién de la'poblacion Agentes promotores presentes

en el microambiente tisular

: ;: ©
P AL o‘ ’
W0 ‘ L
a e ® 0 | »
‘ PROMOCION

Una mutacién inactiva un gen reparador de
DNA

Destruccion de membrana basal

La mutacion de un protooncogén crea un Y matriz extracelular

oncogén B

4 ANGIOGENESIS

Las mutaciones inactivan otros genes Desarrollan un sistema de
supresores de tumores 5 i

‘ vasos sanguineos propios

CANCER PROGRESION

Figura 2. Etapas de la Carcinogénesis. (Modificado de Puente y Velasco, 2019)




El primer paso en la carcinogénesis consiste en la accion de un agente iniciador,
gque ocasiona dafio (mutacion) en la secuencia de un gen que codifica para un oncogén o
un supresor tumoral. Algunas veces se nace con esta mutacion (factor genético), y otras se
induce por causas internas (hormonas, infecciones o inflamacién crénica) o externas
(radiaciones, agentes quimicos) al organismo, que en su conjunto se llaman factores

epigenéticos o ambientales (Puente y Velasco, 2019).

El segundo paso es la promocidn, inducido por la exposicién a uno o varios agentes
promotores presentes en el microambiente tisular que, estimulan la divisiébn celular,
aprovechando la ventaja proliferativa que le confiere el paso de iniciacion. En otros
términos, favorece la expansion de la poblacién celular iniciada por la mutacion (clonacion)
(Puente y Velasco, 2019).

La induccion de la progresion, tercera etapa de la carcinogénesis se debe a nuevas
mutaciones, o cambios epigéneticos, que le confieren a la célula tumoral capacidad invasiva
y metastatizante. En ausencia de este Ultimo paso, el tumor puede no transitar hacia un
fenotipo maligno e invasivo. En esta etapa, el microambiente alrededor de la célula tumoral
cambia drasticamente. El tumor establece un sistema de crecimiento autbnomo propio,
generando sefiales de crecimiento y evadiendo sefiales de muerte celular. También,
produce destruccién de la membrana basal y matriz extracelular para abrirse paso hacia los
vasos sanguineos y linfaticos y asi logar invadir otros tejidos y érganos (metastasis). Por
otra parte, con el fin de sustentar su propio aporte de nutrientes, desarrolla un sistema de

vasos sanguineos propios (angiogénesis tumoral) (Puente y Velasco, 2019).

Con respecto a los factores ambientales, estos pueden ser muy diversos, siendo los
mas importantes aquellos que establecen un microambiente tisular propicio para el
desarrollo de un tumor, aumentando la tasa de mutacion, entre los factores ambientales, se
ha considerado a la condicion inflamatoria cronica, independientemente de su origen, como
uno de los principales promotores tumorales, ya que no solamente afecta a las propias
células neoplasicas epiteliales, sino también a las células estromales, tales como

endoteliales, macrofagos y fibroblastos (Grivennikov et al., 2010; Lorusso & Ruegg 2008).




La inflamacion cronica favorece el desarrollo y progresion tumoral, se ha propuesto
que ayuda a las células transformadas para la adquisicion de nuevas capacidades que le
ayudan a mantener un potencial replicativo ilimitado, evadir la apoptosis, favorecer la
invasion y metastasis, entre otras (Colotta et al., 2009; De Nardo et al., 2010; Grivennikov
et al., 2010). La condicion de inflamacién crénica proporciona al microambiente tumoral
mediadores moleculares tales como: factores de crecimiento que promueven la
proliferacién sostenida, factores de sobrevivencia que limitan la apoptosis, enzimas que
modifican la matriz extracelular que favorece la angiogénesis y facilita la activacion de
programas celulares como la TEM que induce migracion e invasion (Karnoub & Weinberg,
2006-2007, De Nardo et al., 2010; Grivennikov et al., 2010; Qian and Pollard, 2010;
Hanahan & Weinberg, 2011).

lll. RELACION CANCER - INFLAMACION

En el siglo XIX, se estableci6 por primera vez la relaciébn entre el cancer e
inflamacién con base en estudios hechos por Rudolph Virchow, el cual observé que el

desarrollo tumoral con frecuencia surgia en sitios de inflamacién crénica y que en el tejido

neoplasico estaban presentes células inflamatorias como los leucocitos (Balkwill &
Mantovani, 2001; Munn, 2017).

Multiples evidencias han demostrado que una minoria de todos los canceres son
debidos a mutaciones en células germinales, por lo que se considera que la mayoria se
producen por mutaciones somaticas y factores ambientales. Muchos de estos factores se
encuentran vinculados estrechamente con alguna forma de inflamacién crénica (Aggarwal
et al., 2009; Munn, 2017, Murata M, 2018).

Estudios epidemiolégicos han evidenciado que la inflamacién crénica es un fuerte
factor de predisposicion para diversos tipos de cancer. Se estima que ciertas infecciones y
respuestas inflamatorias estan ligadas a un 15 a 20% de todas las muertes por cancer en
el mundo (Balkwill & Mantovani, 2001; Munn, 2017).




Existen muchos detonantes de la respuesta inflamatoria que incrementan el riesgo
de desarrollar cancer. Procesos asociados a patdgenos tales como: la infeccion crénica por
Helicobacter pylori y su correlacién positiva con desarrollo de carcinoma gastrico; hepatitis
viral crénica asociada con cancer de higado; infecciones recurrentes con Schistosoma spp
relacionadas con carcinoma de vejiga y colon; la infeccion con algunas cepas agresivas del
virus de papiloma humano se asocian con cancer cervicouterino; infecciones por el virus de
Epstein-Barr estan relacionados con la presencia de linfoma de Burkitt y carcinoma
nasofaringeo. Ademas de procesos no infecciosos como; el consumo excesivo de alcohol
promueve inflamacion del higado y pancreas, lo cual correlaciona positivamente con la
presencia de cancer en estos 6rganos; el consumo de tabaco, la exposicién a silica y
asbestos se ha asociado con inflamacion y carcinoma en los pulmones; la enfermedad
intestinal inflamatoria esta asociada con cancer de colon (Coussens & Werb, 2002; Shacter
& Wetzman, 2002; Hussain et al., 2003; Fox & Wang, 2007; Munn, 2017; Murata, 2018).

La relacion inflamacion-cancer se sustenta en una de las evidencias mas sélidas, ya
que se ha descrito que el uso de agentes anti-inflamatorios no esteroideos (AINES) genera
cierta proteccion contra diversos tumores (Mantovani et al., 2008; Fernandes et al., 2015).
Estudios sobre el riesgo de incidencia de cancer entre pacientes que tienen tratamiento a
largo plazo con aspirina y AINES, indican que el uso de estos farmacos reduce el riesgo de
cancer de colon de un 40% a un 50% y pueden ser usados como una terapia preventiva
para cancer de pulmoén, eséfago y estdbmago. La inhibicion de la ciclooxigenasa 1y 2 (COX-
1 y COX-2) como mecanismo de accion de los AINES, es la principal justificacién como
agentes de quimioprevenciéon. La COX-2 por ejemplo, convierte el acido araquidénico en
prostaglandinas, las cuales a su vez inducen reacciones inflamatorias en tejidos dafiados.
La aspirina por su parte no es selectiva sobre la inhibicién de la funcién plaguetaria
dependiente de COX-2; sin embargo, se ha demostrado que la inactivacion de las plaquetas
evita que estas sinteticen prostaglandinas, endoperoxidasas y tromboxano A2 (Baron &
Sandler, 2000; Garcia-Rodriguez & Huerta-Alvarez, 2001).

Estudios epidemiol6gicos en humanos, asi como estudios moleculares en ratones
genéticamente modificados, han respaldado la propuesta de que la inflamacion juega un
papel importante en la tumorigénesis (Mantovani et al., 2008, Munn, 2017; Murata, 2018).
Puesto que se ha demostrado la presencia de un microambiente inflamatorio que rodea a

los tumores, el cual no estd compuesto solo por células cancerosas y células del estroma




circundante (fibroblastos, células endoteliales, pericitos y células mesenquimales); también
lo constituyen células de la inmunidad innata (macr6fagos, neutrdéfilos, mastocitos, células
supresoras de origen mieloide, células dendriticas y células NK) y células de la inmunidad
adaptativa (linfocitos T y B) (De Visser et al., 2006; Munn, 2017; Murata, 2018).

La conexion entre inflamacion y cancer puede ser abordada desde dos perspectivas;
la extrinseca que se refiere a las condiciones inflamatorias que pueden dar lugar a
desarrollo del cancer y la via intrinseca, en donde los eventos genéticos tempranos que
permiten el desarrollo del tumor promueven a la vez la formacion de un microambiente
inflamatorio (Mantovani et al., 2008). Independientemente de estas dos perspectivas, el
microambiente tumoral se caracteriza por la presencia conjunta de células del sistema
inmune, células tumorales y células estromales (De Visser et al., 2006); estos diferentes
tipos celulares se comunican de manera paracrina y autocrina por medio de citocinas y

quimiocinas, controlando asi el crecimiento tumoral.

Las citocinas presentes en el microambiente tumoral ejercen un efecto sobre el
desarrollo y evoluciéon del cancer, activando factores de transcripcion asociados a la
expresion de genes que regulan la proliferacion, apoptosis, angiogénesis e invasividad
celular, tales como el NF-kB y el STAT3 (Grivennikov et al., 2009; Yu et al., 2009; Lin &
Karin, 2007).

La activacion de TLR-4 por LPS o acidos grasos facilita la translocacién del NF-«B,
particularmente la subunidad p65, al nudcleo, facilitando la transcripciébn de genes que
codifican para citocinas proinflamatorias, moléculas de adhesion, enzimas en la via de
sintesis de las prostaglandinas (COX2), la sintasa del 6xido nitrico (iNOS o NOS2) y
factores angiogénicos, entre otros. (Mantovani et al., 2008).

Los elementos proinflamatorios presentes en el microambiente tumoral promueven
la evolucion del cancer a su condicidn clinica mas agresiva, que incluye metastasis, un claro

ejemplo ocurre en el desarrollo del cancer de mama (CaM).




IV. CANCER DE MAMA

A. Epidemiologia

El cancer de mama es el segundo cancer mas comunmente diagnosticado en el
mundo, en 2018 la OMS reporto una incidencia de 11.6% y una tasa de mortalidad de 6.6%
para ambos sexos; sin embargo, es la principal neoplasia diagnosticada en mujeres con un
24.2% (2.09 millones de nuevos casos) y la principal causa de muerte 15% (626,679
defunciones). Por su parte, la Organizacién Panamericana de la Salud en este mismo afio
sefal6é que el cancer de mama es el mas frecuente en las mujeres de América Latina y El
Caribe; estimandose que 27% de los nuevos casos y 16% de las muertes por neoplasias
en mujeres son por CaM, ademéas se calcula que para 2030 se incrementara el nimero de
nuevos casos un 60% (OPS, 2018).

Las cifras en México siguen las tendencias internacionales, los datos del INEGI en
2018 indican que el cAncer de mama destaca como la tercera causa de muerte por tumores
malignos en ambos sexos. Sin embargo, en las mujeres se observa el mayor impacto en
comparacion con los varones, debido a que dos de cada 10 fallecimientos femeninos por
cancer se deben a esta enfermedad; los datos de mortalidad entre los varones son
marginales. Mientras que en las pacientes mayores de 20 afios el cancer de mama es una
de las principales causas de morbilidad hospitalaria por neoplasias representando el 30.9%
del total en este grupo. Por otra parte, entre las mujeres de esta edad el cancer de mama
aparece como la segunda causa de mortalidad con 16 defunciones por cada 100 mil
personas (INEGI 2018).

B. Clasificacion

Se considera al cancer de mama un tipo de neoplasia maligna que se origina en
células epiteliales que cubren los lobulillos y conductos del tejido mamario (carcinoma).
Dependiendo si el cancer se ha propagado o no, se puede clasificar en: in situ, localizado
y con bajo potencial para progresar a metastasis; invasivo o infiltrante, este se expande
mas alld de la membrana basal y es en este estado donde se desarrolla el proceso
metastasico (ACS, 2020).




Por otra parte, la clasificacion molecular del cancer de mama esta fundamentada en
la presencia de varios marcadores inmunohistoquimicos, siendo los hormonales los méas
importantes, con base en esto, y la correlacion con el pronéstico, se clasifican en:
receptores a estrégenos positivos (buen prondstico), HER2 positivo y Triple negativo (que
presentan un peor prondstico). Gracias a las técnicas moleculares, tales como
secuenciacién y microarreglos de DNA se ha ampliado la clasificacion a: luminal A, luminal
B, Normal, HER2/neu, triple negativo/ basal o claudina baja, las caracteristicas mas

importantes se resumen en la tabla 1:

Tabla 1. Clasificaciéon molecular del Cancer de mama
OTRAS

CLASIFICACION* PERFIL INMUNOHISTOQUIMICO#* PRONOSTICO* CARACTERISTICAS*
Ki-67 bajo, responsivo a
estrogenos,

Luminal A ER*/PR*[HER2 Bueno frecuentemente
responsivo a
quimioterapia

Ki-67 alto, usualmente
responsivo a estrogenos,
respuesta variable a
quimioterapia,
responsivo a
trastuzumab
Ki-67 alto, responsivo a
HER2/neu ER/PR/HER2* Malo quimioterapia, y a
trastuzumab
EGFR* y/o CK5/6*, Ki-67
alto, no responsivo a
estrégenos,
frecuentemente
responsivo a
guimioterapia.
Ki-67, E-caderina,
Triple rjegati\_/o/ ER/PR/HER2- Malo claudina 3/_5/7 baja_
Claudina baja respuesta intermedia a
guimioterapia.

Luminal B ER*/PR*-/HER2* Bueno

Basal ER/PR/HER2- Malo

# Holliday & Speirs, 2011.
* Provenzano et al., 2018.

Como se observa en la tabla 1, los tipos de CaM que presentan un peor prondstico
es el cancer de mama triple negativo; en este las células tumorales carecen de la expresion
de receptores hormonales, receptor de estrogenos y progesterona y del receptor del factor
de crecimiento epidérmico tipo 2 /HER (Mehmeti et al., 2015). Otros autores han descrito 6

subtipos moleculares de TNBC, tipo basal 1, tipo basal 2, tipo mesénquima, mesenquimal

-



stem cell-like, inmunomodulador y receptor andrégeno luminar, cada uno con subcategorias

(Lehmann et al., 2011). Por ejemplo, la linea celular MDA-MB-231 pertenece al subtipo

mesenguimal stem cell-like, el cual se caracteriza por sobreexpresion de marcadores de la

TEM, con alta capacidad migratoria e invasiva.

C. Factores deriesgo

El origen del cancer de mama esta relacionado a diferentes factores de riesgo, los

cuales incluye:

V. RELACION

Factores hereditarios y genéticos: Historial familiar o personal de cancer de
mama y ovario; asi como mutaciones hereditarias (BCRA1, BCRA2 y otras
mutaciones hereditarias). Constituyen solo del 5 a 10% de los casos (Brayet
al., 2018).

Factores no hereditarios: Relacionados a la menstruacion (aparicion
temprana de menarca y aparicion tardia de menopausia); relacionados a la
reproduccion (nuliparidad, maternidad tardia, bajo nimero de embarazos);
relacionados a la administracion de hormonas exdégenas (anticonceptivos
orales y remplazo hormonal), relacionados a la antropometria (alto indice de
masa corporal, aumento de peso durante la adultez, distribucion de la grasa
corporal) y procesos inflamatorios crénicos de leves a moderados (Brinton
et al., 2018; Ham & Moon, 2013; Hankinson, et al. 1995; Harlan et al., 2010;
Lalloo & Evans, 2012; McPherson et al., 2000, Milne et al., 2005; Richie &
Swanson, 2003; Ziegler et al., 1993).

CANCER DE MAMA - INFLAMACION

Las células tumorales, al igual que las células del sistema inmune, tienen la

capacidad de producir citocinas proinflamatorias, amplificando de esta manera el efecto

proliferativo e invasivo de los tumores (Luo et al., 2007). Se sabe ademas que los tipos de

CaM con fenotipo triple negativo muestran un mayor microambiente inflamatorio

=



(Yamaguchi et al., 2009). En este microambiente estan presentes mediadores clave de la
respuesta inflamatoria, tales como prostaglandinas y leucotrienos. Se ha observado que la
actividad de la COX-2 estd asociada a la progresiéon tumoral y metastasis, ya que el uso
prolongado de inhibidores de la COX-2 reducen la progresién y desarrollo del cancer de

mama (Kumar et al, 2013).

Entre los mudltiples receptores de membrana involucrados en el desarrollo y
progresion del cancer de mama y que estan relacionados con la respuesta inflamatoria,
destaca TLR-4 que presenta un alto nivel de expresidén en células tumorales de cancer de
mama (Ahmed et al., 2013; Kidd et al., 2013).

La activacion de TLR-4 por LPS no solamente estimula la progresion del cancer de
mama, sino también otros tipos de neoplasias, tales como de colon (Wang et al., 2010;
Kojima et al., 2000), y pancreas (lkebe et al., 2009).

En un modelo murino de cancer de mama se observdé que la administracion
sistémica de LPS estimula la metastasis a pulmon (Harmey et al., 2002). La sobrexpresion
de TLR-4 en tejido tumoral correlaciona con recaida y se asocia a metastasis (Gonzalez-
Reyes et al., 2010). El silenciamiento del ARNm que codifica para TLR-4 reduce la viabilidad
de las células tumorales, la produccion de citocinas y la progresion tumoral (Yang et al.,
2010).

A. Receptor Tipo Toll-4 (TLR-4)

El TLR-4 es una glicoproteina transmembrana tipo I, con un peso molecular de 90 a
115 KDa, fue identificado inicialmente en células del sistema inmune, sin embargo, se ha
reportado su presencia en otros tipos celulares, incluyendo células tumorales. Para iniciar
la cascada de sefializacién TLR-4 necesita acoplarse a dos proteinas accesorias: MD2 y
CD14 (Chang, 2010; Basith et al., 2012; Lee et al, 2001; Liu et al., 2014). Este receptor
responde a PAMPs de bacterias gram negativas como lipopolisacarido de diferentes
variantes, desde E. coli a S. typhimurium, activando las diferentes vias de sefalizacion
asociadas a este receptor. Por otra parte, los DAMPs también pueden activar a TLR4, de
estos los mejor descritos son la proteina nuclear de alta movilidad del grupo B1 y S100A9
(Mehmeti et al., 2015).




La activacion de TLR-4 induce una respuesta canbnica y una no candnica, la
respuesta candnica es dependiente de la proteina MyD88, mientras que la respuesta no
candnica es independiente de dicha proteina. La via candnica tiene como resultado la
activacion de NF-xB y la subsecuente transcripcién de genes especificos que codifican para
diferentes proteinas, como son citocinas (Kawai & Akira 2005; Akira et al., 2006; O’ Neill,
2006) y la sintasa de 6xido nitrico tipo 2 o inducible (iNOS) (Madrigal et al., 2001). Mientras
gque la via no candnica, induce la secrecion de Interferén tipo 1 como una respuesta anti-
viral (Pandey & Agrawal, 2006).

Se ha involucrado la activacion de TLR-4 no solamente en la regulacion de la
respuesta inmune, sino también en enfermedades inflamatorias no infecciosas, asi como
en el desarrollo y progresion del cancer (Jing et al., 2012). La presencia de TLR-4 ha sido
detectada en varios tipos de céncer: pancreas, pulmén, mama, prostata, higado y colon
(Akira & Takeda, 2004; Hua et al., 2009; Wang et al., 2010, Jing et al., 2012). El bloqueo de
la actividad y expresion de TLR-4 promueve la reduccién significativa en el potencial
metastasico de células tumorales provenientes de cancer de prostata (Hua et al., 2009), en
el caso de cancer de higado, la actividad de TLR-4 se ha correlacionado positivamente con
la expresion de Ki-67 un marcador nuclear de proliferacion (Wang et al., 2013). En la linea
tumoral HepGZ2, la activacion de TLR-4 provoca un aumento de los niveles de expresion de
IL-6 y produccion de éxido nitrico, moléculas que modulan positivamente la proliferacion y

quimiorresistencia en estas células (Hsiao et al., 2015).

Los pacientes que padecen cancer de mama presentan un incremento en los niveles
de expresion de TLR-4, tanto a nivel de ARN mensajero como de proteina, relacionandose
de manera positiva el nivel de expresion de TLR-4 con el potencial metastasico del tumor
(Gonzélez-Reyes et al., 2010; Mehmeti et al., 2015). Se ha observado de manera
complementaria, que lineas celulares de CaM con fenotipo triple negativo (MDA-MB-231,
MDA-MB-468, SUM-149, SUM-159), sobre-expresan TLR-4, a diferencia de lineas

tumorales responsivas a estrégenos y células epiteliales normales (Mehmeti et al., 2015).

En mi trabajo de tesis de maestria demostré que la presencia de LPS, ligando
exogeno de TLR-4, exacerba la capacidad migratoria e invasiva de la linea tumoral de
mama MDA-MB-231, debido al menos parcialmente a un incremento en la expresion IL-6 y

TNF-a (Fig. 3) (Ruiseco-Flores, 2015). Adicionalmente, nuestro grupo demostré que las
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células MDA-MB-231 son capaces de expresar los receptores especificos para estas
citocinas proinflamatorias las cuales podrian tanto por mecanismos autocrinos como
paracrinos, modificar la capacidad migratoria (Fig. 3), ya que la administracion exégena de
IL-6 y TNF-a regula positivamente la capacidad migratoria de las células MDA-MB-231
(Vazquez — Rojas, 2016). Otro grupo de investigacibn mostré que la activacion de TLR-4
estimula la expresion de la integrina Bva3 y de la metaloproteinasa 9 en el mismo tipo celular
(Liao et al., 2012). Existen evidencias que sugieren que la sobreexpresion de TLR-4
exacerba la quimiorresistencia que presentan las células MDA-MB 231 al tratamiento con
paclitaxel (Rajput et al., 2013).
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Figura 3. Activacion de TLR-4 promueve la migracion por un mecanismo dependente de IL-6 y TNF-a en
las células MDA-MB-231. En células de TNBC la activacion de TLR-4 por LPS estimula la translocacion de NF-
kB al nucleo, lo que promueve la regulacidon de genes proinflamatorios que codifican para IL-6 y TNF-a, los
cuales son traducidos, empaquetados en vesiculas y secretados al espacio extracelular en donde, por
mecanismos autocrinos y paracrinos interactiian con sus receptores especificos y activan vias de sefializacion
que favorecen la migracién celular.




B. Lipopolisacéarido (LPS)

El LPS es una macromolécula que tiene un peso molecular de 10 a 20 kDa, se
localiza en la ldmina distal de la membrana externa de las bacterias gram-negativas; esta
constituido por tres componentes, el lipido A (altamente conservado), un polisacérido
medular (también conservado entre especies) y por Ultimo un polisacarido especifico, el
cual es el responsable de su identidad molecular (Chatterjee & Chaudhuri, 2012). LPS se
une de manera especifica a TLR-4 (Akira et al., 2006). Los primeros estudios para entender
el reconocimiento de esta molécula se basaron en el principio de que existe una proteina
de unién a LPS (LBP) en el suero, que cataliza la transferencia hacia la molécula CD14
unida a membrana o bien su forma soluble. Esta es una proteina de anclaje a
glicosilfosfatidilinositol que carece de dominio transmembranal y celular, para poder ejercer
un efecto intracelular se demostré que se requiere de la presencia de TLR-4 y una molécula
adicional, MD-2. LPS ha demostrado ser capaz de activar las vias de sefalizacién NF-«B,
ERK1/2, SAPK/INK, dependiendo la maquinaria molecular del tipo celular (Triantafilou &
Triantafilou, 2002).

C. Efectos de LPS sobre la fisiologia celular

La unién de LPS a su receptor especifico, TLR-4, facilita la translocacion del NF-xB
al nucleo, estimulando la expresién de genes especificos que codifican para citocinas
proinflamatorias (Li et al., 2012) y la sintasa de 6éxido nitrico tipo 2 (iNOS) (Madrigal et al.,
2001). El papel de las citocinas ha sido ampliamente revisado en la caracterizaciéon de la
respuesta inflamatoria y en el desarrollo y progresion del cancer de mama. Sin embargo,
se desconoce a detalle el papel que pudiera estar ejerciendo el 6xido nitrico en el desarrollo

del cancer de mama, que fue el interés del presente proyecto.

e Sintasa de 6xido nitrico (NOS)

La NOS son enzimas homodiméricas, que a pesar de diferenciarse en tamafio (de
130 a 160 kDa), presentan una alta homologia en su secuencia, con aproximadamente un

55% de similitud, siendo esta aun mayor en las regiones implicadas en la catélisis. Estas




enzimas catalizan la oxidacion de L-Arginina para generar L-citrulina y NO, empleando O,
y NADPH como cosustratos, y varios cofactores redox (el grupo hemo, BH4 vy las flavinas
FAD y FMN), un &tomo de Zn y la unién de Ca?*/calmodulina (Ca?*/CaM).

La principal diferencia entre las tres isoformas de NOS es su proceso de activacion.
La nNOS y eNOS necesitan un incremento en los niveles intracelulares de calcio para que
se produzca la unién de Ca?*/CaM, mientras que la activacion de la iNOS es independiente
de Ca?", presenta una gran afinidad por Ca?*/CaM por lo que la enzima es activada a los
niveles basales de Ca?* intracelular. Durante muchos afios se consider6 que la regulacién
de la sintesis de NO por parte de la iNOS ocurria solamente de manera transcripcional (Cho
et al.,, 1992; MacMicking et al., 1997), pero hoy en dia, se sabe que la palmitoilacion N-
terminal de la iNOS (Navarro-Lerida et al., 2006; Navarro-Lerida et al.,, 2004), su
fosforilacion por parte de la cinasa Src (Tyryshkin et al.,2010) o su asociacion a proteinas
con dominios PDZ a través de su extremo C-terminal (Glynne et al., 2002; Navarro-Lerida
et al., 2007) regulan su localizacion subcelular y actividad enzimatica.

e Sintasa del 6xido nitrico inducible (INOS-NOS2).

Esta proteina se encuentra en la fraccion soluble y posee un peso molecular de 125-
135 kDa. Se diferencia de las otras dos isoformas, nNOS y eNOS, en que su actividad no
es dependiente de [Ca?']i y una vez expresada es activa para producir NO. La induccién de
su expresién alcanza un grado tal que las células producen enormes cantidades de NO
(Nathan & Hibbs 1991). En condiciones fisiologicas, los niveles de expresion de iNOS son
bajos, pudiéndose inducir su expresion transcripcional como parte de la respuesta sistémica

por endotoxinas (LPS), citocinas inflamatorias y otros agentes.

El NO generado por la iNOS contribuye al efecto bactericida de los fagocitos y de
las células implicadas en los mecanismos de defensa del organismo. De hecho, aunque
inicialmente fue identificada en macrofagos, su expresion puede ser estimulada
practicamente en cualquier célula o tejido (Forstermann et al., 1994). La iNOS se une a
Ca?'/CaM de forma esencialmente irreversible, incluso a concentraciones bajas de Ca?*
(Xia et al., 2009). Durante mucho tiempo se ha considerado que la INOS servia
principalmente para generar grandes cantidades de NO con el fin de eliminar bacterias y

células tumorales, en definitiva, para ejercer una funcion de defensa (Bogdan, 2001). En la




actualidad se sabe que la actividad de la INOS puede estar relacionada positivamente con

la progresion tumoral y metastasis (Hickok & Thomas, 2010).

La iNOS interacciona con al menos 10 proteinas diferentes. Una proteina de 110
kDa expresada en macréfagos a la que se llamé NAP110 (NOS-associated protein-110
kDa). Esta proteina interacciona directamente con el extremo N-terminal de la iNOS v,
presumiblemente, inhibe la actividad catalitica al impedir la formacién de homodimeros de
INOS. Asi, la expresion de NAP110 puede servir como mecanismo de defensa por el cual
los macrofagos que expresan la iNOS se protegen a si mismos de niveles de NO citotéxicos
(Ratovitski et al., 1999b). La segunda, es una proteina neuronal llamada kalirina, la cual
parece jugar un papel de neuroproteccion durante la inflamacién del sistema nervioso
central (Ratovitski et al., 1999a) ya que se asocia con la iNOS e inhibe su actividad
enzimatica al impedir la dimerizacién de la INOS. Otras proteinas que se ha descrito que
interaccionan con la INOS son las caveolina-1, -2, -3, Hsp90, y las proteinas Rac-1 y Rac-
2, las cuales pertenecen a la familia de GTPasas pequefias tipo Rho (Felley-Bosco et al.,
2000; Yoshida & Xia, 2003). EI NO producido por la iNOS tiene como blanco el guanilato
ciclasa en su forma soluble (sCG), la cual es activada para la produccion de cGMP.

Existen evidencias que demuestran, en muestras clinicas, que la expresion de INOS
correlaciona positivamente con el grado de malignidad tumoral, ya que hay mayor
immunorreactividad al anticuerpo especifico que reconoce a iNOS en biopsias de carcinoma
de mama invasivo en comparacién con muestras de hiperplasias no neoplasicas (Bulut et
al., 2005); ademas de que la sobre expresién de iINOS esta relacionada con una menor

sobrevida en tumores ER- (Garrido et al., 2017)

e Oxido nitrico (NO)

El 6xido nitrico (NO) es una molécula de sefalizacion biologica, que ademas de
participar en el funcionamiento del sistema cardiovascular, sistema nervioso y sistema
inmune, regula la expresion de algunos genes implicados en el desarrollo y progresion del
cancer (Forstermann y Sessa, 2012; Moncada y Higgs, 1993; Vasudevan & Thomas, 2014).
Dada la naturaleza quimica del NO, no puede ser almacenado en las células, por lo que
depende de la sintesis de novo para poder llevar a cabo sus funciones. En las células esta

presente una familia de enzimas denominadas Sintasas de Oxido Nitrico (NOS, por sus




siglas en inglés) responsables de la produccion de NO. En el humano, se han caracterizado
tres isoformas de NOS: NOS neuronal (nNOS 6 NOS1), NOS inducible (iNOS 6 NOS2) y
NOS endotelial (eNOS 6 NOS3). Las isoformas eNOS y nNOS son consideradas
constitutivas, mientras que la isoforma inducible, iINOS, se expresa fundamentalmente en
células expuestas a endotoxinas y a diversas toxinas proinflamatorias (Knowles y Moncada,
1994; Masters, 1994; Nathan, 1997). Sin embargo, también se ha comprobado que, bajo
ciertas condiciones fisiolégicas, en algunos tejidos la iINOS se expresa de forma constitutiva
y las otras dos isoformas se pueden inducir ante determinados estimulos, tales como las
fuerzas de rozamiento hemodinamicas (“shear stress”) o dafnos en el sistema nervioso (Gao
et al., 2008). Una desregulacion en la produccion de NO y variaciones en los niveles de
expresion de la NOS han sido implicados en varios tipos de cancer, relacionandolos tanto
con la progresién tumoral y metastasis, como con la supresion del tumor (Hickok & Thomas,
2010).

Existen efectos fisiolégicos diferenciales del 6xido nitrico que dependen de su
concentracion: bajas concentraciones (1 — 100 nM), concentraciones intermedias (100-
400nM), altas concentraciones (400 - 1,000 nM). A bajas concentraciones el NO esta
implicado en la regulacién de la relajacion del musculo liso y el flujo sanguineo, como
neurotransmisor, actividad de las plaguetas, homeostasis del hierro, sobrevivencia celular
y proliferacién, con un efecto pro-tumoral; mientras que una alta concentracién, mayor de
500nM, pueden tener efectos pro-apoptéticos, produciendo citotoxicidad y actividad

antitumoral (Vannini et al., 2015).

Con respecto a las vias estimuladas por el NO las mejor caracterizadas son la
activacion de la guanilato ciclasa soluble (sGC), la inhibicidbn de la cadena respiratoria
mitocondrial y la nitrosilacion directa de proteinas (Hare, 2003). Por ejemplo, el NO se une
al grupo hemo de la sGC, estimulando su actividad de GTPasa, quien a partir de GTP
genera cGMP. La elevacion intracelular de la concentracion de cGMP inicia una cascada
de sefalizacion, involucrando la activacion de numerosas cinasas dependientes de cGMP
(PKG) y la transcripcion de diversos genes (Senzaki et al.,, 2001). Por otro lado, a
concentraciones fisiolégicas, el NO inhibe la enzima mitocondrial citocromo ¢ oxidasa
(complejo 1V) compitiendo con el O,, dando lugar a un fendmeno llamado “hipoxia
metabdlica” en la cual, existiendo una concentraciéon normal de O, la célula es incapaz de

utilizarlo, obligando a la célula a emplear la via glucolitica para la produccion de ATP (Xu et




al., 2005). Ademas, el NO puede tener un efecto postraduccional sobre diversas proteinas,
como la S-nitrosilacion de los residuos de cisteina, afectando drasticamente la funcion de
las proteinas (Stamler et al., 2001). Un ejemplo de proteinas que se nitrosilan son las
caspasas, inhibiendo su actividad y por lo tanto la apoptosis (Li et al., 1997; Rossig et al.,
1999; Tenneti et al., 1997). Cuando el NO reacciona con el anién superoxido (O27), se forma
peroxinitrito (ONOQO"), un potente oxidante, capaz de causar dafio oxidativo, nitracién y S-
nitrosilacion de biomoléculas, tanto proteinas como lipidos y ADN (Lee et al.,, 2003;
Mikkelsen y Wardman, 2003). Por lo tanto, debido a su potente reactividad quimica y a su
alta difusibilidad, la produccién de NO esta finamente regulada para dictar la especificidad

de su sefializacion y limitar la toxicidad a otros componentes celulares (Figura 4).

Figura 4. Principales vias de
- Arg sefializacion del NO. El aumento de la
concentracion intracelular de 6xido nitrico
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e Guanilato ciclasa (GC)

La guanilato ciclasa es la enzima responsable de la sintesis de cGMP a partir del
GTP. Esta enzima puede encontrarse en el citosol de forma soluble (sGC), o bien estar
anclada en la membrana plasmatica (pGC), la primera forma es estimulada por NO, y la

segunda por el péptido natriurético atrial. La sCG es un heterodimero formado por dos




subunidades, a y B, de las que se han clonado y secuenciado dos isoformas de cada una
(a0 1-2, B1-2). Solo se han encontrado dos combinaciones de heterodimero funcionalmente
activas: la a 1 B 1, que es ubicua; y la o 2 1, que se ha detectado en placenta humana y
en sistema nervioso central (Hobbs, 1997; Denninger & Marletta, 1999; Mergia et al., 2003;
Pifarré et al., 2007). La unién del NO al grupo prostético hemo de la sGC induce un cambio
conformacional de la enzima que estimula la produccién del cGMP a partir del GTP (la
actividad de sGC incrementa 200 veces), el aumento en los niveles de cGMP conduce a
diversos eventos intracelulares, entre los que se incluyen, la activacion de diferentes

proteinas efectoras (EI-Sehemy, et al., 2016).

e Guanosina 3’,5’-monofosfato ciclica (cGMP)

La guanosina 3’,5-monofosfato ciclica (cGMP), es considerada un segundo
mensajero intracelular, que es sintetizada por la sCG y degradada por una fosfodiesterasa
(Hardman & Sutherland, 1969). La concentracion intracelular de cGMP es un punto
importante en el mecanismo de transduccion de sefales, y puede aumentar o disminuir
rapidamente en respuesta al estimulo extracelular. El aumento de los niveles de cGMP
favorece la activacion de proteinas involucradas en diferentes vias de sefializacion, entre
las que se pueden mencionar las proteinas cinasas dependientes de cGMP (PKG), canales
cationicos activados por nucleétidos (CNG), fosfodiesterasas (PDE) y proteinas cinasa
dependiente de cAMP (PKA) (Fiscus, 1988; Lincoln et al, 2001; Fiscus et al., 2002; Pilz &
Casteel, 2003; Hofmann et al, 2006; Francis et al, 2010).

En los dltimos afios se ha despertado un gran interés por la via de sefalizacién del
cGMP, en el tratamiento de la disfuncion eréctil (Middenforff et al., 2000), y su posible papel
citoprotector y anti-apopt6tico en el sistema nervioso central y en el cardiovascular (Andoh
et al., 2003), asi como su probable papel en diversos tipos de cancer. En células tumorales
se ha observado que el cGMP esta implicado en el proceso de metastasis, la sintesis de
ADN, asi como un efecto citoprotector relacionado a la expresiéon de proteinas anti-
apoptéticas (Punathil & Katiyar, 2009; Leung et al., 2010; Wong et al., 2012; Schwappacher
et al., 2013). Se ha observado que la capacidad migratoria de las células tumorales,
depende al menos parcialmente de un aumento en los niveles del cGMP, el cual es capaz
de activar diferentes isoformas de la PKG, por ejemplo, en cancer de pulmén no microcitico

involucra la activacion de la via de sefializacion de ERK1/2 dependiente de PKG (Punathil




& Katiyar, 2009); mientras que en cancer de mama la migracion es estimulada por un
aumento en cGMP con activacion secuencial de PKG-Ip y caldesmona (Schwappacher et
al., 2013).

e Proteinas cinasas dependientes de cGMP (PKGs)

Las PKGs patrticipan en multiples funciones fisiologicas, tales como en la regulacion
del tono vascular, inhibicion de la activacion plaquetaria, modulacién en la funcién neuronal
y mantenimiento de la homestasis en hueso (Hofmann et al., 2009; Rangaswami et al.,
2010). Se ha evidenciado la participacion de PKGs en la migracion de monocitos y
macrofagos stimulada por plasminay o elastina (Kamisato et al., 1997; Uemura & Okamoto,
1997), asi como en la motilidad de neutréfilos inducida por monoxido de carbono y
endotelina-1/ endotelina 3 (Elferink & De Koster, 1998; VanUffelen et al., 1996).

Las células de mamifero expresan tres diferentes tipos funcionales de proteinas
PKG, transcritas por dos genes separados. El gen tipo | produce dos isoformas de PKGI
(PKG-la and PKG-IB) (Casteel et al., 2002), y el gen tipo Il produce una sola forma proteica,
PKGII (Uhler, 1993). La interaccién proteina-proteina es sumamente importante en la
especificidad de la via de sefalizacién. Se ha identificado un gran nimero de proteinas que
interactuan exclusivamente con PKG-la 0 PKG-IB (Schwappacher et al., 2013), por ejemplo,
la proteina PKG-IB interactua especificamente con la caldesmona (CaD), proteina de union
a actina, miosina y calmodulina, que regula la migracién e invasion celular (Mayanagi &
Sobue, 2011);mientas que en células de cancer de pulmén no microcitico el usé del
inhibidor de PKG (RP-8-Br-cGMP) disminuye la capacidad migratoria de las
células(Punathil & Katiyar, 2009).

Se ha observado en cancer de ovario que la via NO/GC/cGMP/PKG tiene un papel
central en la proliferacion y la quimiorresistencia, con una participacion especifica de PKG

isoforma tipo | a, la cual interactia con la via de la tirocina cinasa c-Src (Leung et al., 2010).




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La metastasis es la principal causa de muerte en las personas que padecen cancer,
gue consiste en una compleja serie de eventos que involucra la capacidad adquirida de las
células tumorales por migrar del tumor primario e invadir tejidos y drganos cercanos o
lejanos. Hasta el momento se conoce poco acerca de como algunas sefiales extracelulares
presentes en el microambiente tumoral inducen o exacerban el potencial metastasico de
las células tumorales. Numerosos estudios experimentales, clinicos y epidemiolégicos, han
mostrado la influencia de un microambiente inflamatorio en el desarrollo y progresién del
cancer, sin conocerse hasta el momento con precisién el mecanismo molecular involucrado.
Por lo que el propésito del presente trabajo es investigar si la activacion de TLR-4
relacionado a la respuesta inflamatoria, influye sobre la capacidad proliferativa y migratoria
de las células MDA-MB 231, linea proveniente de cancer de mama triple negativo, y

determinar a la vez, la via de sefializacion intracelular involucrada.

HIPOTESIS

La activacion de TLR-4 por LPS incrementa la capacidad proliferativa y migratoria
de las células tumorales MDA-MB -231 a través de la via de sefalizacion NF-
kB/INOS/NO/sCG/cGMP.



OBJETIVO GENERAL

Investigar si la via de sefializacion NF-kB/INOS/NO/sGC/cGMP iniciada por la activacion
de TLR-4 por LPS induce un incremento en la capacidad proliferativa y migratoria de las
células tumorales MDA-MB-231.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Investigar si la estimulacién con LPS influye sobre la capacidad migratoria de las células
MDA-MB-231.

2. Determinar si el efecto de LPS sobre la capacidad migratoria de las células MDA-MB-
231 depende de la activacion de TLR-4.

3. Evaluar si la activacion de TLR-4 por LPS incide sobre la expresion funcional de iNOS.

4. Estudiar la participacion de la via de sefializacion iINOS/NO/sGC/cGMP/PKG sobre la
capacidad migratoria inducida por LPS en las células MDA-MB-231.

5. Investigar si la estimulacién con LPS influye sobre la capacidad proliferativa de las células
MDA-MB-231.

6. Determinar si la via TLR-4/NF-kB/iINOS/sGC/cGMP regula la proliferacién en las células
MDA-MB-231.

7. Evaluar si la activacion de TLR-4 por LPS incide sobre la quimiorresistencia a
Doxorrubicina de las células MDA-MB-231.

8. Investigar de manera preliminar si el LPS estimula la capacidad migratoria en células de

bajo potencial metastasico.
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METODOLOGIA

MODELO CELULAR MCF-7

Las células MCF-7, son la linea celular de CaM méas comunmente utilizada en el
mundo, fue establecida en 1973 por la Fundacién de Cancer en Michigan, se trata de células
epiteliales derivadas de una efusion pleural de una paciente caucésica de 69 afios con
cancer de mama metastasico (Levenson & Jordan, 1997). Su extenso uso se justifica por
su alta sensibilidad a hormonas y la expresion del receptor a estrogenos alfa (ER-a). El
perfil molecular de este tipo celular lo clasifica en el tipo Luminal A, con un perfil ER*, PR*",
HER-2" , ademas de una baja expresién del marcador de proliferacion Ki67 (Holliday &.
Speirs, 2011). Su morfologia en cultivo 2D (Fig.5) es tipicamente epitelial en forma cohesiva

poligonal (Comsa et al., 2015).

ATCC Number: HTB-22
Designation:  MCF-7

Low Density Scale Bar = 100pm High Density Scale Bar = 100pm

Figura 5. Linea celular MCF-7, morfologia en cultivo. Microfotografias de las células en cultivo (barra de
calibracion corresponde a 100um) con morfologia poligonal, presentan una confluencia diferencial, baja
densidad (izquierda) y alta densidad (derecha). Tiempo de duplicacion 35 horas en la fase exponencial. Imagen
tomada de ATCC.
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.  MODELO CELULAR MDA-MB-231

Las células MDA-MB-231, proveniente de adenocarcinoma de mama grado Il
(efusion pleural) de una paciente caucésica de 51 afios de edad, tienen una morfologia
fusiforme (Fig. 6) muestran un fenotipo invasivo (poco diferenciado), y con base en su perfil
molecular se ha clasificado como de tipo de baja Claudina, antes basal B. Esta linea celular
es ampliamente utilizada para estudios in vitro de citotoxicidad, migracion, invasion y
proliferacion, asi como en estudios in vivo donde son trasplantadas en otros organismos
con el fin de analizar su potencial metastasico. Se ha descrito un tiempo de duplicacién de
la poblacién de 38 horas, considerando un inoculo inicial de 5 x 10* células por cm? (ATCC,
2012).

ATCC Number: HIB-26 ™
Designation:  MDA-MB-231

7 Py /]
Scale Bar = 100pm

Low Density Scale Bar= 100pm High Density

Figura 6. Morfologia en cultivo de la linea celular MDA-MB-231. Microfotografias de las células en
cultivo (barra de calibracion corresponde a 100pum) con morfologia fusiforme, presentan una confluencia
diferencial, baja densidad (izquierda) y alta densidad (derecha). Los cultivos confluentes contienen 5-6x108
células en una superficie de 80 cm?. Imagen tomada de ATCC.

Se utiliza como modelo para el estudio de Cancer de Mama Triple Negativo
(TNBC), ya que sus caracteristicas son consistentes con esta neoplasia (Tabla 2).




Tabla 2. Comparacién Cancer de mama Triple negativo y MDA-MB-231.

CANCER DE MAMA LINEA CELULAR
CARACTERISTICAS TRIPLE NEGATIVO# MDA-MB-231**
Receptor a estrégeno Negativo Negativo
Sobreexpresion de HER-2 Negativo Negativo
EGFR Positivo Positivo
Vimentina Positivo Positivo
Mutacion de p53 Positivo Positivo

# Anders & Carey, 2009.
* Chavez et al., 2010.
*Huang et al., 2013.

lll. CULTIVO DE LAS LINEAS CELULARES Y REACTIVOS

Las células MCF-7 y MDA-MB-231 fueron adquiridas en la ATCC (American Type
Culture Collection), los cultivos madre se mantuvieron en matraces planos de poliestireno
de 25 cm? de superficie, y se alimentaron con medio de cultivo Advanced-DMEM,
suplementados con 3% de suero fetal bovino (FBS), 1% de L-glutamina y 1% de una mezcla
de antibi6tico y antimicético. Las células se mantuvieron en una incubadora a 37° C y una
mezcla de 5% de CO2 y 95% de aire. El medio de cultivo se cambi6 cada 48 h y cuando
alcanzaron una confluencia del 95%, las células fueron expuestas 5 min a 2.0 ml de una
solucién salina de Tripsina- EDTA al 0.25% para desprenderlas. La suspension celular
obtenida se utilizo para regenerar el cultivo madre en un matraz plano nuevo, asi como para
sembrar en placas de multipozos para los diferentes ensayos de RT-PCR, citotoxicidad,
migracion y proliferacion celular. Se mantuvieron las células en diferentes condiciones,
condicion control y tratamiento con LPS a diferentes concentraciones 1, 5, 10, 20 o 40
ug/ml, por 24, 48 o 72 h, asi como con los inhibidores de la via de sefializacion de interés:
C34 (10uM), Na,SeOs (4uM), 1400W (50uM), ODQ (10uM), RP-8-Br-PET cGMP(50uM),
ademas de 8-Br-cGMP (50uM), analogo de guanosin monofosfato ciclico; en presencia o
ausencia de LPS a diferentes concentraciones durante el tiempo establecido para cada tipo

de ensayo.




IV. DETERMINACION INDIRECTA DE OXIDO NITRICO (CUANTIFICACION DE
NITRITOS POR LA REACCION DE GRIESS)

Las células MDA-MB-231, fueron sembradas en placas de 6 pozos, una vez que
alcanzaron el 60% de confluencia se inicio el tratamiento con LPS a diferentes
concentraciones (1, 5, 10, 20, 40 ug/ml) y por diferentes tiempos de incubacion (24, 48y 72
h). Una vez iniciado el tratamiento con LPS ya no se recambié el medio de cultivo, al
cumplirse las primeras 24 h de tratamiento, se tomaron 250 pul del medio de cultivo de cada
condicién experimental y se almacenoé a -20°C, esta misma operacion se repitié a las 48 y
72 h de tratamiento. Se determind la concentracion de nitritos con el reactivo de Griess, el
método esta basado en la reaccién quimica de la sulfanilamida y el N-1-naftiletilendiamina
diclorohidrato (NED) bajo condiciones acidas. A las muestras problema y soluciones
estandar se les adicion6 un volumen similar de sulfanilamida, se incub6 por 10 min a
temperatura ambiente en la oscuridad, posteriormente se agreg6 un volumen similar de la
solucion NED, se volvieron a incubar las muestras por 10 min en la oscuridad. Una vez
concluida la incubacion, las muestras se leyeron en un espectrofotometro a una longitud de

onda de 535 nm.

V. ENSAYO DE RT-PCR (TRANSCRIPCION REVERSA - REACCION EN CADENA LA
POLIMERASA)

A. Extraccion de RNA total

Las células fueron sembradas en placas de 6 pozos y mantenidas en condiciones
de cultivo estandar, una vez que alcanzaron la confluencia esperada, se recambié el medio
de cultivo y se di6 inicio al tratamiento con LPS y/o selenito de sodio (Na:SeQs), durante
24, 48 o 72 h. Al terminar el tratamiento, se procedié a realizar la extraccion de ARN total
empleando el kit comercial FavorPrep™, Tissue total RNA Mini, siguiendo las indicaciones
del fabricante. Una vez concluida la extraccion del ARN total se determin6 su concentracion
(absorbancia a 260 nm de longitud de onda) y calidad (cociente entre la absorbancia a
260nm y 280nm). Para considerar una muestra de ARN total de calidad, el valor del cociente

estuvo entre 1.5y 2.0.

=



B. Sintesis de cDNA (RT)

A partir del RNA total extraido y purificado se procedid a la sintesis del cDNA
(Transcripcion reversa), la cual se llevé a cabo empleando el kit High Capacity cDNA
Reverse Transcription, siguiendo el procedimiento sugerido por el fabricante.
Posteriormente los tubos de reaccién se colocaron en un termociclador Mastercycler
Gradient® (Eppendorf®) y fueron sometidos al siguiente protocolo de trabajo: 10 min a 25°C,
2ha37°C, 10 min a 85° y finalmente a 4°C.

C. Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la PCR se disefiaron juegos de oligonucleétidos especificos para cada gene
de interés, empleando el software en linea de la empresa DNA Technology (Tabla 3). A
partir del ADN complementario obtenido en la transcripcion reversa se realizé la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando el kit DreamTagq PCR Master Mix (Thermo

Scientific).

Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados en la PCR punto final.

Tamaro del
Oligonucleotidos | Direccion Secuencia Amplificado
(pb)
Forward GGAGGAATCTGTGCTCTACTTAC
MyD88 557
Reverse GAGGTGGACCCATTAGGAAATAA
_ Forward AGTACCAGGAGGTGAGGATAAA
Ki-67 415
Reverse CTGCACTGGAGTTCCCATAAA
Forward TGTAACTGCTGGACCCAAGGAC
NFxB1 290
Reverse AAAGCTGTAAACATGAGCCGCACC
Forward GGTCCTGTGTATGGATGAGTATG
eNOS 265
Reverse GTCTGTGTTACTGGACTCCTTC
_ Forward GGAAGCGGTAACAAAGGAGATAG
iINOS 460
Reverse CACAAGGTCAGGTGGGATTT
Forward CCAGAACTCACACAAGGTCTATC
nNOS 490
Reverse CCCATTTCCATTCCTCGTACTC
Forward TGGATACGTTTCCTTATAAG
TLR-4 507
Reverse GAAATGGAGGCACCCCTTC
Forward AGTTGGGAGGGAGGAGAATAA
sGCa 635
Reverse GGCTGGAAATATCAGGGAGAAG




Forward ATCACGCATCAGCCCATATAC
sGCp 515
Reverse GTAGCCTGTCAGTGAGGATTTC
) ] Forward AGAACCTGCAGGAGGCAGAAGAAT
Vimentina 201
Reverse CTTCCATTTCACGCATCTGGCGTT

D. Separacion electroforética de los productos de PCR

Los productos de PCR amplificados fueron separados electroforéticamente en un
gel de agarosa al 1.2%. La electroforesis se llevé a cabo a 65 V por 80 min. La imagen del
gel obtenida fue digitalizada (Axygen GD-1000, Corning) y se realizé el andlisis
densitometrico correspondiente, empleando el software Image J que fue proporcionado

gratuitamente por el Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos de América.

VI. ENSAYOS DE MIGRACION EN CAMARAS TRANSWELL.

Para el ensayo de migracion se utilizaron Camaras Transwell® con membranas de
policarbonato y poros de 8 um de diametro. Las células fueron sembradas en placas de 6
pozos bajo condiciones de cultivo estandar, una vez que las células alcanzaron la
confluencia requerida se inicié el tratamiento con LPS, inhibidores y analogos a diferentes
concentraciones por 48 h. Una vez terminado el periodo de incubacion se obtuvo de cada
condicion experimental una suspension celular mantenida con medio de cultivo libre de
suero. En la parte superior de la membrana de policarbonato del inserto de la camara
transwell se agregaron 250 ml de la suspensioén celular a una concentracion final de 3x10*
o 5x10* células/ml (MDA-MB-231 o MCF-7 respectivamente); posteriormente se
adicionaron 750 ul de medio de cultivo completo en la parte inferior de la camara transwell,
en ambos compartimentos de la Camara se suplemento al medio con el tratamiento
correspondiente, para mantener la condicién experimental. Las células se incubaran a 37°C,
en 95% de aire y 5% de CO2 por 12 h para MDA-MB-231y 24 h para MCF-7. Al finalizar el
tiempo, las células que permanecieron sobre la membrana del inserto fueron retiradas con
un hisopo de algodon. Las células que migraron quedaron adheridas en la membrana
interna de la membrana del inserto, las cuales fueron fijadas con una solucion
metanol/acetona (dilucion 1:1) durante 20 min y tefiidas con cristal violeta (0.05%) por 20

min. Para poder contar las células se tomaron microfotografias de 5 campos aleatorios con
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el objetivo 10x en un microscopio de campo claro y una cdmara modelo ¢10 plus Jenoptick

empleando el programa pro-2.1, estas se analizaron por medio del programa Image J.

VIl.  ENSAYO DE PROLIFERACION

A. Conteo celular

Las células MDA-MB-231 y MCF-7 fueron sembradas en placas de 6 pozos, una vez
que alcanzaron un 60% de confluencia se dio inicio al tratamiento con LPS, inhibidores y
analogos a diferentes concentraciones por 48, 72 0 96 h. Posteriormente las células fueron
tripsinizadas y resuspendidas en medio de cultivo, se tomé una alicuota de la suspension

celular y se realiz6 el recuento celular con un citdmetro de flujo portétil (Scepter 2.0).

B. Ensayo de incorporacion de Bromodeoxiuridina (BrdU)

Las células MDA-MB-231 fueron sembradas en placas de 6 pozos, una vez que
alcanzaron un 60% de confluencia se dio inicio al tratamiento con LPS, inhibidores y
analogos a diferentes concentraciones por 72 h, posteriormente fueron tripsinizadas y
resuspendidas en medio de cultivo y resembradas en placas de 96 pozos a una
concentracion final de 6x10* celulas manteniendo las condiciones de tratamiento por 24 h.
Para evaluar la capacidad proliferativa de las células se utilizé el kit Cell proliferation ELISA,
BrdU (colorimétrico, Roche Applied Science) siguiendo las indicaciones del proveedor.
Después de la incubacion, las células fueron adicionalmente tratadas con solucion de
marcaje de BrdU por 6 h. Después de pasar por un proceso de fijacion y desnaturalizacion
de DNA por 30 min, se agreg6 una solucién de Anti-BrdU-POD y se incubo por 90 min. Los
conjugados de anticuerpos fueron retirados en tres ciclos de lavado. Los complejos inmunes
fueron detectados por medio de la incubacién por 15 min con el sustrato TMB, y cuantificado
por la determinacion por espectrofotometria de la absorbancia a 405 y 490 nm. Las
mediciones ser realizaron por triplicado con 6 pozos por grupo experimental y se obtuvieron

los promedios de tres series experimentales.



VIIl.  ENSAYO DE CITOTOXICIDAD

Se realiz6 el ensayo de MTT para evaluar la quimiorresistencia. Las células MDA-
MB-231 fueron sembradas en placas de 6 pozos, una vez que alcanzaron un 80% de
confluencia se dio inicio al tratamiento con LPS, inhibidores y analogos a diferentes
concentraciones por 48 h, posteriormente fueron tripsinizadas y resuspendidas en medio
de cultivo y resembradas en placas de 96 pozos a una concentracion de 3x10* células
/pozo; pasadas 24 h se inici6 el tratamiento con doxorrubicina a diferentes concentraciones
(1,5, 10 uM)y se incubd por otras 48 h, al final del tratamiento se agregaron 100 uL de
reactivo de MTT y se incubd por 4 h, se adicion6 una solucién solubilizadora para

posteriormente leer la absorbancia a una longitud de onda de 570 nm.

IX. INDUCCION DE RESISTENCIA A DOXORRUBICINA EN MDA-MB-231

Para la induccién del fenotipo de resistencia (DOX-RES) en MDA-MB-231, las
células se mantuvieron en condiciones de cultivo estandar (Advanced-DMEM 3% SFB) y
fueron expuestas a concentraciones crecientes de doxorrubicina durante pasajes
consecutivos (10nM a 100 nM), como fue descrito previamente (Fairchild et al, 1987;
Marinello et al., 2019). Al inicio del ensayo 5 x 10° células fueron sembradas en placas de
cultivo de 35 mm?, después de 24 h las células fueron tripsinizadas y resembradas,
obteniendo la primera muestra sin doxorrubicina, este fue designado como pasaje cero (P0).
Se dividio la suspension celular obtenida en cuatro condiciones, el disefio experimental es
ilustrado en la figura 7. Las células fueron consideradas quimiorresistentes cuando la
exposicion a concentraciones crecientes de doxorrubicina no caus6 muerte celular
(evaluada por el numero de células en comparacion con el grupo control en cada subcultivo).
En este estudio las células presentaron quimiorresistencia después de siete pasajes
consecutivos en presencia de concentraciones crecientes de doxorrubiciana. Todos los
grupos experimentales se mantuvieron en las diferentes condiciones durante catorce
pasajes. Posteriormente se evaluo la supervivencia celular en presencia de Doxorrubicina

al,5y10 uM por 48 horas, por medio del ensayo de MTT.




A. Grupoe control (cambio de medio cada 24 horas)
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Figura 7. Disefio experimental de induccion de resistencia a Doxorrubicina y LPS. Células control
gue de mantuvieron 14 pasajes en condiciones de cultivo estdndar (A). Células tratadas con
concentraciones crecientes de doxorrubicina, 10 nM a 100 nM (B). Células tratadas con 5 mg/ml de LPS
por 14 pasajes (C). Células pretratadas 7 pasajes con LPS 5mg/ml y después co-tratadas con
concentraciones crecientes de doxorrubicina, 10 a 100 Nm. El tratamiento con LPS fue mantenido durante
todo el proceso de induccion de quimiorresistencia (D).

X. INMUNOCITOQUIMICA

Las células fueron sembradas en placas de cultivo de 35 mm? después de 24 h de
incubacién se mantuvieron en condiciones de cultivo estandar o en presencia de LPS
durante 72 h. Después de finalizado el tratamiento fueron fijadas con paraformaldehido al
3.7% en solucién amortiguadora PHEM (PIPES, HEPES, EGTA, Sulfato de magnesio, pH
7.4) por 10 min, se lavé con PBS y permeabiliz6 con NP-40 al 0.25% durante 30 min. Se
inhibié la actividad de la peroxidasa enddgena incubando las células con peréxido de
hidrégeno al 0.3% durante 30 min. Posteriormente las células fueron incubadas con
solucion blogueadora (gelatina 0.5% y FBS 1.5%) durante 2 h en agitacion constante para
reducir la union inespecifica del anticuerpo primario. El anticuerpo primario para detectar
INOS se trabajé a una dilucion 1:250 y se incubd toda la noche a 4°C. Se recuper6 el
anticuerpo primario y realizaron lavados con PBS. Finalmente, las células fueron expuestas

a un sustrato cromogeno especifico para la enzima HRP, AEC subtrate kit (Sigma-Aldrich).



Las células fueron visualizadas y se tomaron microfotografias de 5 campos aleatorios con
el objetivo 40x en un microscopio de campo claro y una camara modelo c10 plus Jenoptick

empleando el programa pro-2.1.

XI. INMUNODETECCION (WESTERN-BLOT)

Las células MDA-MB-231 fueron sembradas en placas de 6 pozos, una vez que
alcanzaron el 60% de confluencia se inicio el tratamiento con LPS y/o Na,SeOs. Al finalizar
el tratamiento, las células fueron lisadas y el homogenado celular obtenido fue centrifugado
a 13,000 rpm por 30 min a 4°C. Se recuper6 el sobrenadante y se realizé la cuantificacion
de proteinas con el kit Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific). Para la
separacion electroforética de las proteinas se empleé PAGE-SDS al 8% y se corrié a 80
mV durante 1 hora y por 2 h a 120mV; posteriormente se realizé la trasferencia a una
membrana de PVDF, bajo las siguientes condiciones: 20mA, a una temperatura de 4°C
durante toda la noche. Al dia siguiente, la membrana fue bloqueada con una solucién de
leche al 5% con TBST durante 2 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se incubaron
con los anticuerpos primarios que reconocen de manera especifica a INOS y GAPDH, se
trabajaron a una dilucién 1:250 y 1:500 respectivamente, se incubaron toda la noche a 4°C.
Al dia siguiente, se retiraron los anticuerpos primarios, y solo para GAPDH se incub6 con
un anticuerpo secundario acoplado a HRP a una dilucion de 1:1000 durante 2 h a
temperatura ambiente. La membrana se lavo tres veces con TBST y fue revelada con TMB
(3,3,5,5'-Tetrametilbencidina).

XII. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE CGMP

Las células MDA-MB-231 fueron sembradas en placas de 6 pozos, una vez que
alcanzaron el 60% de confluencia se inici6 el tratamiento con LPS y/o C34,
Na,SeOs ,1400W diferentes concentraciones y tiempos. Al finalizar el tratamiento, las
células fueron lisadas y el homogenado celular obtenido fue centrifugado a 13,000 rpm por
30 min a 4°C. Se recuper6 el sobrenadante y a partir de este se realiz6 la cuantificaciéon de
cGMP empleando el kit comercial, Cyclic GMP competitive ELISA (Invitrogen). Se
transfirieron 100 ul de muestra o estandar a placas de 96 pozos, tapizada con IgG de conejo,
y se les agreg6 una solucién de 0.1M de HCL. El ensayo se basa en la competicion entre

el cGMP-fosfatasa alcalina con estandares y muestras, por concentraciones limitantes de
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anticuerpo monoclonal dirigido contra el complejo cGMP - 1gG adsorbidos a la placa. La
concentracién de cGMP fue determinada por una curva estandar con relacion inversa entre

la absorbancia medida a 405 nm y la cantidad del analito en la muestra.

XlIl. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico y graficos se realizaran con el programa SigmaPlot versién
11.0. Se utilizara la prueba t de Student para evaluar la diferencia entre grupos, para
considerar la diferencia estadisticamente significativa p debera ser menor a 0.05 (p< 0.05).
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RESULTADOS

|. LPS INCREMENTA LA CAPACIDAD MIGRATORIA DE LAS CELULAS MDA-MB-231.

Multiples evidencias experimentales, clinicas y epidemioldgicas han correlacionado
positivamente la presencia y la activacién de TLR-4 con la progresion de cancer de mama.
Por lo que se decidi6 evaluar de manera inicial, si la presencia de 1 y 5 ug/ml de LPS por
48 h incide sobre la capacidad migratoria de las células MDA-MB-231 mediante ensayo de
cierre de herida. La Figura 8 A muestra que la presencia de LPS reduce el &rea de herida,
y al cuantificar dicha area, se observa de manera significativa un incremento del 50% en el
cierre de herida con respecto a la condicion control (Figura 8 B), demostrando que LPS

favorece la capacidad migratoria de las células MDA-MB-231.

A B

CONTROL 1 pg/ml 5 pg/ml .

Cierre de herida (%)

CONTROL 1 5
LPS (ng/ml)

Figura 8. LPS promueve la capacidad migratoria de las células MDA-MB-231. Las células fueron tratadas
con LPS por 48 h a las concentraciones de 1 y 5 ug/ml de LPS. La migracion fue evaluada por ensayo de cierre
de herida, imagen representativa (A) y resultados estadisticos (B). Resultados que representan la media de
tres experimentos + ESM, * p< 0.05. Barra: 500 pm.

Inicialmente se consideraron dos concentraciones de LPS para evaluar su efecto sobre
la capacidad migratoria, por lo que se decidié evaluar si la migracion celular depende de
concentraciones mayores de LPS, para lo que realizamos una curva dosis-respuesta a 1,
5, 10, 20, 40 pg/ml, manteniendo el estimulo por 48 h. En esta ocasion utilizamos dos
ensayos de migracion; uno cualitativo, cierre de herida (Fig. 9 A y B) y otro cuantitativo,
ensayo en camaras transwell (Fig. 9 C y D). El ensayo de cierre de herida muestra un
aumento estadisticamente significativo del 50% con respecto a la condicién control, a partir

de la concentracion de 1 ug/mly que se mantiene hasta los 10 ug/ml. Por su parte, el ensayo
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en camara transwell a las concentraciones de 1, 5y 10 ug/ml se observa un incremento del
65%, 78% y 63% respectivamente en el niUmero de células que migran con respecto a la
condicion control. No se observaron cambios significativos sobre la capacidad migratoria
de las células MDA-MB 231 a 20 y 40 pg/ml.
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Figura 9. LPS aumenta la capacidad migratoria de manera dependiente de la concentracién. Curva dosis
efecto a 48 h, células tratadas con concentraciones crecientes de LPS (1 a 40 pg/ml), se observa aumento de
la capacidad migratoria de 1 a 10ug/ml. La migracién fue evaluada por dos tipos de ensayo de migracion; cierre
de herida, imagen representativa (A) y resultados estadisticos (B); y cAmaras Transwell, imagen representativa
(C) y resultados estadisticos (D). Resultados que representan la media de tres experimentos + ESM, * p< 0.05.
Barra: 500 pm.
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Il. EL EFECTO INDUCIDO POR LPS SOBRE LA MIGRACION CELULAR DEPENDE DE
LA ACTIVACION DE TLR-4.

Se ha sugerido que el aumento en la capacidad migratoria de las células MDA-MB 231
inducido por LPS se debe a la activacién de TLR-4. Con el objetivo de poner a prueba esta
hipotesis se realizaron ensayos de cierre de herida (Fig. 10 A y B) y en camara transwell
(Fig. 10 Cy D). Se utilizaron 10 uM de C34, antagonista especifico de TLR-4, en presencia
y ausencia de 5 pug/ml de LPS por 48 h. Los resultados presentados en la Figura 10
muestran que el tratamiento con este inhibidor farmacoldgico previene de manera efectiva
el efecto estimulatorio que ejerce LPS sobre la capacidad migratoria de las células MDA-

MB 231, dejando en claro la participacién de TLR-4 en el efecto que ejerce LPS.
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Figura 10. El bloqueo de TLR-4 previene el efecto estimulatorio sobre la capacidad migratoria
dependiente de LPS. El tratamiento con C34 (10 uM) reduce la migracion inducida por el pretratamiento con
5ug/ml de LPS. La migracion fue evaluada por dos tipos de ensayo de migracion; cierre de herida, imagen
representativa (A) y resultados estadisticos (B); y camaras Transwell, imagen representativa (C) y resultados
estadisticos (D). Resultados que representan la media de tres experimentos = ESM, * p< 0.05. Barra: 500 um.




lll. PRESENCIA DE LOS ELEMENTOS MOLECULARES DE LA ViA DE
SENALIZACION INICIADA POR TLR-4.

La via de sefalizacion estimulada por la activacion de TLR-4 puede ser dependiente o
independiente de MyD88, las cuales culminan en la translocacién al nucleo del NF-«xB,
factor de transcripcibn que regula en macréfagos, la expresion de mediadores
proinflamatorios asociados a la expresion de iNOS. Se evalu6 por RT-PCR de punto final
los niveles de expresion del ARNm que codifica para los elementos moleculares que
participan en la via de sefializacion activada por TLR-4 y que fue propuesta en el presente
trabajo: TLR-4, MyD88, NF-kB, eNOS, iNOS, nNOS, sGCf, sGCa. La Figura 11 A muestra
que las células MDA-MB 231 expresan el ARNm que codifica TLR-4, MyD88, NF-kB, eNOS,
INOS, asi como las subunidades o y B de la guanilato ciclasa soluble. Con respecto a las
dos isoformas de la sintasa de 6xido nitrico, las células MDA-MB 231 expresan de manera
preferencial la isoforma INOS. También evaluamos por inmunocitoquimica, la expresiéon a
nivel de proteina de la isoforma INOS, observando que las células MDA-MB-231 presentan
inmunorreactividad al anticuerpo que reconoce de manera especifica esta enzima (Fig. 11
B).
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Figura 11. Los elementos de la via de sefializacién TLR-4/NF-kB/INOS/NO/sGC/cGMP/PKG en las
células MDA-MB-231. RT-PCR punto final se utilizé para detectar cambios en la expresion génica de: TLR-
4, MyD88, NF-kB, eNOS, iINOS, nNOS, sGCp, sGCa (A). Imunocitoquimica que muestra la presencia de
iINOS, a la izquierda se muestra el control negativo, donde se omitio el anticuerpo primario y a la derecha la
expresion basal en la linea celular MDA-MB-231 I(B). Barra: 500 pum.
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IV. LPS REGULA LA EXPRESION DE LA ISOFORMA iNOS.

Una vez que se determind que las células MDA-MB-231 expresan la isoforma iNOS,
elemento molecular de la via de sefializacion iniciada por TLR-4, se evallo si la activacion
de dicho receptor por LPS influye sobre el nivel de expresion y funcién de la iNOS. Las
células MDA-MB-231 se mantuvieron en presencia de 1y 5 ug/ml de LPS, y se determind
por RT-PCR el ARNm que codifica para iNOS, por Western-blot la expresién de la proteina
y por la reaccién de Griess los niveles totales de nitritos para evaluar su funcionalidad. La
exposicion a 1y 5 ug/ml de LPS por 24 h, induce un aumento significativo en la expresion
del ARNm que codifica para iNOS del 29 y 43% respectivamente con respecto a la condicion
control (Fig. 12 A). Mientras que a nivel de proteina se observa un incremento del 31% a la
concentracion de 1 ug/mly de 57% a 5 ug/ml después de 72 h de tratamiento (Fig. 12 C).
Una manera indirecta de evaluar la produccion de NO por parte de la iINOS, es
determinando los niveles de nitritos, la Figura 12 B muestra que la activacion de TLR-4 por
LPS induce un incremento significativo en la produccion de nitritos, 38% a una

concentracion de 5 pg/ml de LPS y de 78% para 10 ug/ml de LPS.
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Figura12. La activacién de TLR-4 estimulala expresion y actividad de iNOS. Las células fueron tratadas
con LPS 1y 5 pg/ml, se observa un incremento en la expresion de iNOS. RT-PCR punto final se utilizé para
detectar cambios en los niveles de ARNm que codifica para INOS a las 24 h (A). La expresién a nivel de
proteina se evalué a través de Western-blot a las 72 h (B). La produccion de NO de determind a través del
nivel de nitritos en el sobrenadante a las 72 h, utilizando el reactivo de Griess (C). Resultados que
representan la media de tres experimentos + ESM, * p< 0.05.




La siguiente pregunta fue determinar si el efecto de LPS sobre la expresion de iINOS
era dependiente de la concentracion y del tiempo de tratamiento, para lo cual se realizd una
curva dosis-efecto y un curso temporal. Para la curva dosis-efecto se evaluaron 5
concentraciones de LPS (1, 5 10, 20, 40 ug/ml) y se trataron a diferentes tiempos (24, 48 'y
72 h) para determinar el curso temporal. La Figura 13 A muestra que la presenciade 1,5y
10 pg/ml de LPS por 24 y 48 h, induce un aumento estadisticamente significativo en los
niveles del ARNm que codifica para iNOS, mientras que, si las células son tratadas por 72
h, se requieren concentraciones mayores de LPS (10, 20 y 40 ug/ml) para inducir un cambio
significativo en los niveles de expresion de iNOS. A nivel de proteina, LPS induce la
expresion de INOS de manera dosis-dependiente, observando un incremento desde la
concentracion de 1 ug/ml, llegando a ser significativo a 5y 10 ug/ml de LPS (Fig. 13 B).
Adicionalmente, se evalué la produccion de nitritos a las 24, 48y 72 h en presenciade 5y
10 pg/ml de LPS. La Figura 13 C muestra que en las primeras 24 h de tratamiento hay un
aumento diferencial significativo en los niveles de nitritos para las dos concentraciones de
LPS probadas, y que se va incrementando de manera dependiente a la duracién del

tratamiento.
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V. NF-xB REGULA LA EXPRESION DE iNOS

La activacién de TLR-4 por LPS en los macrofagos, favorece por un lado, la produccién
de NO, y por otro lado, estimula su capacidad migratoria. Diversas evidencias
experimentales muestran que la translocacion al nicleo del NF-kB inducida por la activaciéon
de TLR-4, estimula la expresion funcional de iINOS con el consiguiente aumento en los
niveles de NO. Por lo que se decidié investigar si el aumento en la expresion funcional de
INOS observado en las células MDA-MB-231 en presencia de LPS (Fig. 12 y 13) requiere
de la participacion del NF-xB, tal y como ocurre en las células del sistema inmune. Para
resolver esta interrogante, se evalud la expresion funcional de INOS en presencia de 4 uM
de selenito de sodio (Na:SeOs), compuesto que estabiliza el complejo I«B/NF-xB
impidiendo la translocacion al nicleo de NF-xB. Es importante mencionar que la
concentracion empleada de selenito de sodio no tiene efectos citotoxicos. Los resultados
obtenidos muestran que la presencia del selenito de sodio previene el efecto estimulatorio
de LPS (5y 10 pg/ml) sobre la expresion del ARNm que codifica para iNOS a las 24 h (Fig.
14 A), la sintesis de la proteina a las 72 h (Fig. 14 B) y la produccién de nitritos a diferentes
tiempos evaluados (24, 48 y 72 h) (Fig. 14 C).
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De manera complementaria evaluamos si el bloqueo de la translocacion al nucleo del
NF-kB incide sobre la capacidad migratoria de las células MDA-MB-231. Se realizaron
ensayos de cierre de herida (Fig. 15 Ay B) y en cdmara transwell (Figura 15 C y D) en
presencia de selenito de sodio y LPS. Se observa claramente que el selenito de sodio
reduce la capacidad migratoria de las células MDA-MB-231 aun en presencia de 5 pg/ml de
LPS por 48 h. Estos resultados muestran lo siguiente: a) la expresion de iNOS inducida por
LPS requiere de la activacion del NF-xB, y b) la expresion funcional de iINOS es capaz de

exacerbar la capacidad migratoria de las células MDA-MB-231.
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Figura 15. La inhibicion de NF-kB previene el efecto estimulatorio sobre la capacidad migratoria
dependiente de la activacion de TLR-4 El tratamiento con Na2SeO; (4 uM) reduce la migracion inducida por
el pretratamiento con 5ug/ml de LPS. La migracion fue evaluada por dos tipos de ensayo de migracion; cierre
de herida, imagen representativa (A) y resultados estadisticos (B); y camaras Transwell, imagen
representativa (C) y resultados estadisticos (D). Resultados que representan la media de tres experimentos
+ ESM, * p< 0.05. Barra: 500 um.
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VI. iINOS EXACERBA LA CAPACIDAD MIGRATORIA DE LAS CELULAS MDA-MB-231

Los datos experimentales presentados anteriormente, nos sugieren la participacion de
INOS sobre la capacidad migratoria de las células MDA-MB-231, por lo que, para reforzar
dicha propuesta, se investigo la participacion directa de iINOS en este modelo celular. Se
realizaron ensayos de cierre de herida (Fig. 16 Ay B) y en camara transwell (Figura 16 C y
D), se utilizo 50 uM de 1400W, inhibidor especifico para iINOS, en presencia y ausencia de
5 ug/ml de LPS. La Figura 15 muestra que efectivamente, al inhibir la actividad de la iINOS
con 1400W se previene por completo el efecto estimulatorio que ejerce LPS sobre la
capacidad migratoria de las células MDA-MB-231, por lo que podemos proponer que el
efecto estimulatorio de LPS requiere de la expresion funcional de iNOS y probablemente
esté involucrada la cascada de sefializacion activada por NO, como es la NO/cGMP/PKG,

lo cual resultaria interesante investigar.
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Figura 16. El bloqueo de la actividad de iNOS evita el aumento de la capacidad migratoria estimulada
por LPS. Las células se trataron con 1400W (50 uM) en presencia de 5ug/ml de LPS, lo que reduce la migracion
inducida por la activacion de TLR-4. La migracién fue evaluada por dos tipos de ensayo de migracion; cierre de
herida, imagen representativa (A) y resultados estadisticos (B); y camaras Transwell, imagen representativa (C)
y resultados estadisticos (D). Resultados que representan la media de tres experimentos + ESM, * p< 0.05.
Barra: 500 um.
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VII. LA VIA TLR-4/NF-xB/iNOS/cGMP/PKG INFLUYE SOBRE LA CAPACIDAD

MIGRATORIA DE LAS CELULAS MDA-MB-231.

A continuacion, se decidié determinar si la via estimulada por LPS, modificaba la

produccion de cGMP, para lo cual se determiné por ELISA los niveles de cGMP en
presencia de 10 uM de C34 (Fig. 17 A), 4 uM de selenito de sodio (Fig. 17 B) y 50 uM de

1400W (Fig. 17 C) en presencia y ausencia de 5 ug/ml de LPS. Se observo que la activacion

de TLR-4 estimula la produccién de cGMP en mas de un 70% con respecto a la condicién

control, y que la presencia de los inhibidores para TLR-4, NF-kB e iNOS, revierte el efecto

estimulatorio inducido por LPS sobre los niveles de cGMP.
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Figura 17. La via de sefializacion TLR-4/ NF-
kB/ INOS participa en el efecto estimulatorio
que ejerce LPS sobre la produccion de
cGMP. Las células MDA-MB-231 fueron
incubadas con LPS 5 pg/ml por 72 h. El co-
tratamiento con C34 (A), selenito de sodio (B) y
1400 W (C) suprime el efecto de la activacion de
TLR-4 en la sintesis de cGMP. La determinacion
se realiz6 con un kit comercial de ELISA
indirecto. Resultados que representan la media
de tres experimentos + ESM, * p< 0.05
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Posteriormente, investigamos si la via de sefalizacion NO/sGC/cGMP esté involucrada
en el efecto estimulatorio que ejerce el LPS sobre la capacidad migratoria de las células
MDA-MB-231. Las células fueron tratadas con 5ug/ml de LPS por 48 h en presencia y
ausencia de 10 uM de ODQ), inhibidor especifico de la sGC. El resultado obtenido mediante
el ensayo de cierre de herida no es determinante (Figura 18 Ay B), por lo que se procedio
realizar de manera complementaria el ensayo en cadmara transwell, observandose que el
efecto estimulatorio que ejerce LPS sobre la capacidad migratoria de las células MDA-MB-
231 requiere de sGC, ya que al inhibir la actividad de este enzima con ODQ, el efecto
estimulatorio ya no presenta (Fig. 18 Cy D).
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Figura 18. La inhibicién de sGC previene el efecto estimulatorio sobre la capacidad migratoria
dependiente de la activacion de TLR-4 El tratamiento con ODQ (10 uM) reduce la migracién inducida por
el pretratamiento con 5ug/ml de LPS. La migracion fue evaluada por dos tipos de ensayo de migracion; cierre
de herida, imagen representativa (A) y resultados estadisticos (B); y camaras Transwell, imagen
representativa (C) y resultados estadisticos (D). Resultados que representan la media de tres experimentos
+ ESM, * p< 0.05. Barra: 500 um.
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Diversos estudios han mostrado la participacion del cGMP sobre la capacidad migratoria
de células tumorales de mama, no habiendo hasta el momento una evidencia directa en las
células MDA-MB-231, por lo que se procedié investigar el papel de este segundo mensajero
sobre la capacidad migratoria en nuestro modelo experimental. Las células fueron tratadas
con 8-Br-cGMP (andlogo permeable de cGMP) y RP-8-Br-PET-cGMPS (inhibidor
competitivo y reversible de las proteinas cinasas dependientes de cGMP, PKG) en
presencia o ausencia de 5 ug/ml de LPS por 48 h. El tratamiento con el compuesto analogo
del cGMP, indujo un incremento en la migracién celular semejante al observado para la
condicion experimental con LPS (Fig. 19 A — D), el co-tratamiento de LPS con el analogo
permeable no potencia la capacidad migratoria, lo cual nos sugiere la convergencia del
efecto. Por su parte, la inhibicion de la via cGMP/PKGs disminuye significativamente el
porcentaje de células que migran en respuesta al estimulo con LPS (Fig. 20 A — D).
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Figura 19. cGMP promueve la capacidad migratoria en la linea celular MDA-MB-231. El tratamiento con
8-Br-cGMP (50 uM) aumenta la migracion celular por un mecanismo convergente a la sefializacién activada
por LPS 5ug/ml. La migracion fue evaluada por dos tipos de ensayo de migracion; cierre de herida, imagen
representativa (A) y resultados estadisticos (B); y camaras Transwell, imagen representativa (C) y resultados
estadisticos (D). Resultados que representan la media de tres experimentos + ESM, * p< 0.05. Barra: 500 pm.
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Figura 20. El bloqueo de la actividad de PKG evita el aumento de la capacidad migratoria estimulada
por LPS. Las células se trataron con RP-8-Br-PET-CGMPS (50 uM) en presencia de 5ug/ml de LPS, lo que
reduce la migracién inducida por la activacion de TLR-4. La migracién fue evaluada por dos tipos de ensayo
de migracion; cierre de herida, imagen representativa (A) y resultados estadisticos (B); y cAmaras Transwell,
imagen representativa (C) y resultados estadisticos (D). Resultados que representan la media de tres
experimentos + ESM, * p< 0.05. Barra: 500 um.

VIIl. EL FENOTIPO MESENQUIMAL FAVORECE LA CAPACIDAD MIGRATORIA DE
LAS CELULAS MDA-MB-231.

Los resultados presentados hasta el momento muestran que la presencia de LPS
exacerba la capacidad migratoria de las células MDA-MB-231, siendo este efecto mediado
por la via TLR-4/NF-«B/iINOS/cGMP/PKG, a su vez, diversas evidencias experimentales
muestran un correlato positivo entre la capacidad migratoria de las células tumorales y el

fenotipo mesenquimal, por lo que se decidié evaluar el nivel de expresién del ARNm que




codifica para vimentina, marcador molecular del fenotipo mesenquimal, en presencia y
ausencia de los inhibidores de dicha via de sefializacion intracelular. Las células fueron
tratadas con selenito de sodio, 1400W, ODQ, RP-8-Br-PET-cGMPS, en presencia y
ausencia de 5 pg/ml de LPS. La Figura 21 muestra que la interrupcion de la via de
sefalizacién intracelular en cualquiera de sus elementos (NF-xB, INOS, sGC y PKG) reduce
el nivel de expresion del ARNm para vimentina, aun en presencia de LPS; demostrando
gue la activacion de TLR-4 por LPS exacerba la capacidad migratoria de las células MDA-
MB-231 favoreciendo su fenotipo mesenquimal.
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Figura 21. Laviade sefializacién de TLR-4 regula la expresion del marcador mesenquimal Vimentina.
Las células fueron tratadas con inhibidores de la via TLR-4/NF-xB/INOS/sGC/cGMP en presencia de LPS 5
ug/ml, se observa que el bloqueo de esta modifica la expresion de marcadores mesenquimales. RT-PCR
punto final se utiliz para detectar cambios en los niveles de ARNm que codifica para vimentina a las 24 h
cuando las células se estan en presencia de selenito de sodio 4 uM (A), 1400W 50 uM (B), ODQ 10 uM (C),
RP-8-Br-cGMPS 50 uM (D).

IX. LPS FAVORECE LA CAPACIDAD PROLIFERATIVA DE LAS CELULAS MDA-MB-
231.

Se ha observado en las células del sistema inmune que la activacion de TLR-4 no
solamente estimula su capacidad de sintesis de citocinas proinflamatorias, sino también su
capacidad proliferativa. Evidencias de otros grupos de investigacion, han relacionado el
tratamiento con LPS a un aumento en el volumen del tumor en modelos murinos de cancer
de mama, asi como una participacion de la expresion basal de TLR-4 en la supervivencia
celular. Por lo que, de manera complementaria, se decidié evaluar si la activacion de TLR-

4 con LPS incide sobre la capacidad proliferativa de las células MDA-MB-231. Inicialmente
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evaluamos si la presencia de LPS modifica la expresion del ARNm que codifica para Ki-67,

marcador nuclear de proliferacién. Las células MDA-MB-231 fueron tratadas a diferentes

concentraciones de LPS (1, 5, 10, 20 y 40 ug/ml) por 24, 48, 72 h. Resulta evidente que se

requieren altas concentraciones de LPS para inducir un cambio significativo en los niveles

de expresién del ARNm que codifica para Ki-67 en los diferentes tiempos evaluados (Fig.

22 A - C). Ademas de estos resultados con el marcador molecular, se decidié realizar un

ensayo de proliferacion empleando la incorporacion de bromodeoxiuridina. Las células

fueron igualmente tratadas con LPS por 96 h, observando un efecto estimulatorio

estadisticamente significativo sobre la capacidad proliferativa de las células MDA-MB-231

a las concentraciones de 20 y 40 pg/ml de LPS (Fig. 22 D).
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Figura 22. LPS estimula la proliferacién en las células MDA-MB-231. Curva dosis efecto a los tiempos
sefialados, células tratadas con concentraciones ascendentes de LPS (1 a 40 ug/ml), se observa aumento
de la capacidad proliferativa a 40ug/ml en todos los tiempos probados. RT-PCR punto final se utilizé para
detectar cambios en los niveles de ARNm que codifica para Ki-67 a las 24 (A), 48 (B) y 72 h (C). La
proliferacién se evalu6 con el ensayo de incorporacién de BrdU a las 96 h (D). Resultados que representan

la media de tres experimentos = ESM; * p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001.
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X. LA VIA TLR-4/NF-xB/iNOS/sGC/cGMP REGULA LA PROLIFERACION EN LAS
CELULAS MDA-MB-231.

Posteriormente, evaluamos si la via TLR-4/NF-xB/INOS/sGC/cGMP estaba
involucrada en la regulacion positiva de la capacidad proliferativa, asi como lo habiamos
observado previamente para la capacidad migratoria. Las células MDA-MB-231 se
mantuvieron en presencia de los inhibidores farmacol6gicos C34, selenito de sodio, 1400W,
ODQ, RP-8-Br-PET-cGMPS y de 40 ug/ml de LPS por 96 h. Los resultados evidencian la
participacién de los elementos de la via de sefializacion en la capacidad proliferativa de las
células MDA-MB-231, ya que al inhibir cualquier de estos elementos, el LPS es incapaz de

inducir un cambio significativo sobre la capacidad proliferativa de las células (Fig. 23 A — D).
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Figura 23. La via TLR-4/NF-xB/INOS/sGC/cGMP regula la proliferacion en las células MDA-MB-231.
Las células fueron tratadas con inhibidores de la via de sefializacion de TLR-4 en presencia de LPS 40
ng/ml, se observa que el bloqueo de esta modifica la capacidad proliferativa. Los cambios en la proliferacion
se evaluaron con el ensayo de incorporacion de BrdU a las 96 h cuando. Se realiz6 co-tratamiento con C34
10 uM (A), selenito de sodio 4 puM y 1400W 50 uM (B), ODQ 10 uM (C), RP-8-Br-cGMPS 50 uM (D).
Resultados que representan la media de tres experimentos + ESM; * p< 0.05.




XI. LPS INFLUYE DE MANERA DIFERENCIAL SOBRE LA QUIMIORRESISTENCIA DE
LAS CELULAS MDA-MB-231 A DOXORRUBICINA.

Una vez que observamos la presencia de LPS incrementa la capacidad migratoria y
proliferativa de las células MDA-MB-231 a través de la misma via de sefalizacion
intracelular, quisimos evaluar si este mismo compuesto induce quimiorresistencia en estas
células, ya que se ha reportado que la linea parental MDA-MB-231 es sensible a
Doxorrubicina y que la quimiorresistencia a este agente citotoxico es adquirida, por lo que
seguimos un protocolo de induccion de resistencia a farmacos, reportado previamente por
Marinello et al en 2019. Se evalud la supervivencia celular a través del ensayo de MTT en
4 grupos experimentales: células sensibles a Doxorrubicina (CONTROL), células
resistentes a Doxorrubicina (DOX-RES), células sensibles con tratamiento de 5 pg/ml de
LPS (LPS), y células resisten con tratamiento de 5 ug/ml de LPS (DOX-RES + LPS). Las

células fueron tratadas por 48 h con Doxorrubicina a concentraciones de 0.1, 0.5y 1.0 uM.

Los resultados muestran que las células MDA-MB-231 expuestas a 1 uM de
Doxorrubicina reduce aproximadamente un 20% su capacidad de supervivencia, mientras
que en las células DOX-RES a esa misma concentracién, se observa un incremento de
aproximadamente un 14% en la supervivencia. Por su parte, las células LPS presentan un
aumento de la supervivencia a la concentracion de 0.5 puM de Doxorrubicina.
Sorpresivamente, las células DOX-RES + LPS generaron una respuesta diferencial a
Doxorrubicina, favoreciendo la supervivencia celular a 0.5 uM y potenciando el efecto
citotoxico a la concentracion de 1.0 uM (Fig. 24). Se requieren mas estudios para explicar

estos hallazgos.
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Figura 24. LPS favorece la quimiorresistencia a Doxorrubicina. Las células fueron sometidas a un
protocolo de induccion de resistencia a Doxorrubinica durante 14 pasajes, se mantuvieron en
concentraciones crecientes del farmaco (10 a 100 nM) y/o tratamiento con LPS 5 pug/ml. Una vez establecido
el fenotipo resistente transfirieron a placas de 96 pozos y se expusieron a concentraciones citotoxicas de
Doxorrubicina (0.1 a 1.0 uM). Se observa una mayor sobrevida en el grupo resistente con co-tratatamiento
con LPS. La supervivencia celular se determiné por ensayo de MTT después de 48 h.

Xll. LPS ESTIMULA LA CAPACIDAD MIGRATORIA EN CELULAS DE BAJO
POTENCIAL METASTASICO.

Para evaluar si el nivel de expresion de iINOS se relaciona con los efectos
observados sobre la capacidad migratoria estimulada por la activacion de TLR-4;
determinamos el efecto de LPS en las células MCF-7, un modelo celular de bajo potencial
invasivo. Se determiné el nivel de expresion basal del ARNm que codifica para TLR-4 e
INOS en las dos lineas celulares, mostrando que se expresa preferentemente en la linea
celular MDA-MB-231 (Fig. 25 A). Independientemente del nivel de expresion de TLR-4 en
las células MCF-7, se propuso investigar si la activacion de este receptor con LPS pudiera
estimular la capacidad migratoria de estas células, ya que como se comenté lineas arriba,

estas células son de bajo potencial metastasico. Las células MCF-7 fueron tratadas con 5




ug/ml de LPS por 48 h y se determiné el nivel de expresién del ARNm que codifica para
iINOS, observando que hay un aumento estadisticamente significativo del 45% con respecto
a la condicién control (Fig. 25 B). Posteriormente, decidimos evaluar si a esta concentracion
se modificaba su capacidad proliferativa y migratoria, para lo cual evaluamos la expresién
de Ki-67, como marcador de proliferacion y realizamos ensayos en camara transwell para
determinar cambios en su capacidad migratoria. Los niveles de expresién del ARNm para
Ki-67 no presentan cambios aun en presencia de LPS 5 ug/ml (Fig. 25 C), tal y como lo
observamos en las células MDA-MB-231.Sin embargo, para el caso de la capacidad
migratoria hay cambios estadisticamente significativos, se estimul6 la migracién celular 5.9
veces con respecto a la condicion control (Fig. 25 D). Dejando en claro que LPS a bajas

concentraciones exacerba la capacidad migratoria de células provenientes de cancer de
mama.
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Figura 25. iNOS se expresa diferencialmente y estimula la capacidad migratoria en la linea MCF-7.
las células mantuvieron en condiciones control o en tratamiento LPS 5 pg/ml RT-PCR, se evidencio aumento
de la expresion a nivel de ARNm de iNOS dependiente de la activacion de TLR-4 y aumento en la migracion.
RT-PCR punto final se utilizé para detectar cambios en la expresion génica de iNOS (A, B) y Ki- 67 (C),
normalizacion con respecto a B-actina. La migracién fue evaluada por ensayo en camaras Transwell, imagen
representativa a la izquierda y resultados estadisticos a la derecha (D). Resultados que representan la media
de tres experimentos + ESM, * p< 0.05. Barra: 500 um.




DISCUSION

El cancer de mama triple negativo se considera el tipo de CaM mas agresivo, los
pacientes con esta neoplasia tienen generalmente un mal pronéstico; lo cual se relaciona
con el desarrollo de metastasis, recurrencia y mayor riesgo de muerte en comparacion con
otros tipos de CaM (Tomao et al., 2014). Los casos de TNBC representan el 15 a 20% de
los casos de cancer de mama y tiene una incidencia mas alta en afroamericanas e hispanas
en comparacién con caucdsicas (Zaharia & Gémez, 2013). Dadas sus caracteristicas
moleculares, no responde a los tratamientos hormonales, ni a la terapia dirigida utilizada
para HER2/neu, por lo que la quimioterapia es el tratamiento de eleccién. El TNBC es
sensible a los farmacos citotéxicos, pero a pesar de las altas tasas de respuesta, estas no
son prolongadas, inicialmente se obtienen resultados favorables que van disminuyendo en
el tiempo, debido a la activacibn de mecanismo de resistencia que se desarrollan
precozmente, lo que convierte en un reto el manejo terapéutico para este tipo de cancer
(Zaharia & Gomez, 2013, Brewster et al., 2014; Sharma et al., 2018). La comprension de
los mecanismos moleculares subyacentes a los procesos de metastasis y
quimiorresistencia temprana, asi como el desarrollo de alternativas terapéuticas que
aumenten la sobrevida del paciente son los retos actuales en el manejo del caAncer de mama

triple negativo.

Multiples evidencias demuestran que la presencia de un microambiente inflamatorio
correlaciona con mayor sobrevivencia de las células tumorales en TNBC (Denkert et al.,
2018; Romero-Cordoba et al., 2019), ademas de que se asocia a mal pronéstico en
pacientes con este tipo de CaM (Romero-Cordoba et al.,, 2019). De los elementos
moleculares en el proceso inflamatorio es interesante la participacion de TLR-4, receptor
descrito inicialmente en células de la respuesta inmune; del cual, actualmente se sabe que
se expresa en diferentes tipos celulares, incluyendo células tumorales de mama (Akira &
Takeda, 2004; Hua et al., 2009; Wang et al., 2010, Jing et al., 2012).

El papel de TLR-4 en el microambiente tumoral como elemento de respuesta a
estimulos proinflamatorios y su correlacion positiva con la progresion tumoral en cancer ha
sido previamente descrita en diferentes tipos de neoplasias, incluyendo cancer de mama
(Ahmed et al., 2013). Estudios previos de nuestro grupo, realizados en diferentes lineas de

celulares de mama (MCF-10A, MCF-7 y MDA-MB-231) demostraron una correlacion




positiva de la expresion de TLR-4 a nivel de ARNm con el potencial invasivo; ademas se
observé que al activarlo se estimula la expresién de citocinas proinflamatorias IL-6 y TNF-
a, las cuales a través de mecanismos autocrinos y paracrinos regulan la migracion celular
(Ruiseco-Flores, 2015; Vazquez-Rojas, 2015). La estimulacion de TLR-4 con LPS y la via
de sefalizaciéon activada, ha sido estudiada en diferentes lineas celulares utilizando al LPS
como su ligando exdgeno, demostrando que es a través de una via dependiente de NF-xB
(Yang et al., 2010; Mehmeti et al., 2015). La activacion de TLR-4, se ha relacionado
positivamente con la capacidad migratoria de las células tumorales, caracteristica
fundamental que determina el potencial metastésico de los tumores primarios, incluyendo

el de mama (Gonzales-Reyes et al., 2010).

Se ha demostrado que la via de sefializacion canodnica estimulada por la activacion
de TLR-4 con LPS promueve la translocacion de NF-xB y regula positivamente la expresion
de mediadores inflamatorios, entre los que destaca iINOS, enzima que cataliza la produccién
de NO. La sobreexpresion de la sintasa de éxido nitrico inducible y el aumento de las
concentraciones intracelulares de Oxido nitrico se han relacionado con sobrevivencia,
crecimiento, migracion, invasion, resistencia a quimio y radioterapia, asi como a terapia
fotodinamica (Girotti et al., 2016). Sin embargo, el mecanismo molecular asociado a estos

procesos aun se desconoce.

Con base en estos antecedentes el objetivo central del presente trabajo fue
determinar la relacion entre la activacion de la via de sefalizacién candnica de TLR-4 con
la regulacién de la sefializacion del NO, considerando a INOS como elemento central que

permite el acoplamiento de ambas en modelos celulares de cancer de mama.

Nuestros resultados muestran claramente que LPS al unirse a TLR-4 estimula de
manera significativa la capacidad migratoria de las células MDA-MB-231, y que este efecto
depende de la concentracion, observando una induccion de la migracion a concentraciones
de 1 a 10 pug/ml. Estos hallazgos coinciden con lo observado previamente por Yang y
colaboradores en 2014, ya que evidenciaron que se presenta aumento en la migracion e
invasion a una concentracion de 10 ug/ml, en la misma linea celular; por su parte Liao y
colaboradores en 2012, observaron incremento en la capacidad invasiva de células MCF-
7, MDA-MB-435S y MDA-MB-231, tratando las células con una concentracion de LPS (0.1

ug/ml); sin embargo, no se demostré a detalle el mecanismo molecular responsable.




Ademas, mostramos que el aumento de la capacidad migratoria es mediado
directamente por la activacién de TLR-4, usando el inhibidor especifico C34, el cual actla
directamente sobre el bolsillo hidrofébico del correceptor MD2, proteina de diferenciaciéon
mieloide 2 (Neal et al., 2013). Este inhibidor se habia probado a una concentracion de 10
uM en diferentes tipos células, como macroéfagos, enterocitos, células de Sertoli y
neutréfilos asociados a tumor modulando negativamente la expresiébn de mediadores
proinflamatorios (Liu et al., 2010; Neal et al., 2013; Adegoke et al., 2019; Zhou et al., 2019).
Por su parte Lau y colaboradores en 2017 utilizando la linea celular EC109 de carcinoma
de células escamosas de eséfago, mostraron que al inhibir la activacion de TLR-4 con C34
en concentraciones micromolares se previene el efecto estimulatorio en la capacidad

migratoria e invasiva, apoyando nuestros hallazgos en MDA-MB-231.

Al unirse LPS con TLR-4, activa la via de sefializacion canonica, dependiente de
MyD88, que culmina con la translocacién del factor de transcripcion NF-«B, el cual regula
positivamente la expresién de genes relacionados a la respuesta inflamatoria, tales como
iINOS (Prasad & Ravindran, 2010; Natarajan et al., 2018). En el presente trabajo,
demostramos no solamente que la activacion de TLR-4 induce un aumento en los niveles
de expresiéon de iINOS a nivel de ARN mensajero y proteina en las células MDA-MB-231,
sino que también incrementa la produccion de 6xido nitrico, tal y como ocurre en las células
del sistema inmune (Xue et al., 2018). Estudios previos de otros grupos, han propuesto a la
activacion de TLR-4 como promotor de la expresién de iINOS y la produccién de NO en
lineas celulares de CaM, incluyendo a MDA-MB-231, sin embargo proponen a S100A8
como agonista del receptor en el microambiente tumoral, esto podria deberse a las
diferencias en las condiciones de tratamiento, ya que expusieron a las células a
concentraciones bajas de LPS (0.02 ug/ml) por 24 h, sin observar cambios en la expresion
funcional de iINOS, (Heinecke et al., 2014).

De manera complementaria, para probar la participacion de NF-xB, elemento efector
de la via candnica de TLR-4, incubamos las células en presencia de selenito de sodio, lo
que previene el efecto estimulatorio de LPS sobre la expresion funcional de iNOS. El
selenito de sodio se ha propuesto como agente antitumoral para diversos tipos de céancer,
incluyendo cancer de mama (Gasparian et al., 2002; Pei et al., 2010; Sakalli et al., 2017).
Actla a través de la inhibicion de la actividad de IKK, lo cual evita la translocacion de NF-

kB, se ha demostrado que actla regulando la expresion de los genes diana de este factor




de transcripcibn a concentraciones micromolares. Evidencias previas, utilizando
concentraciones de 3 a 5 uM de selenito de sodio en células PC-3 de cancer de prostata,
observaron la inhibicion de la translocacién al nucleo de p65, la cual es la subunidad mas
abundante de NF-kB, ademas de regular negativamente la produccién de mediadores
proinflamatorios como TGFB, VEGF e IL-6 (Pei et al., 2010). Sorpresivamente también
disminuye la capacidad migratoria de las células de TNBC por un mecanismo, al menos en
parte, dependiente de la expresion funcional de iINOS. Diversas evidencias experimentales,
relacionan la actividad de este compuesto como un agente pro-apoptético y anti-
angiogénico (Zhong et al., 2001; Abdulah et al., 2011; Liu et al., 2016), pero poco se ha
descrito de su efecto sobre la capacidad migratoria. Se ha sugerido que la regulacion de la
capacidad migratoria e invasiva, mediada por selenito de sodio, podria relacionarse a la
inhibicién de la expresiébn de metaloproteinasas MMP-2 y MMP-9, asi como de otros
mediadores proinflamatorios, lo que explicaria por qué no se observa recuperacion de la

capacidad migratoria aun en presencia de LPS (Zeng & Combs, 2008).

La participacion de iNOS en el desarrollo y progresién del cancer estd ampliamente
documentada (Thomsen et al.,, 1995; Anttila et al.,, 2007; Zhang et al., 2014).
Especificamente en cancer de mama, se ha observado que la expresion de INOS
correlaciona positivamente con el grado de malignidad y menor sobrevida (Bulut et al.,
2015; Garrido et al., 2017). Previamente Zhao y colaboradores en 2017, demostraron que
las células MCF-7 y MDA-MB-231, incrementan su potencial migratorio mediante la
activacion y sobreexpresion de NOS vy la produccion de NO. Ademas, se ha descrito que
esta enzima juega un papel central en la capacidad proliferativa, migratoria e invasiva en
lineas celulares de TNBC (MDA-MB-231 y SUM159), y que la inhibicién farmacoldgica de
su actividad previene los efectos estimulatorios en el potencial metastasico (Kanugula et
al., 2014; Granados-Principal et al., 2015).

Para demostrar que el efecto estimulatorio sobre la capacidad migratoria se debia a
la expresion y actividad de iINOS, utilizamos 1400 W, un inhibidor selectivo de esta enzima,
observando que se evita el incremento de la migracién celular dependiente del tratamiento
con LPS. Otros grupos han obtenido resultados similares con respecto a la capacidad
migratoria, se ha evidenciado regulacion negativa en presencia de 1400W en células
HCT116 de cancer de colon (Gao et al., 2019). Mientras en lineas celulares de cancer de

mama, utilizando diferentes inhibidores de iINOS; analogos de L-Arginina no selectivos, L-




NAME, L-NMMA, y 1400W, se observé disminucion de la capacidad migratoria mediada por
INOS (Schwappacher et al., 2013; Kanugula et al., 2014; Granados-Principal et al., 2015).

La produccioén de 6xido nitrico dependiente de la actividad catalitica de iINOS lleva a
la activacion de dos vias de sefializacion; puede actuar a través de S-nitrosilacion o por
medio de la via dependiente de guanilatociclasa (Lipton et al., 1993; Friebe & Koesling,
2003; Martinez-Ruiz et al., 2013). Estudios previos de nuestro grupo, abordaron la
participacion de NO en la induccién de S-nitrosilacién y su relacién con modificaciones de
la capacidad migratoria de las células MDA-MB-231, observando que utilizando 300 uM de
NOC-18, donador estable de 6xido nitrico, se aumenta significativamente la S-nitrosilacion,
sin embargo, se reduce la capacidad migratoria, esto podria relacionarse a las
concentraciones del donador y al tiempo de exposicion, ya que recordemos que las
concentraciones altas de 6xido nitrico tienen una correlacion negativa con el potencial

metastéasico (Aparicio-Carrillo, 2017).

Considerando estos antecedentes, nosotros evaluamos la segunda opcion ya que
evidencias previas indican que el aumento de las concentraciones de NO que activan a
sGC promueven la proliferacion, invasion y metastasis en varios modelos de cancer de
mama (Kastrati et al., 2010; Bhowmick et al., 2013; Sen et al., 2013). Nuestros resultados
indican que se previene el aumento de capacidad migratoria al tratar las células MDA-MB-
231 con ODQ (un potente inhibidor especifico de sGC) en presencia de LPS, evidenciando
que la migracion celular es dependiente de la actividad catalitica de esta enzima. En
estudios anteriores de se ha reportado el papel de la via NO/sGC/cGMP en la capacidad
migratoria de macro6fagos y lineas celulares de glioma (Ridnour et al., 2007; Zhuang et al.,
2013). Utilizando modelos celulares de cancer murino, Jadeski y colaboradores en 2003
demostraron que la migracion celular estimulada por NO era dependiente de la actividad de
la sGC, ya que en presencia de ODQ se reducia la migracion celular en células C3H/HeJ;
mientras Punathil y colaboradores en 2008 evidenciaron que la inhibicién sGC con ODQ

disminuye la capacidad migratoria en la linea celular 4T1.

Otro conjunto de evidencias muestra que la via del 6xido nitrico dependiente de la
guanilato ciclasa y que involucra un aumento de las concentraciones intracelulares de
GMPc, puede regular la actividad de proteinas que exacerban el potencial metastasico en

células tumorales (Leung et al., 2010; Wong et al., 2012; Windham & Tinsley, 2015). Los




mecanismos involucran la activacién de moléculas efectoras tales como Protein Cinasa G
(PKG), canales i6nicos dependientes de cGMP o fosfodiesterasas (Friebe et al., 2003).
Nosotros utilizamos dos analogos, uno que activa la via de sefializacion rio abajo, 8-Br-
cGMP, y otro que la inhibe RP-8-Br-cGMP-PET. EI primero exacerba la capacidad
migratoria en ausencia y presencia de LPS, por lo que posiblemente actlen a través de la
misma via de sefializacion. El segundo inhibe la migracion dependiente de la activacion de
TLR-4, lo cual confirma la participacion de cGMP en el potencial metastasico en células de
TNBC. Si bien, diversas evidencias proponen un efecto antitumoral de cGMP (Fajardo et
al., 2014; Tuttle et al., 2016), también se ha demostrado los efectos son dependientes de la
forma de activar la via de sefalizacién, lo cual polariza la respuesta; ya que cuando es a
través de NO, el efecto es protumoral y cuando se activa directamente la sGC generalmente
la respuesta es antitumoral (Windham & Tinsley, 2015). Schwappacher y colaboradores en
2013, demostraron que, en condiciones basales, la inhibicion de la via de sefalizacion
NO/sGC/cGMP correlaciona con una disminucion en la capacidad migratoria, de manera
opuesta el tratamiento con 8-Br-cGMP, lo cual exacerba la migracion en las células MDA-
MB-231.

Las modificaciones en la expresion de vimentina, dependientes de TLR-4/iNOS se
relacionan con el mantenimiento del fenotipo mesenquial. Se sabe que la via de éxido nitrico
tiene un comportamiento bimodal en la TEM, que esta en funcién de la concentracién. A
bajas concentraciones de donadores de NO, 0.01 a 0.250 uM (Krischel et al.1998; Burke et
al., 2013), se ha observado incremento en la capacidad migratoria e invasiva, mientras que,
a altas concentraciones, = 0.5 mM, se produce inhibicién de la metastasis por mecanismos
de dafio a DNA, mutacion e induccion de la apoptosis. Se ha reportado que el tratamiento
con dipropilenetriamina NONOato, donador de NO, estimula positivamente la expresion de
vimentina en células tumorales de cancer de pulmén no microcitico (Chanvorachote et al.,
2014). Por otro lado, se ha observado co-localizacion de PKG con vimentina en neutrofilos;
sin demostrar las implicaciones fisiopatol6gicas involucradas. Ademas de que se han
identificado multiples sitios de fosforilacion, en vimentina, que son substrato de diversas
cinasas in vitro (Evans, 1998; Satelli & Li, 2011).

En el caso de la capacidad proliferativa hay evidencias contradictorias sobre el papel
de la activacion de TLR-4 e iNOS. Nosotros observamos un efecto estimulatorio, pero solo

a altas concentraciones y después de 96 h de tratamiento. Se han evidenciado




correlaciones positivas de la expresion basal de TLR-4 con proliferacion en diferentes tipos
de cancer incluyendo el de mama; tal como sucede en nuestras condiciones experimentales
(Kelly et al., 2006; Fukata et al.2007, Szcepanski et al., 2009; Yang et al.,2010). En
contraparte, otro grupo ha demostrado que la activacién de TLR-4 inhibe el desarrollo de
cancer pulmonar (Bauer et al., 2005), ademas de que han encontrado evidencias de que la
expresion y activacion de este receptor no modifica la capacidad proliferativa en células

tumorales de pancreas, ni en la linea murina de cancer de mama 4T1 (Ahmed et al., 2013).

Por otra parte la actividad de NF-xB se relaciona positivamente con la capacidad
proliferativa de las células, Liu y colaboradores en 2016 utilizaron la linea celular de cancer
de mama canino CTM12 y evidenciaron que el tratamiento con selenito de sodio (40 uM)

disminuyen la proliferacion, en condiciones basales, a través de induccion de la apoptosis.

Con respecto al papel de NO en la capacidad proliferativa, este tiene efectos
paraddjicos, que dependen de la concentracién a la que sean expuestas las células
tumorales, considerandose que los efectos estimulatorios sobre la proliferacion se producen
a bajas concentraciones (Burke et al., 2013; Krischel et al.1998). Ademas, se ha
demostrado que la inhibicion de iINOS en condiciones basales disminuye la proliferacién
celular en las lineas celulares de TNBC, BT20, HCC38 y MDA-MB-231 (Kastrati et al., 2010;
Granados-Principal et al., 2015). Otros grupos reportan efectos de la via NO/cGMP/sGC en
la capacidad proliferativa de células tumorales de ovario a bajas concentraciones de NO
(Fraser et al., 2006; Leung et al., 2008; Leung et al., 2010). En células inmortalizadas de
mama MCF-10A, se observo el efecto antiapoptético de NOS por un mecanismo
dependiente del guanilato ciclasa soluble, al utilizar inhibidores de la via de sefializacion de
NO, ODQ (sGC) y KT5823 (PKG) se disminuye la sobrevida en esta linea celular y aumenta
la condensacién nuclear asociada a la apoptosis (Kastrati et al., 2010).

Hasta el momento no existe un tratamiento efectivo para el manejo del cancer de
mama triple negativo, siendo la terapia con agentes citotdxicos la principal alternativa
terapéutica. La quimioterapia basada en antraciclinas como la Doxorrubicina, es una de las
aproximaciones terapéuticas mas importantes en el manejo de los pacientes con CaM
avanzado o metastéasico. Los TNBC han reportado una mayor sensibilidad a antraciclinas
en comparacion de los tumores responsivos a estrégenos, sin embargo, el 70% de los

pacientes con este subtipo de céncer presentan enfermedad residual después de la




quimioterapia. Es mas, solo la mitad de los pacientes se benefician con la quimioterapia
(Ahmed et al., 2013). Adicionalmente, se ha evidenciado que, conforme progresa el cancer,
las células desarrollan quimiorresistencia a los agentes farmacol6gicos de uso comun para
su tratamiento. Nuestros resultados indican que la exposicion crénica a 5 ug/ml de LPS
favorece la quimiorresistecia a Doxorrubicina en el tratamiento individual con este
compuesto, y que exacerba la resistencia a este farmaco en las células DOX-RES. Otros
grupos han descrito que TLR-4 induce quimiorresistencia a Paclitaxel, farmaco citotéxico,
en las células MDA-MB-231 (Rajput et al., 2013), y en muestra clinicas, se ha descrito que
la activacion de NF-xB produce disminucion de la sensibilidad a Doxorrubicina y peor

pronostico (Inglés-Esteve et al., 2012).

Evidencias previas de nuestro grupo, demostraron que, la linea celular MDA-MB-
231 desarrolla resistencia a Doxorrubicina en presencia de EGF por un mecanismo
dependiente de la sobreexpresion del transportador ABCG2 (Gallardo-Arriaga, 2017). Finzi
y colaboradores en 2009, utilizando células de Mz-ChA-1 de adenocarcinoma de vesicula
biliar observaron que, el tratamiento con LPS induce la fosforilacién de EGFR; ademas de
que, diversas evidencias muestran el desarrollo de quimiorresistencia relacionado al

entrecruzamiento de las vias de sefializacion de NF-kB y EGFR (Shostak & Chariot, 2015).

Adicionalmente se ha descrito que la via de sefializacion NF-«xB/INOS/NO
correlaciona positivamente con la resistencia a antraciclinas (Dalmases et al., 2013).
También se ha descrito que NO promueve la activacion de TEM y quimiorresistencia en
lineas celulares de CaM (Switzer et al., 2012; Marinello et al., 2019). Con estas evidencias
se puede sugerir la posible participacion de la via TLR-4/NF-xB/ iINOS/NO en la induccion
de resistencia a Doxorrubicia, observada en las células MDA-MB-231 tratadas con LPS. Sin
embargo, se deben hacer mas estudios para obtener evidencias suficientes sobre los

mecanismos moleculares propuestos en esta hipotesis.

La linea celular MCF-7, fue utilizada para confirmar el efecto de la activacion de
TLR-4 e iNOS en la progresion tumoral en cancer de mama, comparando lo observado en
la linea celular de TNBC frente a la ER*. MCF-7 representa al tipo molecular Luminal A de
CaM, el cual se caracteriza por ser responsivo a estrégenos, asi como se ha observado
que tiene un fenotipo epitelial con baja capacidad migratoria e invasiva (Holliday &. Speirs,

2011; Comsa et al., 2015). Los resultados obtenidos en esta linea celular ER*, evidencian

=



que TLR-4 e INOS a nivel de ARN mensajero se expresa, pero en menor proporcion de lo
observado en MDA-MB-231. En el caso de TLR-4 estos resultados son similares a lo
determinado previamente (Liao et al., 2012; Yang et al., 2014; Mehmeti et al., 2015;
Ruiseco-Flores, 2015). Para iNOS, otros grupos han reportado niveles basales
indetectables; pero observaron induccion de la expresion bajo el estimulo con mediadores
proinflamatorios (Pervin et al., 2007; Bentrari et al., 2015). El uso de esta linea celular
demuestra que, de manera independiente a los niveles de expresién de TLR-4, la activacién
de este receptor estimula la capacidad migratoria en células de CaM. Este resultado es
apoyado por Yang y colaboradores en 2014, quienes observaron aumento en la capacidad
migratoria a la concentracion de 10 ug/ml, en esta linea celular. Por su parte el grupo de
Liao y colaboradores en 2012, evidenciaron que a concentraciones menores (0.1 pg/ml), no
se observan modificaciones en la capacidad de invasiva de las células MCF-7. Se requiere
explorar otros de los elementos de la via TLR-4/NF-kB/ iINOS/NO/sGC/cGMP para

establecer su participacion en la estimulacion de la capacidad migratoria.

Considerando los resultados obtenidos, se puede proponer un modelo mecanistico
de la maquinaria molecular que participan en la capacidad migratoria y proliferativa de las
células MDA-MB-231 estimuladas con LPS. La proteina TLR-4 es activada por LPS y
estimula la via de sefializacion dependiente de MyD88, lo que lleva a la translocacién de
NF-kB, el cual regula la expresion funcional de iINOS, la actividad de esta enzima
incrementa la concentracion intracelular de NO; este actia modulando la actividad catalitica
de sGC produciendo un aumento de los niveles de cGMP, el cual induce la activacion de
PKG (Fig. 26). Se ha propuesto que las modificaciones en la capacidad migratoria podrian
relacionarse con la activacion de proteinas efectoras (como PKG), las que estarian
interactuando con elementos del citoesqueleto favoreciendo la migracién celular
(Schwappacher et al., 2013). Se deben realizar estudios adicionales para evaluar la
participacién de la via en los cambios en la capacidad proliferativa, pues el efecto se
observa a largo plazo y a altas concentraciones, por lo que esto podria estar mediado por

mecanismos independientes de iNOS.
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Figura 26. La via de sefializacion TLR-4/NF-xB/ iNOS/NO/sGC/cGMP/PKG regula el potencial metastasico. En la
linea celular MDA-MB-231, la activacion de TLR-4 estimula la via dependiente de MyD88, lo cual promueve la translocacion
de NF-xB y estimula la expresion de varios mediadores moleculares proinflamatorio, como iNOS; el cual contribuye, de
manera dependiente del tiempo y la concentracién en el potencial migratorio o el potencial proliferativo. El NO derivado de
la actividad de iNOS, estimula a sGC, la cual cataliza la conversion de GTP en el segundo mensajero intracelular cGMP,
este puede activar a PKG, la cual puede modificar las capacidades esenciales de las células tumorales: proliferacion y

migracion.
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CONCLUSIONES

1. La activacién directa de TLR-4 por LPS produce un efecto estimulatorio sobre la

migracién, proliferacion y quimiorresistencia de la linea celular MDA-MB-231.

2. TLR-4 al ser activado por LPS, estimula la via de sefializacién dependiente de NF-

kB, el cual regula positivamente la expresién funcional de iNOS.

3. El efecto estimulatorio sobre la capacidad migratoria y proliferativa, dependiente de
la activacion de TLR-4 por LPS, requiere de la participacion de la via NF-
kB/INOS/sGC/cGMP/PKG.

4. Eltratamiento con LPS estimula la capacidad migratoria en células de bajo potencial

metastasico.

5. Los elementos de la via de sefalizacion TLR4/NF-kB/INOS/ NO/sGC/cGMP son
potenciales dianas para el desarrollo de alternativas terapéuticas novedosa dirigidas
al tratamiento de TNBC, las cuales podrian inhibir o reducir de manera efectiva la
capacidad metastasica de las células tumorales, asegurando un mejor prondstico

de vida de los pacientes.
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