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RESUMEN

INTRODUCCION. El Bisfenol A (BPA), componente esencial de plasticos policarbonados y
resinas epoxi, es un disruptor enddcrino con propiedades estrogénicas que ha sido estudiado
por su amplia presencia en el ambiente y en el cuerpo humano. Ademas de otros efectos
adversos, se ha demostrado que el BPA es capaz de promover la proliferacion y migracién in

vitro de células cancerosas de mama.

Por sus efectos, la industria del plastico ha propuesto reemplazarlo por un compuesto
estructuralmente similar, el Bisfenol S (BPS). Se han publicado pocos estudios acerca de la
bioseguridad del BPS, en torno al cancer de mama. El objetivo de este trabajo fue evaluar el
efecto de los disruptores enddcrinos BPA y BPS en lineas celulares de cancer de mama triple

negativo, uno de los subtipos mas agresivos de cancer de mama.

METODOS. Se evalu6 el efecto del BPA y BPS en ensayos de proliferacion y migracion en
lineas celulares de cancer de mama triple negativo humanas y murinas, monitoreadas por el
sistema Incucyte Zoom. Ademads, se midié la actividad transcripcional del receptor nuclear
ERRYy, en presencia de BPA y BPS, mediante un reportero transcripcional acoplado a la

expresion de luciferasa.

RESULTADOS. La concentracion de 10* M de BPA y BPS result6 toxica para las células
humanas, disminuyendo su proliferacion en méas del 60% y 40 % respectivamente. Las lineas
celulares murinas 66Cl4 y 67NR, tratadas con BPA y BPS 10° -10° M, aumentaron su
proliferacién pero disminuyeron su capacidad migratoria. La actividad transcripcional de ERRy

se encontrd disminuida con BPA y BPS (107 M), siendo mayor el efecto de BPS.

CONCLUSION. Las concentraciones bajas de BPA y BPS generaron un aumento en la
proliferacién y disminucion en la migracion de algunas lineas celulares de cancer de mama
triple negativo. Estos resultados pueden ser mediados por el receptor nuclear ERRy, puesto
que BPA y BPS disminuyeron su actividad transcripcional. Por estos efectos, el BPS propuesto
como posible sustituto del BPA, no es un compuesto inerte y debe ser mas estudiado para

determinar su bioseguridad.
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a) INTRODUCCION

|. Disruptores endocrinos

Los disruptores endoécrinos son agentes exdgenos con la capacidad de alterar los
sistemas hormonales y homeostaticos del cuerpo, por al menos cuatro mecanismos: 1)
actuando como agonistas, 2) actuando como antagonistas, 3) modificando la sintesis y
metabolismo de moléculas enddogenas o 4) modificando a los receptores de estas

moléculas (Yang, Kim, and Weon 2015).

Algunos disruptores endocrinos sintéticos son altamente persistentes en el ambiente.
Esto esta relacionado a que suelen ser productos utiles en la industria, donde el interés,
con frecuencia se centra en compuestos de vida larga. Su persistencia resulta favorable

en la industria, pero perjudicial para los seres vivos (Yang, Kim, and Weon 2015).

Aunque las moléculas identificadas como disruptores endocrinos son muy
heterogéneas estructuralmente, comparten una dindmica dosis-respuesta muy peculiar.
Se ha descrito que a dosis extremadamente bajas, ejercen efectos mas poderosos que
a dosis elevadas (Diamanti-Kandarakis et al. 2009). Se han planteado tres principales
hipétesis que podrian explicar este fenbmeno, entre las que se encuentran: 1) la
afinidad que poseen por cada receptor al que pueden unirse, es diferente, 2) la
induccion de efectos opuestos (agonista versus antagonista) al presentar afinidad por
mas de un receptor, 3) desensibilizacién de los receptores implicados (Lagarde et al.
2015).

Il. Bisfenol A, un disruptor enddécrino omnipresente

El Bisfenol A (BPA) es un disruptor endocrino sintético, soélido, incoloro y poco soluble
en agua, pero altamente soluble en disolventes organicos (Yang, Kim, and Weon 2015).

Esta formado por dos anillos fenélicos unidos entre si por un grupo propano (Figura 1).
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Cada anillo fendlico posee un grupo hidroxilo que permite el establecimiento de enlaces
éster (Rubin 2011).

A pesar de que el BPA fue sintetizado por primera vez en 1891, fue hasta la década de
1950 cuando se descubrid que podria ser polimerizado y usado en la elaboracion de
plasticos policarbonados y resinas epoxi, representando un hito en la industria de los
materiales, al poseer una transparencia y dureza tal que podria sustituir en muchos

aspectos tanto al vidrio como al acero (Vogel 2009).

En 2012, la produccién mundial de BPA rondo las 6.5 millones de toneladas (Wang, Liu,
and Liu 2017), lo que lo sitda como uno de los productos quimicos de mayor fabricacion
en el mundo. El BPA esta presente en muchos aspectos de nuestra vida, tales como
contenedores policarbonados, bolsas de plasticos, resinas dentales, revestimientos de
latas de alimentos y bebidas, etc., desde donde se libera a los productos de consumo
humano. De hecho, el BPA es considerado por la FDA (Administracién de Alimentos y
Medicamentos de los Estados Unidos por sus siglas en inglés) como un aditivo
alimentario indirecto, por su capacidad de filtrarse a los productos envasados. Esta
liberaciébn depende del tiempo de contacto, temperatura, pH y tipo de alimentos que
estan expuestos (Hoekstra and Simoneau 2013), (Tabla 1).

Tabla 1. Ejemplos de alimentos en los que se han encontrado niveles detectables de BPA
(Vandenberg et al. 2007, Cao et al. 2011).

Alimento Concentracion de BPA
(ng/g)
Sopas enlatadas 22.2-44.4
Cereal y pan de caja 0.40-1.73
Formula infantil 0.1-13.2
Frutas y verduras enlatadas <10.0-95.3
Atun enlatado >7.1-102.7
Jalapefios enlatados 5.59 £ 3.05




Dentro de la clasificacion de los plasticos establecida por la Sociedad de la Industria del
Plastico en 1988, en la que cada numero representa un tipo de plastico, el BPA es un
componente de los plasticos con el numero 3 (Cloruro de vinilo (PVC) y 7
(Policarbonatos) (Demaid, Spedding, and Zucker 1996)).

Aunque la ingesta de alimentos y bebidas contaminados es la principal fuente de
exposicion humana al BPA, se creé que no es la Unica, también se contemplan la

inhalacion y la absorcion cutanea (Wang, Liu, and Liu 2017).

Considerado como un compuesto estrogénico débil puesto que tiene la capacidad de
unirse al receptor a estrégenos 1 000 a 10 000 veces menos fuerte comparado con el
estrogeno, el BPA ha sido objeto de un gran numero de estudios. Se han hallado
niveles detectables en muestras de orina, saliva, sangre, liquido amniético, etc. (Zhang
et al. 2016) (Tabla 2).

Tabla 2. Niveles de BPA hallados en fluidos humanos. Tabla tomada y modificada de (Zalmanova et
al. 2017, Vandenberg et al. 2010).

Muestra Nivel de BPA
Sangre 12.4-14.4
Sangre fetal 0.2-9.2
Orina 0.02-21

ng/ mL

Saliva 0.3
Calostro 1-7
Liquido amnidtico 1.1-83

_ 66 (hombres fértiles)
Plasma seminal pg/ mL

132 - 179 (hombres infértiles)

Tejidos placentarios 1.0-104.9 ng/ g

El BPA ha demostrado tener efectos negativos para la salud en modelos animales

(Yang, Kim, and Weon 2015). Sobre todo la exposicion en etapas tempranas del
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desarrollo, parece ser critica para la aparicién de algunas patologias y desérdenes en la
adultez, por ejemplo, sinaptogénesis reducida, baja calidad espermatica, alteracién de
los ciclos estrales, trastornos en la homeostasis de la glucosa, etc. (Rubin 2011).
Dichos efectos se encontraron asociados a una amplia gama de concentraciones
exploradas, desde 0.025 hasta 100g de BPA/ kg de peso corporal. Por esta razon, en
2011 la Uni6n Europea, Canada y Estados Unidos, prohibié temporalmente el uso de
BPA para la fabricacion de biberones y en general botellas para bebé, un paso
importante en la legislacion en torno a este disruptor. Sin embargo, llama la atencién
gue desde 1980 no se ha modificado la dosis de referencia considerada como “segura”
para los humanos, establecida en 50 mg por kg de peso corporal al dia (Hoekstra and

Simoneau 2013), aun con los datos sobre el poder de accion del BPA a dosis bajas.

[1l. Mecanismo de accién del BPA

A pesar de que el Bisfenol A, es considerado un compuesto estrogénico, el Receptor de
Estrogenos (RE), no es el Unico receptor a través del cual puede producir sus efectos, a
continuacion se enlistan algunos ejemplos de los receptores que pueden responder al
BPA:

a) Receptor a estrogenos: el BPA puede unirse a dos tipos de RE: REaq,
produciendo un cambio conformacional y activacion, mientras que al unirse a
RER, produce un cambio conformacional tal que bloquea el dominio de unién
a ligando, actuando como antagonista (Lagarde et al. 2015). EI BPA no sélo
puede unirse a receptores estrogénicos nucleares, sino también al receptor
membranal GPR30 (Receptor de estrogeno acoplado a proteina G) (Lagarde
et al. 2015).

b) Receptor de andrégenos (RA): el BPA funciona como un antagonista, al
competir con el andrégeno por el RA, inhibiendo su translocacion al nucleo
(Teng et al. 2013).
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c) Receptor pregnano X (PXR): el BPA actla como agonista fuerte al unirse a
PXR, un conocido receptor nuclear encargado del metabolismo xenobidtico
en el intestino e higado (Acconcia, Pallottini, and Marino 2015).

d) Receptor de Hormona Tiroidea (RT): se hipotetiza que el BPA tiene la
capacidad de unirse al RT y actuar como un antagonista, al inhibir la
transcripcion mediada por este receptor (Moriyama et al. 2002).

e) Receptor relacionado a estrogenos gama (ERRY): el analisis de rayos X del
dominio de union a ligando de ERRYy, acoplado a BPA, indica que esta union
es fuerte, aunque los autores del analisis sugieren que no tiene influencia en

la conformaciéon de ERRYy y por tanto, en su actividad (Liu et al. 2014).

IV. Bisfenol S, un sustituto parcial del BPA

Dados las inconsistentes restricciones de uso y controversiales efectos provocados por
el BPA, la industria ha propuesto varios analogos para intentar sustituirlo, al menos

parcialmente, uno de los mas utilizados, aunque no el Unico, es el bisfenol S (BPS).

H,C CH, ﬁ)
S
5
HO OH HO OH
BPA BPS

Figura 1. Estructura quimica de BPA y BPS. La Unica diferencia entre ambas estructuras, es el grupo
que une a los dos anillos fendlicos: grupo propano en el caso del BPA y un grupo diéxido de azufre en el
BPS (Mesnage et al. 2017).

El BPS tiene dos anillos fendlicos unidos entre si por un grupo dioxido de azufre (Figura
1). Se emplea en la fabricacién de plasticos, resinas epoxi, papel moneda, biberones,
envases de alimentos y bebidas libres de BPA, etc. Por tanto, los productos con BPS
con frecuencia se comercializan con la idea de que representan una opcidn mas

saludable que los que contienen BPA. Sin embargo, se sabe que el BPS tiene una vida

12



media mas larga, una mejor penetracién cutanea que el BPA (Usman and Ahmad
2016), y efectos endocrinos poco estudiados. Lo mas preocupante, es que Su

introduccidn no esta sujeta a ningun tipo de restriccion o regulacion.

V. Cancer de mama

El cancer de mama puede definirse como la proliferacion desordenada e incontrolada
de las células del epitelio glandular, determinada por una serie de mutaciones
imposibles de reparar o que impiden la apoptosis de las células transformadas. Segun
la OMS (2016), el cancer de mama es el tipo de cancer mas comun entre las mujeres.
En México, representa la segunda causa de muerte por cancer en mujeres mayores de
20 afos (tras todos los tipos de cancer de 6rganos digestivos en conjunto) y en mas del

70 % de los casos es detectado en etapas avanzadas (INEGI, 2016).

El cancer de mama se ha subclasificado dependiendo de la presencia o ausencia de
algunos biomarcadores como los receptores hormonales (estrégenos y progesterona) y
Her2 (receptor al factor de crecimiento epidermal humano de tipo 2) (Jitariu et al. 2017),
que se emplean como blancos terapéuticos. El subtipo de cancer de mama triple
negativo, es aquel que no expresa ni receptores hormonales ni Her2. Por lo que es
tratado Unicamente con terapia citotoxica. Por no contar con una terapia dirigida y por

su agresividad, este subtipo viene acompafiado de un mal prondéstico.

El cancer de mama triple negativo, se caracteriza por una gran heterogeneidad
genética, pero en la mayoria de los casos el gen BRCAL se halla mutado (Pareja et al.
2016). BRCAL, es un gen perteneciente a la familia de supresores tumorales, por su
capacidad de reparar el DNA. Asimismo, BRCAL esta implicado en todas las fases de
ciclo celular. Ademas de BRCA1, TP53 (que codifica para la proteina p53) y PIK3CA
(que codifica para PI3K) son los genes mas frecuentemente mutados en el cancer de
mama triple negativo, generando un fenotipo altamente proliferativo, comparado con los
otros subtipos de cancer de mama (Pareja et al. 2016, Podo 2010). A pesar de que su

poder metastasico es similar al de los otros subtipos, posee una mayor recurrencia y
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menor supervivencia (Pinto et al. 2016). Los sitios mas comunes a los que este subtipo

de cancer de mama hace metéstasis son: higado, pulmén y sistema nervioso central.

Ademas, el cdncer de mama triple negativo en particular, afecta mas comunmente a
mujeres afroamericanas e hispanas, que de cualquier otra raza/ grupo étnico (Wu et al.
2013). En un estudio publicado en 2011 (Lara-Medina et al. 2011), realizado con
muestras de pacientes mexicanas, hallaron que la edad media al diagnéstico del cancer
de mama triple negativo, fue de 50 + 12 afios. Esto es, aproximadamente 10 afios mas
jovenes gue para los otros subtipos de cancer de mama y 11 afios mas jovenes que la

edad promedio reportada en Estados Unidos (Lara-Medina et al. 2011).

VI. Receptores relacionados a estrégenos (ERR’s)

Los receptores relacionados a estrogenos (ERR) son una subfamilia de receptores
hormonales nucleares que consta de tres miembros: ERRa, ERRB y ERRy. Estas
proteinas, exhiben gran similitud estructural con los receptores a estrogenos (ER), aun

asi, no comparten funciones (Deblois and Giguere 2013).
Los ERR estan formados por:

a) Dominio de union a ligando (LBD),

b) Dominio amino terminal no conservado (NTD)

C) Dominio de union a DNA (DBD): formado por dos motivos dedos de zinc
(Giguere 2008), tiene la capacidad de reconocer y unirse a secuencias cortas de DNA,
conocidas como Elementos de Respuesta a ERR (ERRE), como un mondmero,
homodimero o como complejos heterodiméricos formados por dos isoformas diferentes
de ERR (Sladek, Bader, and Giguere 1997). Los ERRE consisten de la secuencia
consenso 5' TNAAGGTCA 3, la cual se ha encontrado en los promotores de mas de
100 genes, la mayoria implicados en la glucdlisis, ciclo de Krebs, fosforilacién oxidativa

y el metabolismo de lipidos (Deblois and Giguere 2013).
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Los ERR, han sido clasificados como a) receptores nucleares huérfanos, porque no se
han encontrado ligandos enddgenos que se unan a ellos (Deblois and Giguere 2013), y
b) reguladores maestros del metabolismo energético celular en diversos tejidos y
contextos, al controlar bastas redes de genes implicados en la homeostasis energética,
asi como la biogénesis y funcion mitocondrial (Giguere 2008). A pesar de ser
receptores huérfanos, su actividad puede modularse farmacol6gicamente y se han
descrito multiples ligandos de ERR, algunos de los cuales se unen a mas de un tipo de

Receptor Relacionado a Estrogenos (Deblois and Giguere 2013).

La sobrexpresion de ERRa y ERRy ha sido estudiada en tumores de mama, donde
ERRYy se asocia con la expresién de marcadores de buen prondstico (Deblois, St-Pierre,
and Giguere 2013), mientras que la alta expresion de ERRa correlaciona con un mal
pronéstico (Bianco et al. 2009), principalmente porque opera cambios metabdlicos que
favorecen la proliferacidon celular, y permite la adaptacion de las células cancerosas a

hipoxia.
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ANTECEDENTES ESPECIFICOS

La controversia desatada por la bioseguridad y posible relacion entre el bisfenol A y el
cancer, ha propiciado un gran namero de estudios en torno a su efecto en lineas

celulares de cancer de mama.

Para determinar el efecto del BPA sobre la proliferacion celular, mediante ensayos de
MTT &, Song et al. (Song et al. 2015), evaluaron una amplia gama de concentraciones

(de 10™° a 10° M) de este disruptor sobre las lineas MCF7 (linea celular positiva a
receptores hormonales) y SkBr3 (linea celular Her2 positiva). A todas las
concentraciones exploradas hubo un aumento en la proliferacion celular comparadas
con el control. La concentracién que mostré un mayor aumento en la proliferaciéon 10
M, fue evaluada de 0-96 hrs y la proliferacibn aumenté con el tiempo. Los autores
encontraron que los efectos del BPA (a concentracién de 10 M) son independientes de
ERa o GPER y mediados por ERRYy, cuya actividad se encontro regulada por ERK1/2
(Song et al. 2015).

Por su parte, Zhang et al. (Zhang et al. 2016) no hallaron efectos en la proliferacion

medida por MTT# de un par de lineas celulares de cancer de mama triple negativo:

MDA-MB-231 y BT-549, en presencia de tres concentraciones diferentes de BPA (10,
10®y 107" M). Sin embargo, en sus ensayos de migracion celular, el cierre de herida fue
significativamente mayor en las células tratadas con 10° M de BPA. La misma
concentracion de BPA, logré incrementar dos veces el nimero de células invasivas en
los ensayos realizados (Zhang et al. 2016). Los resultados que encontraron Zhang et al.
fueron independientes de GPER (receptor membranal a estrégenos), pero mediados
por ERRy cuya expresion se encontro regulada por ERK1/2. La expresion de ERK 1/2
evaluada por Western Blot, disminuy6 en presencia de BPA 10® M y al emplear un

inhibidor de ERK 1/2, disminuy6 drasticamente la capacidad migratoria de las células

% MTT: ensayo que se basa en la reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-

difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un compuesto coloreado de
color azul (formazan). Este método es utilizado para medir supervivencia/ proliferacion celular.
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tratadas con BPA (10® M) (Zhang et al. 2016). Sus conclusiones coinciden con lo
propuesto por Song et al (Song et al. 2015).

Por otro lado, Castillo-Sanchez et al. (Castillo Sanchez, Gomez, and Perez Salazar
2016), reportaron que las lineas celulares epiteliales de mama no tumorigénicas
MCF10A y MCF12A, no mostraron diferencias en los ensayos de migracion e invasion,
mientras que la linea de cancer triple negativo MDA-MB-231 mostré un incremento en
la migracion e invasion cuando fue tratada con 1y 2 uM de BPA. Los autores plantean
que el BPA promueve este incremento a través de GPER (Castillo Sanchez, Gomez,
and Perez Salazar 2016).

El trabajo més representativo que se ha realizado en torno a la comparacion in vitro de
BPA versus BPS, fue publicado hace poco por Mesnage et al. (Mesnage et al. 2017),
ellos compararon la proliferacion (mediante ensayos de MTT) en tres lineas celulares
de cancer de mama: MCF7 (RH+), T47D (RH+) y MDA-MB-231 (triple negativo). Las
lineas T47D y MDA-MB-231, proliferaron igual a las concentraciones de 10 a 10* M
de BPS y 10* a 10 M de BPA. Mientras que las tres lineas celulares tratadas con BPA
10 M, disminuyeron su proliferacién a la mitad en el caso de T47D y MDA-MB-231, y
cuatro veces en la linea MCF7, respecto a las tratadas con BPS (Mesnage et al. 2017).
El estradiol, gener6 mayor proliferacion que el BPA o el BPS en las lineas celulares
MCF7 y T47D, a las concentraciones de 10 a 10° M. Tras evaluar la induccion de la
trascripcion mediada por los elementos de respuesta a estrégenos en ensayos de
luciferasa en presencia de BPA y BPS, los autores concluyeron que el BPA es un

compuesto mas estrogénico que el BPS (Mesnage et al. 2017).
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¢) JUSTIFICACION

El Bisfenol A (BPA), componente esencial de plasticos policarbonados y resinas epoxi,
es un disruptor enddcrino omnipresente con propiedades estrogénicas que ha sido
estudiado por su amplia presencia en el ambiente y en el cuerpo humano. Ademas de
otros efectos adversos, se ha demostrado que el BPA es capaz de promover la

proliferacion y migracion in vitro de células cancerosas de mama.

Por sus efectos potencialmente dafinos, la industria del plastico ha propuesto
reemplazarlo por un compuesto estructuralmente similar, el Bisfenol S (BPS), para el
gue poco se ha evaluado su bioseguridad. En este trabajo, proponemos estudiar tanto
la proliferacibn como migracién de lineas celulares de cancer de mama triple negativo
en presencia de BPA y BPS, asi como evaluar la actividad transcripcional de ERRYy, a
fin de explorar al menos un blanco directo del BPA, que no se ha explorado para el
BPS. Las lineas celulares triple negativo, permitiran delimitar nuestras conclusiones
fuera de la via del receptor a estrégenos y al mismo tiempo, estudiar mas a fondo uno

de los subtipos de cancer de mama mas agresivos.
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d) PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El BPA al ser un producto estrogénico sintético, ha dado pie a un gran niumero de
trabajos en diversas lineas celulares de cancer de mama, principalmente las positivas a

receptores hormonales.

Recientemente se publicé una comparacion de BPA y otros bisfenoles como BPS,
donde evaluaron la proliferacion de tres lineas celulares, entre ellas MDA-MB-231, que
presentdé el mismo patrén en todas las concentraciones exploradas tanto de BPA y
BPS, sin embargo no se ha evaluado el efecto del BPS sobre la migracion celular.

Dada la heterogeneidad del cdncer de mama triple negativo, en este trabajo se estudié
la proliferaciéon y migracion de diversas lineas celulares de cancer de mama triple
negativo de origen humano y murino, en presencia de BPA o BPS a diferentes
concentraciones. Ademas, se evalud la actividad transcripcional del receptor nuclear

ERRYy, un conocido blanco directo del BPA, que no se ha explorado con el BPS.

e) HIPOTESIS

El BPA y BPS, compuestos estructuralmente parecidos, se comportaran de forma
similar, al no producir modificaciones en la proliferacion, potenciar la migracion y
mantener niveles basales de la actividad transcripcional de ERRy de las lineas

celulares de cancer de mama triple negativo.
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f) OBJETIVOS

GENERAL

Evaluar el efecto del Bisfenol A y Bisfenol S en la proliferacion, la migracion y la
actividad transcripcional de ERRy en lineas celulares de cancer de mama triple

negativo humanas y murinas.
PARTICULARES

- Analizar la proliferacion de las lineas celulares de cancer de mama triple
negativo en presencia de BPA o BPS, mediante monitoreo en el sistema Incucyte
ZOOM.

- Evaluar el efecto del BPA y BPS sobre la migracion de las lineas celulares de
cancer de mama triple negativo mediante ensayo de cierre de herida,
monitoreado en el sistema Incucyte ZOOM.

- Evaluar el efecto de BPA y BPS en la actividad transcripcional de ERRy

utilizando un reportero de luciferasa.
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g) MATERIALES Y METODOS

I. Lineas celulares

Las lineas celulares de cancer de mama triple negativo que se emplearon para este

trabajo se describen en la Tabla 3.

Tabla 3. Lineas celulares de cancer de mama triple negativo usadas. Las lineas celulares murinas,
fueron aisladas de un mismo tumor mamario que se origin6é espontdneamente en un ratén BALB/c-cfC3H
(Aslakson and Miller 1992). Todas las lineas celulares pueden establecer un tumor primario en el modelo

in vivo del raton BALBc, pero la capacidad metastésica, difiere en cada caso.

Origen Humano Raton
Linea
BT-549 | MDA-MB-231 4T1 66Cl4 67NR
celular
RPMI
Condiciones . DMEM-F12 DMEM
Insulina
de cultivo
SFB 10%, Penicilina/Estreptomicina 1%
Pulmén, | Pulmén, higado, | Pulmén, higado, No es
Potencial higado, nodulos hueso, nodulos ) capaz de
_ o o Pulmén
metastasico | hueso, linfaticos, linfaticos, sangre, establecer
cerebro. | hueso, cerebro. cerebro. metastasis

Il. Ensayos de proliferacion celular

Se sembraron ~2 400 células por pozo de cada una de las lineas celulares en placas de
96 pozos, en su respectivo medio de cultivo con 10 % SFB. Cuatro horas después se
trataron con 10° a 10*M de BPA o BPS y se les permitié proliferar por 96 hrs. Tanto el
el BPA como el BPS se disolvieron en DMSO. La concentracion final de DMSO en el

medio fue de 0.1 %. Las células control se trataron con un volumen equivalente del
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vehiculo. El porcentaje de confluencia fue determinado por el sistema Incucyte Zoom

(Essen BioScience, Ann Arbor, MI), por medio de imagenes tomadas cada 4 horas con

objetivo 20x.
lll. Ensayos de herida

Para medir la migracion, se realizaron ensayos de cierre de herida. Las lineas celulares
de cancer de mama triple negativo, se sembraron en placas de 96 pozos (3.5x10%
pozo) en su respectivo medio de cultivo con 10% SFB. Cuatro horas después, las
células fueron tratadas con el vehiculo DMSO, BPA o BPS de la misma forma que en el
ensayo de proliferacidon. 24 horas después de la siembra, la herida fue hecha en cada
pozo empleando la herramienta “96-well WoundMaker” (IncuCyte, Essen BioScience,
Ann Arbor, MI), mediante barrido mecanico para retirar una franja de células
simultaneamente en toda la placa, después se hizo un lavado y se colocé medio fresco
con antibiotico sin SFB, para medir la migracién en condiciones de baja proliferacion. La

anchura y confluencia de la herida fue vigilada durante 24 horas por el sistema Incucyte
Zoom@ (Essen BioScience, Ann Arbor, Ml), que tomé imagenes cada 4 horas con un

objetivo 4x. Se evalud el porcentaje de confluencia en la herida en cada tratamiento

versus el control.
IV. Plasmidos utilizados para determinar actividad transcripcional de ERRy

Para los ensayos de actividad transcripcional, se emplearon los pladsmidos que se
detallan en la Tabla 4. Los plasmidos p3XxERRE, pERRa y pERRYy, fueron recuperados
siguiendo las indicaciones del repositorio Addgene. A fin de obtener material suficiente
para transfectar las lineas celulares de cancer de mama triple negativo, se

transformaron bacterias DH5a, con los plasmidos.

IV. Transformacién de células Escherichia coli DH5-a competentes con los

plasmidos necesarios para los ensayos de luciferasa

Para la replicacion de los plasmidos, se empleo un método de transferencia de material

genético horizontal, llamado transformacién, que consiste en introducir material

Incucyte Zoom, es un sistema que consiste en una cabina con microscopio que se coloca dentro de una

incubadora y un controlador externo que colecta y analiza imagenes. El software identifica las células en las
fotografias dibujando una méascara que discrimina entre células y espacio vacio, para la cuantificacion.
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genético obtenido con anterioridad, a bacterias quimicamente competentes. Todos los
procedimientos enlistados a continuacién se realizaron a temperatura ambiente a

menos que se indique una temperatura particular.

Tabla 4. Caracteristicas de los plasmidos empleados para medir los ensayos de luciferasa. Los
nombres clave que se detallan, hacen referencia al nombre con que se designan los plasmidos en este
documento. “Vector backbone”, se refiere a los plasmidos utilizados como “esqueleto” para la generacion
de los plasmidos que utilizamos. El plasmido pGL4.72 nos fue donado, el resto fue adquirido a través del

repositorio Addgene.

Nombre "Vector Inserto Tamafio Re3|s;enC|a Cadigo
clave backbone" (pb) Lo Addgene
antibidticos
Expresion de luciferasa
pGL4.72 pGL4 (Renilla reniformis) 3704 Ampicilina
3 copias de ERRE
separacion de 10 pb
pGL3 entre ellas rio arriba de o
p3XERRE promoter luciferasa 5071 Ampicilina 37851
(Photinus pyralis)
61 pb
pCMV Expresion de ERRa N
PERRa Tag2 5630 Kanamicina 10975
1270 pb
Expresién de ERRy
PERRYy pSG5 5516 Ampicilina 37849
1416 pb

Las bacterias E. coli DH5-a competentes se prepararon de la siguiente forma: de un
pre-cultivo anterior, se tomaron 500 pL y se sembraron en 100mL de medio LB fresco y
se incubd la mezcla por 2 horas a 37 °C, para después centrifugar a 4 000 rpm/ 5

minutos.
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Para recubrir a las células con un cation divalente, se descarté el sobrenadante y
resuspendieron las células en 50 mL de CaCl, 0.1 M a 4°C. Se centrifugd nuevamente a
4000 rpm/ 5 minutos/ TA vy el pellet resultante se resuspendio en 4 mL de CaCl, 0.1 M
a 4° C. La mezcla se le agreg6 1 mL de glicerol al 80 % para alcanzar una

concentracion final de 15-20 %, se dividio en alicuotas de 300 uL y almacené a -80°C.

Una vez preparadas las bacterias competentes, se transformaron con uno de los
reporteros a la vez. En una alicuota de 300 yL de E. coli DH5-a competentes, se agrego
1 uL de plasmido: pCMV flag ERR alpha (pERRa) (Ichida, Nemoto, and Finkel 2002),
pSG5-HA-ERR3 S45A (pERRYy) (Heckler et al. 2014), 3XxERRE-luciferase (pERRE)
(Heckler et al. 2014) o pGL4.72 (de Promega) y se incub6 en hielo por 30 minutos.

Para facilitar la entrada del material genético a las bacterias, se dio un choque térmico a
42 °C por 1 minuto y 30 segundos, se colocé en hielo por 5 minutos mas, después se
agregé 1mL de medio LB sin antibi6tico y se incub6 a 250 rpm/ 37 °C/ 1 hora para

permitir la recuperacién de las células.

Finalmente, se recuperaron las bacterias centrifugando a 4 000 rpm por 5 minutos, se
desecho el sobrenadante y resuspendio el pellet en 20 pyL de LB fresco, mezcla que se
sembrd en placas Petri de LB agar con Ampicilina (100 pg/mL) o Kanamicina (100

pg/mL) segun el plasmido, e incubo6 a 37 °C toda la noche.
V. Extraccion por lisis alcalina 'y purificacion de DNA

Para corroborar la presencia de los plasmidos de interés, primero se realiz6 una
extraccion de DNA por lisis alcalina en volumenes reducidos (Miniprep), que se analizd

mediante restriccién con endonucleasas.

Para la realizacion de la técnica de Miniprep: de las placas anteriormente sembradas,
se eligi6 una colonia para cada plasmido y se sembr6 en 5 mL de medio LB con
antibidtico, los cultivos se incubaron por ~18 horas, a 37 °C para posteriormente
centrifugarlos a 250 rpm, se retir0 el sobrenadante, dejando la pastilla lo mas seca
posible. A temperatura ambiente, se resuspendio la pastilla en 100 yL de solucion |
estéril (Glucosa 50 mM, TrisHCI pH 8.0 25 mM y EDTA pH 8.0 10 mM), para lisar las
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células se anadieron 200 uL de solucion Il recién preparada (NaOH 0.2N, SDS 1 %), se
mezcld invirtiendo rapidamente el microtubo, se afadieron 150 pyL de Solucién |l
(Acetato de sodio 3M) para renaturalizar el DNA y precipitar el SDS, lipidos y

proteinas. Se incubd a -20°C por 30 minutos.

Se centrifugd la mezcla durante 15 minutos/ 14 000 rpm, se transfirid el sobrenadante a
un tubo nuevo con 0.5 pL de RNAsa y se incub6 por 60 minutos. Para precipitar el DNA,
se agregd 1 mL de etanol absoluto y se dejo reposando por 40 min a -20 °C, después
se centrifugd por 15 minutos a 14 000 rpm. La pastilla resultante fue lavada con 1 mL
de etanol al 70 %, para remover todo el remanente de sales y SDS. Se centrifugo
nuevamente por 10 minutos/ 14 000 rpm, se retir6 el sobrenadante y se dej6é secar al
aire por ~10 minutos. Finalmente, el DNA plasmidico se resuspendi6é en 20-25 yL de TE
pH 8.0.

Para conocer la concentracion de DNA obtenido, se midié la absorbancia de la muestra
resultante mediante un espectrofotdmetro (QIAxpert System) a una longitud de onda de
260 nm (para calcular la concentracion de acidos nucleicos) y 280 nm (para calcular la
concentracion de proteinas en la muestra y estimar el grado de pureza, considerandose

valores entre 1.8 y 2.0 como 6ptimos).

El DNA plasmidico se analizé por restriccion y fue sometido a electroforesis en gel de
agarosa al 1% con el agente intercalante bromuro de etidio (0.0025%). El gel se
visualiz6 en un transiluminador de luz ultravioleta, el tamafio de los fragmentos se

calcul6 con ayuda de un marcador de peso molecular de 1 kb marca Promega.
VI. Maxiprep para extraccion de DNA plasmidico

Para producir mas DNA plasmidico a partir de las clonas bacterianas identificadas como
positivas para cada plasmido, se rastreo la colonia bacteriana de cada plasmido que
mostro el patron de restriccion esperado y se inicié un pre-cultivo (5 mL de LB con
antibiotico) de 5 horas de los plasmidos individualmente. Las bacterias del pre-cultivo se
inocularon en 200 mL de LB con antibiético, y se incubaron por ~16 horas a 37 °C/200
rom. Se centrifugd el cultivo bacteriano por 10 minutos a 5 000 rpm y se descart6 el

sobrenadante dejando la pastilla lo mas seco posible, el cual se resuspendio en 5 mL
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de solucioén I, después se afiadieron 10 mL de solucién Il se mezclé vigorosamente y se
agregaron 7.5 mL de solucion 1l fria, la mezcla se almacendé en hielo por 20 minutos

(las soluciones I, 1l y llI, son las mismas que se usaron en Miniprep).

El lisado bacteriano se centrifugé a 5 000 rpm por 15 minutos a 4°C, para aislar el
sobrenadante, se filtré por tres capas de gasa estéril, se afiadieron 0.6 volumenes de
isopropanol y se incub6 por 10 minutos a temperatura ambiente. Los acidos nucleicos
se recuperaron centrifugando a 5 000 rpm por 15 minutos a TA, se descarto el
sobrenadante y enjuago la pastilla y las paredes del tubo con 200 pL de etanol al 70 %
a TA. El pellet resultante se disolvié en 1.5 mL de TE (pH 8.0) y se afiadieron 1.5 mL de
solucién LiCl 5 M fria, se mezcl6 y centrifugd a 10 000 rpm por 4 minutos a 4° C. Se
transfirio el sobrenadante a un tubo nuevo, donde se afiadi6 un volumen igual de
isopropanol. Se centrifugé el precipitado a 10 000 rpm por 10 minutos a TA. Se decanto
el sobrenadante, la pastilla y las paredes del tubo se lavaron con etanol al 70 % a TA,
mismo que fue retirado enseguida. La pastilla resultante se disolvié en 250 uL de TE
(pH 8.0) y se dejé incubando a TA por 30 minutos con 2.5 uL de RNAsa (20 ug/ mL). Se
afnadieron 250 pyL de NaCl 1.6 M con polietilenglicol (PEG 8000) al 13 % (w/v) para

dejar incubando a 4 °C durante 1 hora.

El DNA plasmidico se recuper6 por centrifugacion a 10 000 rpm por 5 minutos a 4 °C.
La pastilla se disolvié en 250 uL de TE (pH 8.0) y 250 uL de Fenol/Tris se centrifugd a
10 000 rpm por 5 minutos/ TA, se tomé la capa superior (acuosa), y se transfiri6 a un
tubo nuevo con 250 pL de la mezcla fenol/ cloroformo, se centrifugd a 10 000 rpm por 5
minutos, se tomo la capa superior (acuosa), de nuevo con 250 uL de cloroformo para

remover todo rastro de fenol.

Nuevamente se conservo la fase acuosa y se le anadieron 62.5 yL de acetato de
amonio 10 M, y 450 uL de etanol absoluto frio. Se dej6 incubando un par de horas a 4
°C. La mezcla se centrifugd durante 5min a 10, 000 rpm/ 4 °C, se removio el

sobrenadante y afnadieron 100 pL de etanol al 70 % para lavar la pastilla.
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Después de que se hubo evaporado el etanol, la pastilla se resuspendié en 200 yL de
TE (pH 8.0), se determind la concentracion por espectrometria como se describid para

la Miniprep y almacend a -20 °C, hasta su uso.
VII. Ensayos de luminiscencia

Para determinar la actividad transcripcional de ERRYy, se realizaron ensayos de
luminiscencia para la linea celular 67NR y concentracién de 10 M de BPA y BPS a los
cuales hallamos los efectos mas dramaticos en proliferacion y migracion. Es importante
destacar el BPA, BPS y el farmaco XCT-790 a una concentracién de 1.5 x 10° M
(agonista inverso de ERRa), se aplicaron a manera de pre-tratamiento, 96 hrs antes de
realizar la transfeccion con Lipofectamina 3 000, siguiendo las indicaciones del
fabricante y las concentraciones que se detallan a continuacion: pGL4.72 60 ng,
3XxERRE 600 ng y ERRy 600 ng.

Para medir luminiscencia se emple6é el producto Dual-Luciferase Reporter Assay
System (Promega, USA). El ensayo de luminiscencia, a manera de resumen, funciona
de la siguiente manera: ERRy (vector de expresion), tiene la capacidad de reconocer
los elementos de respuesta presentes en el plasmido p3XxERRE, mismo que codifica
para luciferasa de luciérnaga. La cantidad de luz que se mida, sera proporcional a la
cantidad de enzima que se haya producido a través del plasmido y a la actividad
transcripcional de ERRYy. El plasmido pGL4.72 se ocupd para normalizar la actividad de
p3XERRE (Tabla 4), y como control interno de transfeccién, debido a que cuenta con un
promotor débil seguido de un gen de luciferasa de Renilla reniformis (Tabla 4). Ambas
luciferasas pueden medirse de manera independiente y no requieren el mismo sustrato

para trabajar.

Las células se lavaron con PBS y se lisaron con 100 yL de Passive Lysis Buffer (PLB)
por pozo durantel5 minutos a temperatura ambiente. De este lisado se tomaron 20
ML, a los cuales se les agregaron 20 pL de Luciferase Assay Reagent Il. La
primera lectura corresponde a la actividad de la luciferasa de Photinus pyralis y
una vez tomada se agregaron 20 pl de Stop & Glo que apaga la primera

reaccion y contiene el sustrato para la luciferasa de Renilla reniformis. Las lecturas de
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ambas luciferasas se determinaron en el mismo lisado celular en un luminémetro
Glomax 20/20.

IX. Andlisis estadistico

Los datos fueron presentados como promedios * desviacion estandar de tres
experimentos independientes. El valor de cada control se tom6 como 100% de
proliferacion o migracién segun fue el caso. Los datos fueron analizados mediante la
prueba t de Student y ANOVA de una via con comparaciones multiples de Bonferroni,

usando GraphPadPrism versién 5.0.
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h) RESULTADOS

i. Proliferaciéon celular

Las lineas celulares empleadas para este trabajo, fueron tratadas con BPA o BPS y
monitoreadas a intervalos de 4 horas, durante 96 horas, por lo que se cuenta con los
datos de cinética de proliferacion para cada linea celular (ejemplificada en la Figura 2).
El punto marcado como 0 horas en la Figura 2, es la primera lectura realizada por el

sistema Incucyte después de 4 horas de haberse sembrado las células.

MDA-MB-231
100
~+Control BPA10° M BPA10® M
~BPS 104 M ==BPA107 M BPS107 M E {
«-BPA 106 M BPS10¢ M —BPA10+ M I 4

BPS 104 M i i

@®
o

[2]
o

% de confluencia
FN
o

N
o

Tiempo (hrs)

Figura 2. Proliferacion de la linea MDA-MB-231 durante 96 hrs en presencia de BPA o BPS. La
grafica muestra datos obtenidos cada 4 hrs de todas las concentraciones exploradas de BPAy BPS en la
linea celular MDA-MB-231, monitoreada por el sistema Incucyte ZOOM. Los datos representan el

promedio del porcentaje de confluencia de un experimento representativo (Promedio +DE).

De acuerdo a los datos obtenidos, el efecto del BPA y BPS fue dependiente del tiempo,

la proliferacion después de 48 hrs, fue significativamente menor en las lineas celulares
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MDA-MB-231, 66Cl4 y 67NR en las concentraciones de 10® a 10* M (Figura 3A),
mientras que, después de 72 hrs de proliferacion sélo 10* M de BPA y BPS generard
una disminucién significativa en la linea MDA-MB-231 (Figura 3B). Las lineas 66Cl4 y
67NR, presentaron una tendencia a proliferar mas respecto a su control sin tratamiento,

sin llegar a ser un aumento significativo.
i.i MDA-MB-231

La mayor concentracién usada en esta linea, 10 M, resulté téxica para las células, tras
48, 72 y 96 hrs de tratamiento, los grupos tratados con BPA (Figura 3A), proliferaron
55.7, 65.1 y 80 % menos (p<0.001) respectivamente que las células control, mientras
que las tratadas con BPS, sélo 46, 43 y 40% menos respectivamente (Figura 3B). El
resto de las concentraciones exploradas, so6lo produjeron una inhibicién significativa en

la proliferacion cuando se evaluaron a 48 hrs (Figura 2).
i.ii BT-549

Para esta, y el resto de las lineas celulares, la maxima concentracion empleada, fue de
10® M. Esta fue la Gnica concentracién de BPA que produjo un efecto significativo en la
proliferacion (11% mayor, respecto al control sin tratamiento P<0.05. Figura 3C), que se
observé unicamente después de 96 hrs de proliferacion. En contraste, la misma
concentracion de BPS, no aumenté significativamente la proliferacion de esta linea
celular. Las células tratadas con 10® M de BPS, mostraron una tendencia a aumentar la
proliferacion tras 96 hrs de tratamiento, sin llegar a ser significativo este aumento
(Figura 3C).

i.iii 4T1

Esta linea, que exhibe el mayor poder metastasico in vivo de las lineas murinas
utilizadas, no presentd diferencias significativas en su proliferacion a ninguna de las
concentraciones exploradas, con BPA ni con BPS. El tratamiento con 10® M de BPS
(Figura 3B), genero6 una tendencia a aumentar la proliferacion a las 96 hrs, pero que no

fue significativa.
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i.iv 66Cl4

Esta linea celular presenté una disminucion de la proliferacion en todas las
concentraciones evaluadas de BPA a las 48 hrs que fluctud entre 20 y 13 % (Figura
3A). Esta disminucion en la proliferacion también se observdé con BPS pero fue
significativa solo a partir de 10® M y su magnitud fue del 18 al 12 %. Esta inhibicién en
la proliferacién no se observo a las 72 hrs de tratamiento. Por el contrario, tanto a las 72
(Figura 3B) como a las 96 hrs hubo un aumento de la proliferacion que fue significativo
s6lo a las 96 hrs, con una magnitud de entre 30 y 44 % a las diversas concentraciones
de BPA, alcanzando el maximo efecto a 10”7 M (Figura 3C). El tratamiento con BPS a
todas las concentraciones estudiadas, también produjo un aumento significativo en la

proliferacion a las 96 hrs, que oscilé entre 33 a 37 % respecto al control (Figura 3C).
i.v 67NR

Las concentraciones de 10° hasta 10°® M de BPA, generaron una disminucion
significativa en la proliferacion, de entre el 11 y 19 % a las 48 hrs (Figura 3A). Esta
disminucién en la proliferacion también se observé con BPS (48 hrs) pero fue
significativa solo a partir de 10® M y su magnitud fue del 11 al 18 % (Figura 3A). Por el
contrario, tanto a las 72 como a las 96 hrs hubo un aumento de la proliferacién que fue
significativo s6lo a las 96 hrs (Figura 3B-3C), con una magnitud de entre 16 y 27 % a
las diversas concentraciones de BPA. Sélo 10°, 10® y 107 M de BPS provocaron un
aumento en la proliferacion celular que fue menor que con BPA, correspondiendo a un

13, 10 y 25 % respectivamente (Figura 3C).

31



A 160 - BPA 160 BPS
(48 hrs) (48 hrs)
140 - 140
o ] 120
§120
‘,5100 = 100
&
o . 80
g 80
E 60 - 60 (T
MDA-MB-231 NG g
—ae Z a0l
*=6INR
20 . r . v . . . 20 v r r - x T
0 10® 10% 107 105 105 104M 0 1% 10F 107 10° 107 WM
Concentracion Concentracion
B 160 1 BPA 160 | BPS
72hrs 72 hrs
140 ( ) 140 ( )
gﬂ“ 1 120 -
S
b 100 100 4 ---
i
S 80 ] 20 | .
S 60 -
o MDA-MB-231 60 | N |
e - M
40 1 —gecu wld
“B7NR ‘
20 ' : ) . ' . N 20 T T T v T v
0 10° 10° 107 10€ 105 104 M 0 10° 10 107 105 105 404 M
Concentracién Concentracion
C 160 BPA 160 - BPS
140 (96hrs) 14 (96 hrs)
g 120 120 .
*_(5 100 f 100 4B T NG T
1
ﬁ %0 80
<ol \ =1 Na
© N
E 60 b : 1
20 MDA-MB-231 o
===BT-549 ©
4T1 3y :
20 | —-gBCH -
+67NR 20 i i . i i ) '
0 - : : : : . .
0 10 108 107 106 105 10#4M
0 10° 10% 107 106 10° 10*M L
Concentracion Concentracion

Figura 3. Proliferacion de las 5 lineas celulares estudiadas tras 48, 72 y 96 hrs de tratamiento con
BPA o BPS. Cinco lineas celulares de cancer de mama triple negativo fueron tratadas con 10°-10* M de
BPA o BPS por 48 A), 72 B) 0 96 hrs C). Los datos representan el promedio del porcentaje de confluencia

respecto al control (cada linea celular sin tratamiento, de tres experimentos independientes (Promedio
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+DE). *P<0.05 vs. Control sin tratamiento. **P<0.001 vs. Control sin tratamiento. Los rectangulos

punteados engloban resultados estadisticamente significativos.

i.vi BPA vs BPS

Tal como se menciona en la introduccion, los efectos negativos probados del BPA en
modelos animales, se generan en la adultez como consecuencia de la exposicion a este
disruptor endocrino en etapas tempranas del desarrollo, o en muchos casos, las
consecuencias son mas bien generacionales (Yang, Kim, and Weon 2015). Ademas,
todos estamos expuestos constantemente al BPA y probablemente al BPS, por lo que

el tiempo 96 hrs es el que mas se discute en este trabajo.

Los datos obtenidos después de permitir que las lineas celulares proliferaran por 96 hrs
en presencia de los compuestos aqui estudiados, fueron utilizados para comparar el
efecto del BPA vs BPS para cada concentracion explorada y en cada linea celular,
mediante la prueba estadistica ANOVA de una via con comparaciones multiples de

Bonferroni (Figura 4).

Sélo en la linea celular MDA-MB-231, la disminucion de la proliferacion observada en
las células tratadas con 10“ M de BPA, fue significativamente mayor que la generada
por el BPS a la misma concentracién, sugiriendo por la morfologia propia de células que
estan entrando en apoptosis, que el BPA es mas téxico que el BPS a esa

concentracion.

En las lineas celulares murinas, el aumento en la proliferacién generado por BPA 107 M
en 66Cl4 y 10° -10® M en 67NR, fue significativamente mayor comparado con el BPS
(en las mismas condiciones). El resto de lineas celulares y concentraciones evaluadas,

no arrojaron diferencias significativas en el comportamiento BPA vs BPS a las 96 hrs.

Esto sugiere que el BPA tiene mas efecto biolégico que el BPS sobre la proliferacion de
las lineas celulares estudiadas, aunque esta diferencia no fue significativa en la mayoria

de condiciones evaluadas en este trabajo.
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Figura 4. Efecto del BPA vs BPS en la proliferacion de lineas celulares de cancer de mama triple

negativo. Las graficas de barras representan el promedio del porcentaje de confluencia respecto al
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control, de tres experimentos independientes (Promedio +DE), y la comparacion de los compuestos BPA
vs BPS después de 96 hrs de proliferacion. Sélo 10° M de BPA tuvo un efecto significativamente menor
que BPS en la linea MDA-MB-231. Mientras que en 66Cl4 y 67NR el BPA a 10" M y 10° -10° M

respectivamente, generé mayor proliferacion que el BPS. *P<0.05 y **P<0.001.

ii. Migracion celular

Todas las lineas celulares fueron tratadas 24 hrs antes de realizar el ensayo de cierre
de herida, para el cual fue retirada una franja de células mecanicamente, se renovo el
medio de cultivo (sin SFB) con su respectivo tratamiento y se monitored la migracion

celular cada 4 hrs, durante 24 hrs (Figura 6).
ii.i MDA-MB-231

Para este ensayo se probaron las concentraciones mas comunmente utilizadas en la
bibliografia, dejando de lado 10®° y 10 M. Estas concentraciones altas se descartaron
porque resultaron toxicas en los ensayos de proliferacion y durante la estandarizacion
de los ensayos de migracion, las células estaban tan dafiadas que al momento de hacer

los lavados, se barria practicamente todo el tapete celular.

El resto de las concentraciones 10 a 10° M tanto de BPA como de BPS no produjeron

cambios significativos en la migracion de estas células (Figura 5), contrario a lo
reportado en la literatura con esta linea celular tratada con BPA (Zhang et al. 2015,
Zhang et al. 2016)

ii.it BT-549

El tratamiento con 10° M de BPA (Figura 5A), produjo un decremento del 18% en la
migracion de las células mientras que las células tratadas con 10°, 10®y 107" M de BPS
migraron 30, 26 y 18 % menos respectivamente, comparadas con el control (Figura 5B).

El tratamiento 10° M de BPA, fue el tGnico que produjo cambios significativos en el

patrén de migracion, mostrando 21% menos migracién que el control (Figura 5A).
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Figura 5. Migracién de lineas celulares de cancer de mama triple negativo en presencia de BPA o
BPS. Cinco lineas celulares de cancer de mama triple negativo fueron tratadas con 10°-10°Mm por 24hrs
de a) BPA o b) BPS. Los datos representan el promedio del porcentaje de migracién en la herida,
respecto al control (Promedio + DE), de tres experimentos independientes. *P<0.05 vs. Control.
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significativos.

ii.iv 66Cl4

Las células tratadas con 10° y 10® M de BPA migraron muy parecido al control sin
tratamiento. El resto de las concentraciones exploradas de BPA 107 y 10 M, redujeron
la migracion 44 y 33 % respectivamente (Figuras 5-6). Mientras que todos los
tratamientos de BPS redujeron significativamente la migracién celular. El efecto maximo

encontrado fue a la concentracién de 10”7 M tanto de BPA como de BPS (Figuras 5-6).

Cabe mencionar que esta linea celular fue la que mostr6 una menor migraciéon
comparada con el resto de lineas, al simplemente formar largas proyecciones hacia la

herida, tal como lo describieron Lou et al. en 2008 (Lou et al. 2008).
ii.v 67NR

En esta linea celular, la concentracion de 10° M de BPA, fue la Gnica que no generd

ninglin cambio en la migracion. El resto de tratamientos, disminuyeron la migracion
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significativamente, siendo 107 M de BPA y BPS la concentracién que mostré el mayor
porcentaje de disminucion en la migracién con 66 y 72 % respectivamente (Figuras 5-
6).

iii. Actividad transcripcional de ERRy

Para los ensayos de actividad transcripcional, se purificaron plasmidos que se
visualizaron en gel de agarosa (Figura 7), previa cuantificacion de su concentracion
(Tabla 5).

Tabla 5. Informacién de los plasmidos purificados. Datos tomados en cuenta para la planeacion de la

restriccion y posterior analisis en gel de agarosa.

Tamafio del . .
o o Enzimas Fragmentos Concentracion
Plasmido plasmido
(ob) usadas esperados (ng/ pL)
Y
(pb)
pGL4.72 3 704 EcoRV 3160 3 240
544
4 323
PERRa 5630 EcoRI 5716
1 307
PERRy 5516 Kpnl 5516 5687
p3XERRE 5071 Ncol 5071 6002

Por el momento, s6lo se emplearon células de la linea murina 67NR que fueron
expuestas a un pre-tratamiento con 107 M de BPA, BPS 0 DMSO (como control) de 96
hrs

Se transfectaron con los plasmidos tal como se detallé en la metodologia y finalmente
los lisados celulares se emplearon en los ensayos de luciferasa para medir la actividad
transcripcional de ERRYy.

37



SIy 7z ua eIbIW sew anb eau)| | 8N} ‘Tl :Sepezijin saiein|ad seau)|
sesiaAIp se| ap elorelBiw pepioeded | us eloUSIaYP Bl 81UBPIAS ST “IN,.0T Sdd 0 Vda ‘(0IndJyaA) OSING U0D ojusiwerel [9p sgndsap
s1y 8 A epuay e] oyosay asiagey ap sandsap Siy 2 ‘W00z 91Aon2u| BWI]SIS |9 U Sase} ap 91Seuod ap eidodsoloiw ajueipaw sepewlo)

seneluasaidal selelbolod ‘siy yZ ap sandsap oAnebau ajdii] BWeW ap J1aoued ap sale|n|@d seaul| ap uoloeiBiN ‘9 einbi4

L€C-aN-VYAN

Sdd

vd

T1041LNOD

38



La serie de ensayos de luciferasa, sugieren que el tratamiento con 10”7 M de BPA y
BPS en la linea celular 67NR, provocé una disminucion de la actividad transcripcional

de ERRYy, en mayor magnitud con BPS que con BPA (Figura 8).

T g
ERRE pGL4.72
' 7 | EcoRV

S E “No” kpm1  THNOT " Ne |'
digerida igerida P digerida i

Lg%

Eas 4323
'! "“Ii :

1307

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa de los plasmidos purificados. A) Carril 1: marcador de
peso molecular de 1kb, carril 2: plasmido ERRa no digerido, carril 3: pldsmido ERRa digerido con EcoRl,
carril 4: plasmido ERRYy no digerido, carril 5: plasmido ERRYy digerido con Kpnl, carril 6: plasmido ERRE
no digerido, carril 7: plasmido ERRE digerido con Ncol. B) Carril 1: marcador de peso molecular de 1kb,

carril 2: pGL4.72 digerido con EcoRV. En todos los casos se obtuvo el patron esperado.

Como se menciona anteriormente, los ERRE’s son comunes para todos los miembros
de la familia de receptores relacionados a estrégenos, por lo que para explorar el papel
que pueda estar jugando ERRa en los resultados obtenidos, pre- tratamos a las células
control con el agonista inverso de ERRa, XCT-790 a una concentracién de 1.5 x 10° M.

Obteniendo un resultado muy similar al del grupo no tratado (Figura 8).

Por el momento sélo hemos estudiado el papel de ERRYy, pero al contar también con el
vector de expresion de ERRa purificado, planeamos explorar su posible papel en este

sistema.
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Figura 8. Actividad transcripcional de ERRYy. La grafica muestra la actividad transcripcional de ERRy
en células 67NR tratadas con 10’ M de BPA o BPS. En ambos casos disminuy6 la actividad
transcripcional, siendo el grupo tratado con BPS el que presenta la mayor inhibicién. La sefial no se vio
modificada cuando se usé el agonista inverso de ERRa, XCT-790 una concentracién de 1.5 x 10 M,
sugiriendo que la actividad de luciferasa se debe a ERRy. Los datos representan el promedio de la
actividad de luciferasa de luciérnaga normalizado con la actividad de luciferasa de Renilla, respecto al
control (Promedio £ DE), de tres experimentos independientes. *P<0.001 vs. Control.
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i) DISCUSION Y PERSPECTIVAS

El Bisfenol A (BPA), componente esencial de plasticos policarbonados y resinas epoxi,
es un disruptor enddcrino con propiedades estrogénicas que ha sido estudiado por su

amplia presencia en el ambiente y en el cuerpo humano (Vogel 2009).

Ademas de otros efectos adversos, se ha demostrado que el BPA es capaz de
promover la proliferacion y la migracion in vitro de células cancerosas de mama (Song
et al. 2015, Zhang et al. 2016). Por sus efectos, la industria del plastico ha propuesto
reemplazarlo por un compuesto estructuralmente similar, el Bisfenol S (BPS), del que
poco se sabe acerca de su bioseguridad, su papel en el cancer de mama y mas aun, en

el cancer de mama triple negativo (Mesnage et al. 2017).

En este estudio, se utilizaron 5 lineas celulares de cancer de mama triple negativo, cuyo
potencial proliferativo y migratorio llama la atencion, puesto que resultdé sustancialmente

diferente, aln cuando todas son del subtipo triple negativo.

Coincidiendo con otros trabajos (Zhang et al. 2016, Zhang et al. 2015), la proliferacion
de la linea MDA-MB-231, no se vio afectada a bajas concentraciones de BPA y BPS
(10° a 10° M). Pero una concentracién mayor, 10* M de BPA y BPS, resulté toxica
para las células. Las concentraciones de 10™ ni 10® M, no son equivalentes a las
halladas en fluidos o tejidos humanos, tal como se muestra en la Tabla 2, por lo que
decidimos descartarlas de los experimentos en el resto de las lineas celulares.

Un resultado similar al de MDA-MB-231 se obtuvo con las células BT-549, para las
cuales han reportado que el BPA a concentraciones de 10° a 107 M no produce
diferencias en la proliferacion (Zhang et al. 2016). Sin embargo, la concentracién de 10
® M de BPA, para la cual no hallamos antecedente, si generé un aumento significativo

en la proliferacion.
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La linea celular murina 4T1, es sumamente parecida a MDA-MB-231 en cuanto a su
comportamiento metastasico in vivo, como se esperaba, no produjo diferencias

significativas en la proliferacion en presencia de BPA ni BPS.

Frecuentemente, la linea celular MDA-MB-231, es utilizada como un modelo que
representa fielmente al subtipo triple negativo, aunado a que hasta el momento no se
han caracterizado las vias de las que depende la proliferacién de las lineas celulares
murinas, se supuso que el resto de las lineas celulares evaluadas se comportarian de
forma similar por el simple hecho de ser triple negativo. Al contrario, 66Cl4 y 67NR,
mostraron un aumento significativo en la proliferacion en todos los tratamientos
explorados de BPA (10° a 10® M) y en tres de cuatro concentraciones de BPS (10 a
107 M).

Diversos autores han reportado que concentraciones hanomolares de BPA promueven
una mayor capacidad migratoria en lineas celulares como MDA-MB-231, BT-549, y
SkBr3 (Zhang et al. 2016, Zhang et al. 2015). Sin embargo, en nuestros experimentos,
ninguna de las concentraciones o lineas estudiadas, generaron un aumento en la

migracion.

Mientras que MDA-MB-231 no mostré cambios significativos en la migracién comparada
con su control, en el resto de las lineas celulares al menos una concentracién generé
una disminucion significativa en la migracion. De manera importante, las lineas
celulares murinas 66Cl4 y 67NR, cuya capacidad migratoria es muy limitada (Lou et al.
2008), los tratamientos de BPA y BPS casi la anularon por completo, al generar muy
pocas o ninguna prolongacion hacia la herida, aiin después de haber transcurrido las 24
hrs del experimento. Después de analizar mas a detalle la proliferacion después de 48 y
72 hrs de tratamiento, en las cuales primero hay una disminucion significativa y
después una tendencia al alta, seria muy interesante estudiar la migracion de las lineas

celulares después de un pre-tratamiento de 96 hrs.

ERRYy, receptor nuclear cuya actividad favorece la fosforilacion oxidativa, es un blanco
directo del BPA (Liu et al. 2014) que puede estar mediando el fenotipo altamente

proliferativo exhibido por las lineas celulares 66Cl4 y 67NR. Con el afan de evaluar su
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actividad transcripcional en presencia de BPA y BPS, realizamos ensayos de luciferasa.
Nuestros resultados no coinciden con lo que hipotetizaban Liu X. y col (Liu et al. 2014),
quienes a partir de la estructura cristalina de ERRy unida al BPA, sugirieron que la
actividad de ERRYy, no se modificaria con este ligando. Nuestros datos muestran una
disminucién de la actividad transcripcional de ERRy en presencia de 10° M de BPA y
BPS, de 35y 69 % respectivamente. Por su parte, 1.5x10° M del agonista inverso de
ERRa, XCT-790, no disminuy6 la actividad de luciferasa, sugiriendo que la sefal

obtenida se debe a la actividad transcripcional de ERRYy.

Se ha propuesto que una baja expresion y actividad de ERRy en células cancerosas,
favorece la glucdlisis por sobre la fosforilacion oxidativa (Deblois and Giguere 2013),
por lo que su inhibicion mediada por el BPA y BPS, muy probablemente esté
beneficiando un aumento significativo en la proliferacién de algunas lineas celulares
(66Cl4 y 67NR), al contribuir no solo a la produccion de energia, sino también biomasa.

Sin embargo, las necesidades energéticas para la migracion tal vez sean diferentes.

Esta hipétesis sOlo sera cierta a la luz de mas experimentos, en primer lugar y dada la
tendencia de proliferacion a través del tiempo, es necesario realizar mas ensayos de
migracién tomando en cuenta la exposicion previa al BPA y BPS. Ademas, efectuar
ensayos de luciferasa 1) sin el vector de expresion de ERRYy, y 2) agregando el vector
de expresion de ERRa, para descartar su participacion en igualdad de condiciones

(concentracion en las células).
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j) CONCLUSIONES

Independientemente de la concentracién o tratamiento per se, resulta interesante como
la proliferacion y migracion intrinseca de cada linea celular es distinta, aun cuando
todas pertenecen al subtipo triple negativo. Las lineas celulares evaluadas, representan
un excelente modelo que enmarca la heterogeneidad de un tumor de cancer de mama

triple negativo.

Ambos disruptores enddcrinos evaluados, pueden generar un aumento en la

proliferacion, pero disminuyen la migracion de varias de las lineas celulares utilizadas.

La actividad transcripcional de ERRYy, disminuyé con BPA y BPS, por lo que los
resultados celulares obtenidos, podrian ser mediados por este receptor nuclear, aunque

en definitiva, no se descarta la participacion de otros receptores o vias celulares.

Nuestros datos muestran que el BPS, un posible sustituto del BPA que ya se usa en la
fabricacion de muchos productos, no es un compuesto inerte y provoca modificaciones
importantes en la biologia de nuestro modelo de estudio, por lo que creemos debe ser
utilizado con precaucion entretanto se genera mas informacion en torno a su

bioseguridad.
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) ANEXO

ANOVA
BPA
BPS
BRCA1
CacCl

DE
DMEM
DMEM-F12
DMSO
EDTA
ERK 1/ 2
ERRa/ B/ y
FDA
GPR30
Her2

LB
MCF10A
MCF12A
MCF7
MDA-MB-231
MTT
NaCl
NaOH
OMS
PBS
PI3K
PIK3CA
PVC
PXR

RA

RE

rpm
RPMI
RT

SDS
SFB

TA

TE

TP53

Analysis of Variance

Bisfenol A

Bisfenol S

Breast Cancer 1

Cloruro de Calcio

Desviacion Estandar

Dulbecco,sModified Eagle Medium

Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12
Dimethyl Sulfoxide

Ethylenediaminetetraacetico acid

Extracellular Signal-regulated Kinase-1/ 2

Receptor Relacionado a estrogenos alfa/ beta/ gamma
Food and Drug Administration

Receptor de Estrégeno acoplado a Proteina G

Receptor del Factor de Crecimiento Epidermal Humano tipo 2
Luria Bertanicaldo

Michigan Cancer Foundation-10A

Michigan Cancer Foundation-12

Michigan Cancer Foundation-7

MD Anderson -metastasico de mama-231
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide
Cloruro de Sodio

Hidroxido de Sodio

Organizacion Mundial de la Salud

Phosphate-buffered saline

Phosphatidylinositol 3-kinase
Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3Kinase Catalytic Subunit a
Policloruro de Vinilo

Receptor Pregnano X

Receptor a Androgenos

Receptor a Estrogenos

revoluciones por minuto

Roswell Park Memorial Institute Medium

Receptor de hormona Tiroidea

Sodium Dodecyl Sulfate

Suero Fetal Bovino

Temperatura ambiente

Solucién amortiguadora Tris-EDTA

Tumor Protein p53
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