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Actualmente el cancer de mama constituye un gran problema de salud a nivel
mundial siendo el mas frecuente entre la poblacion femenina. En México
representa la segunda causa de mortalidad en las mujeres de 20 afios y més. A
pesar de que no se dispone de datos 100% confiables a nivel nacional sobre la
prevalencia e incidencia de esta enfermedad, las estimaciones publicadas sefialan
gue cada afo se detectan entre 18 mil y 20 mil nuevos casos y un alto porcentaje
llega a etapas avanzadas. Sin embargo, la falta de acceso a la deteccion

temprana también sugiere que existe un gran cumulo de casos no detectados.

El proceso de metastasis es uno de los aspectos mas criticos ya que favorece un
prondéstico poco favorable. Un alto porcentaje de la mortalidad asociada al cancer
de mama es debida a la diseminacion de células tumorales hacia sitios distantes
del organismo, proceso en el cual la Transicion Epitelio-Mesénquima juega un
papel muy importante. Se ha descrito que es a través de este mecanismo
mediante el cual las células tumorales adquieren las caracteristicas que les

permiten proliferar, invadir y realizar metastasis hacia otros tejidos.

Una amplia gama de moléculas de sefalizacion estan implicadas en la regulacion
de este proceso tal es el caso del Factor de Crecimiento Fibroblastico Béasico
(FGF2) el cual actua a través de la union a sus receptores de tipo tirosincinasa,
principalmente FGFR1. Este factor de crecimiento es producido por diversos tipos
celulares incluyendo las células tumorales donde se ha visto que promueve la

proliferacion, migracion e invasion celular asi como el proceso de angiogénesis.

Sin embargo, su papel resulta controversial dependiendo de la etapa durante la
progresion tumoral asi como el tipo de céncer por lo que este trabajo de
investigacién tiene como propdsito esclarecer el papel de este factor de
crecimiento en el mantenimiento del fenotipo maligno de la linea tumoral MDA-MB-
231 proveniente de cancer de mama altamente invasivo. Los resultados obtenidos
muestran que FGF2 juega un papel importante en la regulacion de la capacidad
migratoria, induciendo un incremento significativo de manera dosis-dependiente y
que es debida a la participacion de los factores de transcripcion Snail2 y Zebl

mostrando un aumento en la expresion a nivel de ARNm inducido por el




tratamiento con 600 pM FGF2 el cual es dependiente de la duracion del estimulo.
A su vez, el conteo celular muestra que el FGF2 exdgeno exacerba la capacidad
proliferativa en un 21.4%. Por otro lado, la evidencia mostrada sugiere la
participacion de FGF2 en el establecimiento de un microambiente favorable para
el desarrollo tumoral, mediante la produccion de factores angiogénicos como lo es
el VEGF-A mostrando niveles elevados en el ARNm que lo codifica entre las
primeras 6 del tratamiento. Dicho incremento es independiente de la regulacion de
HIF-1 y correlaciona con el aumento en los niveles de expresion de IL-6, pudiendo

actuar como una molécula intermediaria en la sefalizacion de FGF2.

De esta manera, los resultados mostrados en este trabajo de investigacion
demuestran que FGF2 participa de manera importante en el mantenimiento del

fenotipo mesenquimal de la linea celular MDA-MB-231.
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Caracteristicas generales del cancer

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), cancer es un término genérico
empleado para designar a un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar
a cualquier parte del organismo. Otros términos también utilizados son los de
“tumores malignos” y “neoplasias malignas”. Existen mas de 100 tipos de cancer,
los cuales se denominan dependiendo de la parte del cuerpo donde inicia su
desarrollo (OMS, 2015).

El cancer es un proceso de crecimiento y diseminacion incontrolados de células
malignas, las cuales se extienden mas alla de sus limites normales y pueden
invadir sitios adyacentes o diseminarse a otros 6rganos en un proceso conocido
como metastasis (OMS, 2015).

Durante el desarrollo del cancer, las células denominadas “normales” se ven
transformadas progresivamente en células malignas mediante la acumulacion de
diversos cambios a nivel genético y la adquisiciébn de caracteristicas especificas
gue han sido designadas como “marcadores del cancer”. Cuatro de estas sefales
de identidad: autosuficiencia en las sefales de crecimiento, insensibilidad a las
sefiales anti-crecimiento, evasion de la apoptosis y potencial de replicacion
ilimitado contribuyen a la proliferacion descontrolada de células malignas. Las
células también adquieren la capacidad de invadir el tejido adyacente,
normalmente metastatizar a oOrganos distantes, asi como una sostenida
angiogénesis para acceder a los nutrientes y el oxigeno y asi promover el
crecimiento del tumor. Ademas, se han propuesto caracteristicas adicionales como
la evasion de la vigilancia inmune, un mejorado metabolismo anabdlico,
inestabilidad gendmica, entre otras (figura 1) (Hanahan y Weinberg, 2000; Wesche
y cols., 2011).
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Figura 1. Marcadores del cancer. Diversas investigaciones sobre el cancer han sugerido que
estas caracteristicas son comunes durante el desarrollo de practicamente todos los tipos de
tumores malignos (Modificado de Hanahan y Weinberg, 2011).
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Estadisticas sobre el cancer a nivel mundial

En 2012 (afio méas reciente del que se cuenta con informacion disponible), la
incidencia de cancer a nivel mundial se elevé a 14 millones de casos nuevos por
afo, una cifra que se espera que aumente a 22 millones al afio en las proximas
dos décadas. Durante el mismo periodo, se prevé que las muertes por cancer
aumenten de 8.2 millones al afio a un estimado de 13 millones por afio (IARC,
2014; CDC, 2015).

Los tipos de cancer mayormente diagnosticados a nivel mundial en 2012 fueron:
cancer pulmonar (13% de todos los canceres diagnosticados; 1.8 millones de
personas), cancer mamario (12% de todos los canceres diagnosticados; 1.7
millones de personas), cancer colorrectal (10% de todos los canceres
diagnosticados; 1.4 millones de personas), cancer prostatico (8% de todos los
canceres diagnosticados; 1.1 millones de personas), cancer gastrico (7% de todos
los canceres diagnosticados; 952 mil personas), cancer hepatico (6% de todos los
canceres diagnosticados; 782 mil personas), cancer cervicouterino (4% de todos
los canceres diagnosticados; 528 mil personas) (figura 2) (IARC, 2014; CDC,
2015).

M Cincer de pulmén

M Cancer de mama

M Cancer colorrectal

M Cancer de prostata

# Cancer de estomago

W Cincer de higado

u Cancer de cuello uterino

M Otros

Figura 2. Los canceres mas comunes en el mundo en 2012 para ambos sexos. El cancer
de pulmén encabeza la lista con el 13% (1.8 millones de casos) seguido del cancer de
mama con el 12% (1.7 millones de casos). Juntos representan la cuarta parte del total de
incidencia de todos los tipos de cancer durante ese periodo (GLOBOCAN 2012).




De los diferentes tipos de cancer, los que presentaron una mayor tasa de
mortalidad a nivel mundial en 2012 fueron: cancer de pulmén (19% de todas las
muertes por cancer; 1.6 millones de personas), cancer de higado (9% de todas las
muertes por cancer; 745 mil personas), cancer de estdomago (9% de todas las
muertes por cancer; 723 mil personas), cancer colorrectal (9% de todas las
muertes por cancer; 694 mil personas), cancer de mama (6% de todas las muertes
por cancer; 522 mil personas), cancer de esofago (5% de todas las muertes por
cancer; 400 5 personas) y cancer de pancreas (4% de todas las muertes por
cancer; 330 mil personas). Estos datos se resumen en la figura 3 (IARC, 2014;
CDC, 2015).

M Cancer de pulmén

M Cancer de higado

M Cancer de estomago
M Cancer colorrectal

M Cancer de mama

M Cancer de esofago
11 Cancer de pancreas

M Otros

Figura 3. Causas mas comunes de muerte por cancer en el mundo en 2012. Los datos
muestran los valores correspondientes para ambos sexos (GLOBOCAN 2012).

Sin embargo, los indices de morbilidad y mortalidad de los diversos tipos de cancer
varian segun el sexo, la edad, la raza, la ubicacion geogréfica e incluso las
condiciones socioecondémicas entre otros muchos mas factores que pueden

determinar el desarrollo de esta enfermedad en la poblacion.

Como consecuencia del crecimiento y envejecimiento de la poblacion, los paises
en desarrollo se ven afectados por el creciente nimero de canceres. Un alto
porcentaje de los nuevos casos anuales de cancer en el mundo se producen en
los paises de bajos y medianos ingresos de Africa, Asia, América Central y
Sudameérica, con un total de 8 millones de nuevos casos diagnosticados en 2012

(57% del total global). Estas regiones representan alrededor del 65% de las




muertes por cancer en el mundo (figura 4), una situacién que se agrava por la falta

de deteccion precoz y el acceso al tratamiento (IARC, 2014; CDC, 2015).

Nuevos casos
(en millones)

Muertes
(en millones)

0.0 5.0 10.0 15.0
M Regiones menos desarrolladas  # Regiones mas desarrolladas

Figura 4. Niumero de casos y muertes por cancer en el mundo en 2012 segun el nivel de
desarrollo (en millones). Durante 2012, la incidencia de cancer a nivel mundial alcanz6 un
valor de 14 millones de casos nuevos por afio de los cuales el 57% (8 millones)
corresponde a las regiones de bajos y medianos ingresos de Africa, Asia, América Central
y Sudameérica. A su vez, durante el mismo periodo, se registraron 8.2 millones de muertes
de las cuales el 65% (5.3 millones) ocurrieron en las mismas regiones (GLOBOCAN 2012).
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Cancer en México

En México, segun la Union Internacional Contra el Cancer (UICC), el cancer es un
padecimiento de alta incidencia y se ubica como la tercera causa de muerte sélo
después de la diabetes y de las enfermedades hipertensivas. Se estima que cada
afo se detectan 128 mil nuevos casos (Secretaria de Salud (SSA), Subsecretaria
de Prevencién y Promocion de la Salud (SPPS), 2013).

De acuerdo con las cifras de mortalidad registradas por el INEGI, en 2013 el
12.8% del total de defunciones se debid a algin tumor y de estas, el 93.4% fueron
por tumores malignos. En total, fallecieron 78 mil 582 personas a causa de alguno

de los 100 tipos de cancer que se conocen (INEGI, 2015).

En los hombres de mas de 20 afios el principal tipo de cancer se presenta en los
organos digestivos (24%), seguido de tumores en genitales (12.2%), siendo el de
prostata el mas frecuente. Por otro lado, en las mujeres de més de 20 afios de
edad el cancer mas frecuente es el de mama, que corresponde al 30% de todos
los casos. En segundo lugar se ubica el cancer de 6rganos genitales (16.7 %),

principalmente el cervicouterino (INEGI, 2015).

Del total de tumores malignos en la poblacién de 20 afios y mas, los de érganos
digestivos son la primera causa de mortalidad entre esta poblacion en 2013, con
32.52 casos por cada 100 mil habitantes; los tumores de érganos respiratorios e
intratoracicos ocupan el segundo sitio (10.58 defunciones por cada 100 mil
habitantes); en tercer lugar se ubican los tumores del sistema reproductor
masculino con 8.44 defunciones por cada 100 mil habitantes. Considerando este
altimo dato y que entre las mujeres el cancer de mama aparece como segunda
causa de mortalidad con 14 defunciones por cada 100 mil, se confirma que las
muertes por tumores malignos muestran un comportamiento diferenciado por
sexo. Esta informacion se presenta de forma detallada en la tabla de la figura 5
(INEGI, 2015).
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Principales tumores malignos Total Hombres Mujeres

Organos digestivos 32.52 33.98 31.20
Organos respiratorios e intratoracicos 10.58 14.71 6.83
Sistema reproductor masculino 8.44 17.75 NA
Mama' 7.59 0.14 14.36
Organos genitales femeninos 6.78 NA 12.93
Organos hematopoyéticos? 5.68 6.28 514
Vias urinarias? 412 5.51 2.85
Células germinales (testiculo u ovario)’ 3.48 1.30 5.46

Figura 5. Tasa de mortalidad de los principales tumores malignos en la poblacién de 20
aflos y mas por cada 100 mil habitantes para cada sexo en 2013. ;Para los hombres, el
cancer de mama y tumor de testiculo no son una de las principales causas de muerte, pero
se incluye el dato para fines de comparacion. ;Para las mujeres, el cancer en érganos
hematopoyéticos y de vias urinarias no son de las principales causas de muerte, pero se
incluye el dato para fines de comparacion. NA No aplicable. (INEGI (2015). Estadisticas de
Mortalidad . Cubos dinamicos; y CONAPO (2015). Proyecciones de la Poblacién 2010-2050.
Proceso INEGI.)

Cancer de mama

El cAncer de mama es el tipo de cancer con mayor frecuencia en las mujeres a
nivel mundial. La OMS reporta que cada afio se detectan 1.38 millones de casos
nuevos y ocurren 458 mil muertes por esta enfermedad. La incidencia es muy
variable en todo el mundo, pero es en los paises de bajos ingresos donde ocurre
la mayoria de los decesos, ya que generalmente el diagnostico se realiza en fases
avanzadas de la enfermedad, debido a la falta de acceso a servicios de salud y a

la poca sensibilizacion para la deteccién precoz (figura 7) (OMS, 2015).

En México, el cancer de mama es el mas frecuente en la poblacion femenina. De
2007 a 2014 la incidencia de este tipo de cancer ha aumentado de manera
importante (figura 6) y el comportamiento sigue el patron internacional en el
sentido de que es una enfermedad que se incrementa con la edad y los casos
nuevos se presentan primordialmente en mujeres mayores de 40 afios, durante la

menopausia o posmenopausia (figura 7) (INEGI, 2015).
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28.75
2664  26.20

23.58 23.70
21.40 2260 22.81

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

Figura 6. Incidencia de tumor maligno de mama por cada 100 mil mujeres de 20 afios y
mas. Serie anual de 2007 a 2014. Durante 2013, el cancer de mama fue la principal causa
de morbilidad hospitalaria entre los tumores malignos para la poblacion mexicana de 20
afios y mas (18.7 %); tres de cada diez mujeres fueron hospitalizadas por dicha causa.
Esta tendencia se mantuvo a la alza, siendo 2014 el afio en el que se presentd la
incidencia mas alta, con 28.75 casos nuevos por cada 100 mil mujeres de 20 afios y mas
(Para 2007 a 2009: SSA, CENAPRECE (2014). Anuarios de Morbilidad 1984-2014; y
CONAPO (2008). Proyecciones de la Poblacién de México 2005-2050. Procesé INEGI.
Para 2010 a 2014: SSA, CENAPRECE (2014). Anuarios de Morbilidad 1984-2014; y
CONAPO (2014). Proyecciones de la Poblacion 2010-2050. Proces6 INEGI (Modificado)).

68.47
58.88
51.98
48.04
14.30
20a24 25a44 45 a 49 50a 59 60 a 64 65y mas

Grupo de edad

Figura 7. Incidencia de tumor maligno de mama en mujeres de 20 afios y mas, por grupo
de edad en 2014. (Por 100 mil mujeres de cada grupo de edad). Durante 2014, se observé
un aumento en los casos nuevos de tumores malignos de mama hasta antes de los 64
afios conforme se incrementa la edad de la mujer, siendo en el grupo de 60 a 64 afios
donde se concentra el mayor nUmero de casos nuevos (68 por cada 100 mil mujeres de
ese grupo de edad). Asimismo, destaca el incremento que se da a partir de los 45 afios, ya
gue la incidencia pasa de 14.30 (por cada 100 mil mujeres de 25 a 44 afios) a 51.98 (en las
del grupo de 45 a 49 afios) (SSA, CENAPRECE (2014). Anuarios de Morbilidad 1984-2014;
y CONAPO (2014). Proyecciones de la Poblacién 2010-2050. Proces6é INEGI. Nota: se
excluyen los casos con edad no especificada).
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Cabe sefialar que la incidencia no es homogénea a lo largo de todo el territorio
nacional. En 2013 los estados con el mayor nimero de casos nuevos registrados
fueron Campeche (117.15 casos por cada 100 mil mujeres de 20 afios y mas),
Colima (94.24 de cada 100 mil), Aguascalientes (63.33 de cada 100 mil) y
Veracruz (62.36 de cada 100 mil). Por el contrario, Guerrero, Nayarit y Ciudad de
México, con 8.77, 9.15 y 10.76 casos por cada 100 mil mujeres de 20 afios y mas,

respectivamente, fueron los de menor incidencia (figura 8) (INEGI, 2015).

Estados Unidos Mexicanos
28.90

De8.77a15.15
De 18.00a 18.32
De 22.81a27.40

B De3101a3658
BN De39.11a117.15

Figura 8. Incidencia de tumor maligno de mama por cada 100 mil mujeres de 20 afos y
mas, por entidad federativa en 2013. Existe una gran variacion con valores que van desde
8.77 por cada 100 mil en el caso de Guerrero hasta los 117.15 casos por cada 100 mil
mujeres de 20 afios y mas en el caso de Campeche. Sin embargo, la falta de acceso a la
deteccion temprana también sugiere que existe un gran nimero de casos no detectados.
SSA, CENAPRECE (2014). Anuarios de Morbilidad 1984-2013; y CONAPO (2014).
Proyecciones de la Poblacién 2010-2050.

Por otro lado, aunque la tasa de mortalidad por cancer de mama se ha mantenido
relativamente estable durante los Udltimos afios, actualmente representa la

segunda causa de mortalidad en las mujeres de 20 afios y mas.

Por entidad federativa, Coahuila ocupa el primer lugar con la tasa mas alta de
mortalidad por cancer de mama en mujeres mayores de 20 afios, con 20.92 por
cada 100 mil y supera ligeramente al Distrito Federal con 19.91 por cada 100 mil, y

a Nuevo Ledn con 19.56 fallecimientos por cada 100 mil mujeres. Por otra parte,
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las entidades con las tasas mas bajas son Oaxaca, Guerrero y Campeche (7.65,
8.75 y 8.83 muertes por cada 100 mil mujeres de 20 afios y mas, respectivamente)
(figura 9) (INEGI 2015).

Estados Unidos Mexicanos
14.35

De 7.65 a 10.47
De 11.30a 13.28
De 13.99 a 15.32

De 16.57 a 17.30
De 18.16 a 20.92

Figura 9. Tasa de mortalidad de cancer de mama por cada 100 mil mujeres de 20 afios y
mas por entidad federativa en 2013. Con excepcién del Distrito Federal, la regiéon norte del
pais es donde se concentran las tasas mas altas de mortalidad observada (INEGI (2013).
Estadisticas de Mortalidad. Base de Datos; y CONAPO (2014). Proyecciones de la
Poblacion 2010-2050).

No obstante, el caAncer de mama también puede presentarse entre los varones a
cualquier edad, aunque generalmente se detecta en aquellos de 60 a 70 afios. La
supervivencia es similar que en las mujeres con este mismo cancer (NCI, 2014).
En México, aunque en los varones apenas representa 0.7% de los ingresos
hospitalarios por tumores malignos, desmiente la creencia de que esta
enfermedad sea exclusiva de las mujeres (INEGI, 2015).
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Factores de riesgo para el cancer de mama

Diversos estudios han identificado numerosos factores de riesgo para el cancer de
mama en las mujeres; sin embargo, en la mayoria de las mujeres afectadas no

siempre es posible identificar factores de riesgo especificos (OMS, 2015).

Entre los principales factores de riesgo asociados al cancer de mama se
encuentran los factores reproductivos como son: menstruacion temprana,
menopausia tardia, nuliparidad o haber tenido el primer embarazo después de los
30 afos. Tener una mayor edad, antecedentes personales de ciertas
enfermedades de seno, antecedentes de radioterapia en el térax, asi como
antecedentes familiares de cancer de mama multiplican el riesgo. La presencia de
ciertas alteraciones genéticas hereditarias sobre todo en los genes BRCAL,
BRCA2 y p53, se asocian a un riesgo muy elevado de ese tipo de céncer; sin
embargo, esas mutaciones explican solo una pequefia parte de la carga total de
cancer mamario. Las hormonas exdgenas como el uso de anticonceptivos orales,
uso prolongado de terapia hormonal combinada, antecedentes de haber tomado
dietilestilbestrol, también conllevan un mayor riesgo de céancer de mama.
Finalmente, diversos factores de riesgo modificables como son los factores
conductuales y dietéticos anteriormente mencionados (consumo de alcohol,
consumo de tabaco, sobrepeso y obesidad, y falta de actividad fisica, etc.)
también contribuyen de manera importante en la incidencia, prevalencia y
mortalidad del cancer de mama (NCI, 2014; OMS, 2015).

Por otro lado, el cancer de mama en hombres se asocia con exposicion a
radiaciones, obesidad, altas concentraciones de estrégeno en la sangre producto
de la cirrosis o el sindrome de Klinefelter (trastorno genético caracterizado por la
presencia de uno 0 mMAas cromosomas X extra) y por antecedentes

heredofamiliares de mutaciones en el gen BRCA2 (NCI, 2014).
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Estructura de la mama

La mama estd compuesta principalmente por lobulillos (glandulas encargadas de
producir leche), conductos (tubos delgados que llevan la leche desde los lobulillos

al pezon), y el estroma (tejido conectivo y adiposo, ganglios linfaticos y vasos
sanguineos que rodean a la mama) (figura 10) (NCI, 2014).
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Figura 10. Anatomia de la mama femenina. Se muestran el pezon, la areola, los

ganglios linfaticos, los I6bulos, los lobulillos, los conductos y otras partes de la
mama (NCI, 2014).

De gran importancia resulta el sistema linfatico de la mama ya que es una de las
vias a través de la cual el cancer de mama puede propagarse a otras partes del
cuerpo. Si las células cancerosas se han propagado a los ganglios linfaticos,
existe una probabilidad mayor de que las células también hayan alcanzado el
torrente sanguineo y se dispersen en el organismo (NCI, 2014).

La mayoria de los vasos linfaticos de la mama conducen a los ganglios linfaticos
en las axilas (ganglios axilares). Algunos vasos linfaticos conducen a los ganglios
linfaticos dentro del térax (ganglios mamarios internos) y a aquellos en la parte

superior o inferior de la clavicula (ganglios supraclaviculares e infraclaviculares
respectivamente) (NCI, 2014).
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Tipos de cancer en la mama

Existen tres tipos principales de cancer de mama: el carcinoma ductal, el
carcinoma lobulillar y el mixto. El tipo mas comun de cancer de mama es el
carcinoma ductal, que empieza en las células de los conductos; sin embargo, el
cancer de mama también puede empezar en las células de los lobulillos y en otros
tejidos de la misma. A su vez, el carcinoma ductal in situ es aquel en el que
proliferan células anormales en el revestimiento de los conductos, pero no se
diseminan fuera del conducto. Por otro lado, el cancer de mama que se extiende
desde su sitio de origen (conductos o lobulillos) a los tejidos circundantes se

conoce como cancer de mama invasivo (NCI, 2014).

Cancer metastasico

Una vez que el tumor logra invadir el tejido circundante puede provocar metastasis
en puntos distantes del organismo. Durante el proceso de metastasis, las células
cancerosas se separan del sitio donde se formaron inicialmente (cancer primario),
se desplazan por medio del sistema vascular o linfatico, y forman nuevos tumores
(tumores metastasicos) en otras partes del cuerpo. Aunque la mayoria de los
canceres tienen la capacidad para diseminarse a muchas partes diferentes del
cuerpo, en general se diseminan a un lugar con mas frecuencia que a otros. Para
el cancer de mama, los lugares mas comunes de metastasis son: el cerebro, el

higado, los huesos y los pulmones (NCI, 2014).

De esta manera el tumor metastasico tiene el mismo tipo de células que el tumor
original o primario por lo que se le denomina con el mismo nombre. Asi por
ejemplo, el cancer de seno que se disemina a los pulmones y forma un tumor
metastasico se llama cancer metastasico de seno y no cancer de pulméon (NCI,
2014).

De manera general, el proceso de metastasis inicia con una invasién local en

donde las células cancerosas invaden el tejido normal adyacente. Luego ocurre la
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intravasacion a través de las paredes de los ganglios linfaticos o los vasos
sanguineos cercanos. Las células cancerosas se mueven por el sistema linfatico y
por el torrente sanguineo a otras partes del cuerpo hasta detenerse e invadir las
paredes de los vasos sanguineos pequeiios, llamados capilares, donde logran
emigrar a los tejidos del rededor (extravasacion). Ahi, las células se multiplican y
proliferan para formar tumores pequefios Illamados micrometastasis. Las
micrometastasis estimulan el crecimiento de vasos sanguineos nuevos
(angiogénesis) para establecer el suministro de sangre del cual obtendran el
oxigeno y los nutrientes necesarios para el crecimiento continuo del tumor (figura
11) (NCI, 2014, Nieto y Cano, 2012).

Invasive Metastatic

Genetic and epigenetic alterations
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Luminal Myoepithelial Endothelium Leukocytes Fibroblast Myofibroblast Basement Cells of organ metastasis
epithelial cell cell membrane

Figura 11. Modelo hipotético de la progresion de cancer de mama. Vista esquematica
normal, in situ, invasiva y metastasica de la progresion de carcinoma. Los ductos normales
de la mama estan formados por la membrana basal y una capa luminal de células epiteliales
y mioepiteliales. Las células que componen el estroma incluyen leucocitos, fibroblastos,
miofibroblastos y células endoteliales. En el carcinoma in situ las células mioepiteliales estan
genéticamente y fenotipicamente alteradas y el nimero decrementa potencialmente debido
a la degradacion de la membrana basal. Al mismo tiempo, el nimero de fibroblastos
estromales, miofibroblastos, linfocitos y células endoteliales aumenta. La pérdida de las
células mioepiteliales y de la membrana basal resulta en un carcinoma invasivo, en el cual
las células cancerigenas pueden invadir tejidos circundantes y migrar hacia 6rganos
distantes, eventualmente desarrollando metastasis (Polyak, 2007).
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Transicion Epitelio-Mesénquima (TEM)

Para que las células cancerigenas puedan realizar metéstasis deben someterse
inicialmente a un proceso biolégico conocido como Transicion Epitelio-
Mesénquima (EMT por sus siglas en inglés) que comprende diversos eventos a
través de los cuales las células epiteliales se someten a una serie de cambios
bioquimicos que les permite asumir un fenotipo mesenquimal (Kalluri y cols., 2009;
Acloque y cols., 2009).

Las células epiteliales son células adherentes que se disponen en forma de capas
debido a que estan estrechamente unidas entre si por complejos de adhesion
intercelular como son las uniones estrechas, uniones adherentes, desmosomas y
uniones comunicantes en sus membranas laterales; ademas, presentan polaridad
apicobasal. Las células mesenquimales por el contrario, son células no
polarizadas que carecen de uniones intercelulares, lo que les permite moverse
como células individuales. Sin embargo, los fenotipos epitelial y mesenquimal no
son irreversibles y las células pueden transitar entre ambos estadios a través de
los procesos de “Transicion Epitelio-Mesénquima” y “Transicion Mesénquima-
Epitelio” (Acloque y cols., 2009; Nieto y Cano, 2012).

El trabajo pionero de Elizabeth Hay en 1982 describié por primera vez una
“Transformacion Epitelio Mesénquima”, empleando como modelo la formacion de
la linea primitiva en embriones de pollo. Posteriormente, este término fue
reemplazado por el de “Transicion Epitelio-Mesénquima” haciendo referencia a la
reversibilidad del proceso y desde entonces, ha sido implicado en numerosos

estados y patologias incluyendo la carcinogénesis (Kalluri y cols., 2009).

Tipos de Transicidon Epitelio-Mesénquima

La Transicion Epitelio-Mesénquima es clasificada en tres diferentes subtipos de
acuerdo a las condiciones bajo las cuales se lleva a cabo. Asi se tiene que la TEM

asociada con la implantacion, formacién del embrién y desarrollo de 6rganos es
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clasificada como de “tipo 1”. La TEM asociada a la reparacion de heridas,
regeneracion de tejidos y fibrosis forma parte del “tipo 2” y esta asociada también
con el proceso inflamatorio. Finalmente, el “tipo 3” de la TEM ocurre en las células

neoplasicas (Kalluri y cols, 2009; Nieto y Cano, 2012).

Se ha propuesto la activacion de la Transicion Epitelio-Mesénquima como el
mecanismo critico para la adquisicion de un fenotipo maligno por parte de las
células epiteliales (Acloque y cols., 2009) e implica la pérdida de las interacciones
celulares y de la polaridad apicobasal y a la vez la adquisicion de marcadores
mesenquimales y un comportamiento migratorio e invasivo asi como la resistencia

a la apoptosis (Nieto y Cano, 2012; Garcia y cols., 2010).

Marcadores moleculares de la TEM

Diversos procesos moleculares estan asociados a la Transicion Epitelio-
Mesénquima y han servido como marcadores para identificar como se lleva a cabo
este proceso. Aunque los tres subtipos en los que se puede presentar la TEM
representan procesos biologicos distintos, presentan una serie de elementos
genéticos y bioquimicos en comun. Entre ellos destacan: la activacién de factores
de transcripcion, expresion de proteinas de superficie especificas, la expresion y
reorganizacion de las proteinas del citoesqueleto, la produccién de enzimas que
degradan la matriz extracelular y cambios en la expresibn de microARNs

especificos (figura 12) (Kalluri y Weinberg, 2009; Zeisberg y Neilson, 2009).

Diversos estudios en modelos animales y en cultivos celulares han demostrado
gue las células cancerigenas pueden adquirir un fenotipo mesenquimal y expresar

algunos de estos marcadores caracteristicos (Kalluri y Weinberg, 2009).

Entre los marcadores clasicos de la TEM presentes en la membrana se encuentra
la pérdida de las uniones célula-célula, particularmente las uniones adherentes
gue se derivan de la las interacciones entre las moléculas de E-cadherina de

células epiteliales vecinas (Taylor y cols, 2010).

21

——
| —



En muchos estudios se ha establecido una estrecha relacion entre la pérdida de la
expresion de E-cadherina y el desarrollo de la Transicion Epitelio-Mesénquima
durante el desarrollo embrionario, la fibrosis y en la mayoria de cénceres
epiteliales (Kalluri y Weinberg, 2009; Nguyen y cols, 2013). Se sabe también que
las lineas celulares que carecen de E-cadherina muestran una incrementada

capacidad tumorigénica y metastésica (Zeisberg y Neilson, 2009).

De hecho, durante el proceso de TEM ocurre un proceso denominado "cambio de
cadherina” (cadherin switching, en inglés), que hace referencia a la capacidad de
inhibir la expresion y actividad de E-cadherina para dar paso a la de N-cadherina
la cual es expresada en tejido neural, células mesenquimales, fibroblastos y en
células cancerigenas (Kalluri y Weinberg, 2009; Zeisberg y Neilson, 2009).
Algunos estudios demuestran la correlacion entre la expresion de N-cadherina
con el aumento de la invasion tumoral y la poca supervivencia ante el diagnostico

de cancer (Taylor y cols, 2010).

Epithelial phenotype Intermediate phenotypes Mesenchymal phenotype
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Figura 12. TEM. Marcadores fenotipicos epiteliales y mesenquimales. El proceso de TEM
involucra una transicion de células epiteliales polarizadas hacia células moviles
mesenquimales. Los marcadores epiteliales y mesenquimales cominmente empleados para
el estudio de la TEM son listados. La colocalizacién de ambos conjuntos de distintos
marcadores define un fenotipo intermedio, indicando células que han atravesado
parcialmente el proceso de TEM. ZO-1, zona occludens 1; MUC1, mucina 1, asociada a la
superficie celular; miR200, microRNA 200; SIP1, survival of motor neuron protein interacting
protein 1 (proteina de interaccion de proteinas de supervivencia de neuronas motoras 1;
FOXP2, forkhead box C2 (Kalluri y Weinberg, 2009).
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Factores inductores de la TEM

En muchos carcinomas, las sefiales inductoras del proceso de Transicion Epitelio-
Mesénquima provienen del estroma asociado a la zona del tumor (Witsch y cols.,
2010).

El ndmero de factores conocidos por inducir y promover el proceso Transicion
Epitelo-Mesénquima cada vez va en aumento e incluye: factores de crecimiento,
componentes de la matriz extracelular, citocinas, factores de transcripcion y
algunas condiciones del medio extracelular como lo es la hipoxia (Zeisberg y
Neilson, 2009; Nguyen y cols., 2013).

Factores de transcripcion asociados ala TEM

Los factores de transcripcion son proteinas que, en respuesta a sefiales
citoplasmaticas, son capaces de regular la expresion génica en el nucleo. Uno de
los principales marcadores del proceso de TEM es la activacion de ciertos factores
de transcripcion denominados Factores de Transcripcion asociados a la Transicion
Epitelio-Mesénquima (EMT-TF’s). Estos pertenecen a diferentes familias de genes
y entre ellos se encuentran Snail, Twist y Zeb, principalmente. Una vez
expresados y activados en células epiteliales, pueden actuar pleiotropicamente
para dirigir el proceso de Transicion Epitelio-Mesénquima (Kalluri y Weinberg,
2009; Neto y Cano, 2012).

Los factores de transcripcion de las familias de Snail y Zeb son considerados
generalmente como ‘“represores transcripcionales directos” con base en su
actividad que es dependiente de la estructura. Diversos estudios sugieren que
estos tienen un papel muy importante en la represion de algunos genes epiteliales
especificos durante la progresion tumoral como E-cadherina. La expresion del gen
de E-cadherina, CDHL1, es regulada por estos represores transcripcionales que se
unen a secuencias especificas en el sitio promotor de CDH1 que contienen un

nucleo central 5-CACCTG-3'y son denominadas E-boxes (Garcia y cols., 2010).

23

——
| —



Ademas, practicamente todos los EMT-TF’s se han asociado con la invasion
tumoral y el desarrollo de metastasis. Asimismo, se ha detectado la expresion de
la mayoria de ellos en diversas lineas celulares tumorales invasivas tanto de raton

como humanas (Yangy Weinberg, 2008).

Snail

Los factores de transcripcion de la familia Snail son un clasico ejemplo de un
blanco de varias vias de sefalizacion que regulan la Transicion Epitelio-
Mesénquima. De los tres miembros de esta familia de proteinas de dedos de zinc
(Snaill, Snail2 y Snail3), Snaill y Snail2 (conocido también como Slug) participan
en etapas criticas de la TEM. De hecho, todos los eventos conocidos que ocurren
durante la TEM en el desarrollo embrionario, el cancer y la fibrosis estan
asociados con la activacion de estos factores de transcripcion (Zeisberg y Neilson,
2009; Taylor y cols, 2010). Snaill es requerido en las primeras etapas, mientras
que Snail2 y otros factores como Twist actian ayudando a mantener la progresion
de la TEM (Nieto y Cano, 2012).

Desde el aifilo 2000 se sabe que Snaill se une a la secuencia conservada E-box
dentro de la regiébn promotora de sus genes blanco como lo es E-cadherina, asi
como genes que codifican para los componentes de las uniones estrechas como
Claudina-3, Claudina-4, Claudina-7 y ocludina, y es capaz de reprimir la
transcripcion de estos. Ademas, su actividad es regulada por el control de su
localizacion intracelular. La fosforilacion de Snail origina que sea liberado del
nucleo hacia el citoplasma, inactivando su funcion como factor de transcripcion.
GSK3B puede fosforilar a Snail, y asi promover su liberacion y degradacion
mediado por ubiquitinacion. Por lo tanto la inactivacion de GSK3[B favorece la
estabilidad y la capacidad de Snail para promover la TEM (Yang y Weinberg,
2008; Zeisberg y Neilson, 2009).

Snaill es de hecho el mejor represor de E-cadherina que se conoce, lo cual lleva a

la ruptura de las uniones adherentes. Pero ademas regula otros varios aspectos
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durante el desarrollo de la Transicion Epitelio-Mesénquima como son el
incremento en la expresion de marcadores mesenquimales y fibroblasticos como
fibronectina y vimentina, el decremento en la expresion de varios marcadores
epiteliales como claudinas, ocludinas y citoqueratinas, el incremento en la
expresion de MMPs y la proteccion contra la muerte celular (Kalluri y Weinberg,
2009; Zeisberg y Neilson, 2009). Existe una relacion positiva entre el incremento
en los niveles de Snaill y el desarrollo de tumores con un alto grado de

invasividad (Nguyen y cols, 2013).

En comparacién con Snaill, Snail2 no ha sido tan ampliamente estudiado pero se
sabe que su efecto es menor en la represion de E-cadherina ya que su afinidad
por las secuencias E-box en su sitio promotor es menor que Snaill (Garcia y cols.,
2010).

Snail2 esta implicado en el proceso de metastasis de diversos tumores malignos
como en el adenocarcinoma de mama, de ovario y de pulmén (Liu Jun y cols.,
2010).

Twist

Twist es una proteina que es activa transcripcionalmente durante la diferenciacion
celular. Es sobreactivada durante las etapas tempranas de la morfogénesis,
desarrollo de fibrosis y en el proceso de metastasis en el cancer. Puede actuar
independientemente de Snail para reprimir E-cadherina y para regular la
exacerbacion de fibronectina y N-cadherina (Zeisberg y cols., 2009). Sin embargo,
la represion de E-cadherina la realiza de manera indirecta, es decir, sin unirse a su

region promotora (Yang y Weinberg, 2008).

Mediante algunos ensayos empleando modelos animales, se ha demostrado que
la expresion de Twist estd asociada con cambios morfolégicos en las células

tumorales durante la progresion de la TEM y apoyan la propuesta de la
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participacion de este factor en el proceso de intravasacion de células de

carcinoma mamario (Nieto y Cano, 2012).

Twist fue identificado inicialmente por ser requerido para la formacion del
mesodermo en Drosophila. A su vez, en vertebrados, es expresado
predominantemente en células de la creta neural. Estudios en modelos animales
demuestran que una mutacion de Twist origina fallas en el cierre del tubo neural y
sugiere su participacion en la migracion y diferenciacion celular. Por otro lado,
estudios mas recientes han demostrado que la expresion de Twist es capaz de
inducir la TEM en células epiteliales de mama. Mediante un modelo animal de
raton, se demostré6 también que Twist resulta esencial para la metastasis de

células de carcinoma mamario hacia el pulmén (Yang y Weinberg, 2008).

Zeb

La familia de factores de transcripcién Zeb integra dos miembros: Zebl (también
conocido como TCF8 o 6EF1) y Zeb2 (ZFXH1B o SIP1). Su estructura consiste en
dos dominios de dedos de zinc laterales y un homeodominio central. (Yang y
Weinberg, 2008; Garcia y cols., 2010).

Tanto Zebl como Zeb2, al igual que Snail, actian de manera directa como
represores de E-cadherina a través de la unién simultanea de ambos dominios de
zinc a las secuencias E-box, sin embargo su efecto es menor a Snail y lo es

también en la induccion de la TEM (Acloque y cols., 2009; Garcia y cols., 2010).

Por otro lado, se ha demostrado que el silenciamiento de Zebl tiene un mayor
impacto en los niveles de expresién de E-cadherina que Snail (Garcia y cols.,
2010).
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Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento o GFs (por sus siglas en inglés, Growth Factors) son
un conjunto de sustancias, la mayoria de naturaleza proteica que, a través de sus
receptores, desempefian un papel muy importante en la comunicacion intercelular.
Una de las funciones de los factores de crecimiento es estimular la proliferacion
celular mediante la regulacion del ciclo celular iniciando la mitosis. También
intervienen en el mantenimiento de la supervivencia celular, estimulan la migracion

y diferenciacion celular y la apoptosis (Witsch y cols, 2010).

Los factores de crecimiento y sus receptores han sido implicados en diversas
etapas de la progresion del cancer (Wesche y cols., 2011) y pueden ser
secretados por las mismas células tumorales y por las células estromales que
rodean al tumor simultdneamente (Said y Williams, 2009). Algunos como HGF,
EGF, PDGF y TGF-B, entre otros, parecen ser los responsables de la activacion
de los diversos Factores de Transcripcion inductores de la TEM en las células
cancerigenas (Kalluri y Weinberg, 2009; Witsch y cols., 2010). Recientemente ha
surgido informacién acerca de la participacién de algunos miembros que integran
la familia de Factores de Crecimiento de Fibroblastos (FGFs) en etapas criticas de

la progresion tumoral.

Factores de Crecimiento de Fibroblastos (FGFs)

Desde inicios de 1939 se demostré que empleando extractos de embriones y
cerebro se promovia el crecimiento de fibroblastos del periostio en modelos
animales de pollo. Sin embargo fue hasta 1973 cuando se comenzo6 a estudiar la
actividad mitogénica sobre cultivos de fibroblastos empleando extractos de
pituitaria bovina a bajas concentraciones (en orden de ng/ml) hasta que en 1983
se asilé el primer miembro de la familia de FGFs al que se le denomino FGF
basico (bFGF o FGF2) debido a la estructura basica de sus aminoacidos y a su
alto punto isoeléctrico (Pl = 9.6). Posteriormente se identifico el segundo miembro

de esta familia con una actividad mitogénica similar, el cual fue aislado de cerebro
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bovino y con un punto isoeléctrico bajo (Pl = 5. 6), identificado como FGF acido
(aFGF o FGF1) (Ornitz e Itoh, 2015).

Muchos miembros de esta familia han sido aislados como factores de crecimiento
para cultivos celulares y los genes que los codifican se han identificado mediante
técnicas de PCR y/o analisis de bases de datos (Itoh y Ornitz, 2011).

Actualmente, la familia de FGFs esta conformada por 22 miembros numerados
como FGF1-FGF23. Cada uno de ellos es codificado por un gen propio (Fgfl-
Fgf23) y estdn conformados por ~150-300 aminoé&cidos con un nicleo conservado
de ~120 aminoacidos dispuestos en 12 laminas 3 plegadas antiparalelas (31—312)
(figura 13) (Beenken y Mohammadi, 2009).

N terminus
-
M\

”~

C terminus

Figura 13. Estructura general de los miembros de la familia de Factores de
Crecimiento de Fibroblastos (FGFs). Se muestra un FGF clasico con sus 12
laminas (3 plegadas antiparalelas y sus extremos amino y carboxilo terminal
(Beenken y Mohammadi, 2009).

Los FGFs han sido agrupados en 6 subfamilias basadas en diferencias en la
secuencia, homologia y filogenia: FGF1 y FGF2; FGF3, FGF7, FGF10 y FGF22,;
FGF4, FGF5 y FGF6; FGF8, FGF17 y FGF18; FGF9, FGF16 y FGF20; FGF19,
FGF21 y FGF23. Ademas, hay cuatro FGFs (FGF11-FGF14) que, aunque tienen
homologia de secuencia, no activan los receptores de FGFs por lo tanto no se
consideran miembros de la familia FGF y han sido designados como “Factores

Homdlogos de FGFs (FHFs)”. Por otro lado, FGF15 es el ortélogo en el raton de

28

——
| —



FGF19 humano y algunos autores hacen referencia de este como FGF15|19
aunque el gen Fgfl5 no ha sido identificado en humanos (Beenken vy
Mohammadi, 2009; Itoh N y Ornitz, 2011).

Los FGFs pueden también ser clasificados de acuerdo a su mecanismo de accion
como: canoénicos (FGFs) o paracrinos, de tipo hormonal (hFGFs) o enddcrinos e

intracelulares (iIFGFs) o intacrinos (figura 14) (Itoh N y Ornitz, 2011).

Los FGFs de tipo paracrino y endocrino comprenden proteinas de sefializacion de
tipo secretorias que son expresadas en casi todos los tejidos y tienen un papel
muy importante en las primeras etapas del desarrollo embrionario, durante la
organogénesis y en la vida del adulto, donde funcionan como factores
homeostéaticos importantes para el mantenimiento y reparacion tisular y el
metabolismo (Ornitz e Itoh, 2015).

Los miembros de la familia de FGF de tipo paracrino comprenden las subfamilias
FGFly 2; FGF4,5y 6; FGF3, 7,10y 22; FGF9, 16 y 19 y FGF8, 17 y 18. Estos
actian mediante la union y activacibn de receptores de superficie de tipo
tirosincinasa (FGFRs) empleando moléculas de heparan sulfato como cofactor y
regulan diversos procesos durante el desarrollo embrionario como la
diferenciacion, la proliferacion y la migracién celular. La mayoria son secretados y
poseen una secuencia sefial escindible en la regién N-terminal. Algunos estudios
han reportado que FGF1, FGF2 y FGF3 pueden ser translocados al nucleo y

actuar de manera intacrina (Itoh y Ornitz, 2011).

Los FGFs enddcrinos (FGF15/19, 21 y 23) comprenden una subfamilia distinta que
circulan en el suero. También son dependientes del funcionamiento de receptores
FGFRs, sin embargo, su afinidad hacia estos y a moléculas de heparan sulfato es
menor por lo que actdan a largas distancias como hormonas endocrinas. Estos
FGFs requieren a-Klotho (KL), B-Klotho (KLB) y/o Klotho-LPH related protein
(KLPH), proteinas transmembranales expresadas en los tejidos blanco que

funcionan como correceptores para mediar su actividad biolégica que comprende
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la regulacion de acidos biliares, fosfatos, lipidos, y carbohidratos en el adulto
(Beenken & Mohammadi, 2009; Itoh y Ornitz, 2011).

Por otro lado, los FGFs de tipo intacrino o FHFs (FGF11-FGF14), no son
secretados y actlan intracelularmente de manera independiente de FGFRs es
decir, no son capaces de activarlos. Este grupo de FGFs regula la excitabilidad
eléctrica de los canales de sodio dependientes de voltaje de neuronas y

posiblemente otros tipos celulares (Itoh y Ornitz, 2011).

Cofactor: Heparin/Heparan sulfate
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Fig 14. Relacion filogenética entre las subfamilias de FGF. El analisis filogenético sugiere
que los 22 genes Fgf pueden ser clasificados en siete familias conteniendo de dos a cuatro
miembros en cada una de ellas. La longitud de las ramas es proporcional a la distancia
evolutiva entre cada gen. Las subfamilias de genes Fgfl, Fgf4, Fgf7, Fgf8, y Fgf9 codifican
los FGFs de tipo candnico, los cuales se unen y activan FGFRs utilizando heparan sulfato
como cofactor. Los miembros de la subfamilia Fgf15/19 codifica FGFs de enddcrinos, los
cuales se unen y activan FGFRs utilizando la familia de proteinas Klotho como cofactor.
Las subfamilias de genes Fgfll, Fgf12, Fgfl3 y Fgfl4 codifican FGFs de tipo intracelular,
los cuales no son considerados proteinas de sefializacion y actian como cofactores para
los canales de sodio dependientes de voltaje y otras moléculas (Ornitz e Itoh, 2015).
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Factor de Crecimiento Fibroblastico Basico (FGF2)

FGF2 es un péptido de cadena sencilla que presenta diversas isoformas, producto
de sitios alternativos en el inicio de la traslacion del ARNm que lo codifica. Se han
descrito cinco isoformas en el humano (18, 22, 22.5, 24 y 34 kDa) las cuales
tienen diferente localizacion subcelular y funciébn sobre comportamiento celular

(Sorensen y cols., 2006).

FGF2 ha sido aislado de tejidos derivados de mesodermo y neuroectodermo, los
cuales muestran ser sensibles a éste factor tanto en "in vitro" como "in vivo",
incluyendo células endoteliales y musculares lisas de vasos sanguineos del
sistema nervioso, retina, cuerpo lUteo, placenta, prostata, ureteros, vejiga, cérvix,
Gtero, higado, intestinos delgado y grueso, rifién glandula suprarrenal, timo, hueso,
bronquios, alveolos, sistema inmunoldgico (macr6fagos y monocitos), sistema
hematopoyético, etc. La mayoria de los érganos de los cuales se ha purificado,
muestran en comun un elevado potencial angiogénico y una alta vascularizacion,
lo cual sugiere que las células del sistema vascular pueden ser la fuente mas
importante de FGF2, ya que ademas de expresar el gen para éste factor,

producen su forma activa.

A diferencia de los demas miembros de la familia de FGFs de tipo paracrino,
FGF2 (al igual que FGF1) no posee ninguna secuencia sefial para su secrecion,
sin embargo, la isoforma de bajo peso molecular (FGF2 18 kDa) puede ser
liberada al medio extracelular a través de un mecanismo de exocitosis
independiente de la via de reticulo endoplasmico-Golgi el cual consiste en la
translocacion directa a través de la membrana celular y que se cree, involucra un
complejo de proteinas chaperonas que incluye sinaptotagmina-1 y la proteina de
unién a calcio S100A13. Por otro lado, las isoformas de FGF2 de alto peso
molecular (hmw FGF, del inglés Hight Molecular Weight Isoforms of FGF2) no son
secretadas y presentan repeticiones GR en el extremo N-terminal que actian
como secuencias NLS por lo que son enviadas al nucleo actuando de manera
intacrina en la regulacion de algunos procesos como el crecimiento celular. Pero

ademas, las isoformas secretadas, pueden ser translocadas al citosol y al nucleo
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luego de haberse unido a su receptor y actuar también intracelularmente
(Sorensen y cols., 2006; Ornitz e Itoh, 2015).

Diversos estudios indican que el silenciamiento del gen de FGF2 (Fgf2) en ratones
es viable pero origina un bajo tono vascular y un nimero reducido de neuronas en
las capas profundas de la corteza cerebral. Ademas, los ratones con este gen
silenciado presentan un deterioro en la capacidad de recuperacion ante dafios
isquémicos cardiacos (Itoh y Ornitz, 2011). Mediante modelos animales se ha
demostrado que FGF2 se encuentra sobreexpresado en el desarrollo de fibrosis
(Strutz y cols., 2002).

Los niveles de expresion de FGF2 dependen del tipo celular o tejido y es
estrictamente regulado a nivel transcripcional. Se encuentra normalmente a
concentraciones plasmaticos de menos de 10 pg/ml y regula diversos procesos
celulares incluyendo la proliferacion, migracion y diferenciacién celular de una
amplia gama de tipos celulares incluyendo las células cancerigenas. Ademas,
mediante ensayos con modelos in vivo, se he descrito su funcién angiogénica
(Beenken y Mohammadi, 2009; Lau y cols., 2013).

Algunos estudios han demostrado que FGF-2 participa de manera importante en
diversos mecanismos implicados en la Transicion Epitelio-Mesénquima. Se ha
observado que FGF2 puede inducir la actividad de las metaloproteinasas MMP-2 y
MMP-9 esenciales para la degradacion de la membrana basal en tejidos,
favoreciendo asi la migraciéon de las células epiteliales anormales hacia el
intersticio. Por otro lado, FGF2 reduce los niveles de expresién E-cadherina y
citoqueratina; ademas, favorece la expresion de marcadores mesenquimales tales
como SMA-a y FSP-1 y la sintesis de fibronectina a través de sus sitios

promotores (Strutz y cols., 2002).

En algunos modelos celulares de diferentes tipos de cancer como son prostata,
colon, mama, pulmon y vejiga se ha observado una sobreexpresion de FGF2 asi
como de su receptor FGFR1. Algunos tumores como neuroblastomas y gliomas

también expresan FGF2 (Strutz y cols., 2010; Hung y cols, 2014).
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En cultivos celulares de fibroblastos, se ha demostrado que FGF2 actia como un
factor transformante; ademas, la sobreexpresion y la estimulacién autécrina de
FGF2 correlacionan con una mayor motilidad e invasividad. En la linea celular de
carcinoma adrenal SW13, asi como en lineas celulares de cancer de prostata,
FGF2 induce la proliferacion; sin embargo, existe evidencia que este factor puede

tener efectos contrarios dependiendo del tipo celular (Korah RM y cols., 2000).

En el cancer de mama, FGF2 posee un importante papel como factor angiogénico
y esta implicado en las primeras etapas del desarrollo de la enfermedad. Se ha
asociado la expresion de este factor de crecimiento con un fenotipo mas
diferenciado por parte de las células cancerigenas. A medida que las células
epiteliales de mama se van desdiferenciando, adquieren la capacidad de secretar
FGF2, el cual causa la migracion y proliferacion de las células endoteliales
vasculares. Sin embargo, se ha observado que a medida que las células
tumorales se desdiferencian aiin mas, dejan de sintetizar FGF2. De hecho se ha
asociado la pérdida de FGF2 intracelular con una mayor malignidad del cancer de
mama (Korah RM y cols., 2000)

FGFRs

Los receptores de FGF (FGFRs) tienen una estructura similar a muchos
receptores tirocinsinasa (RTKs) (Beenken y Mohammadi, 2009). Tanto en
humanos como en ratones se han identificado cuatro genes que codifican estos
receptors (Fgfrl-Fgfr4). Los FGFRs constan de ~800 aminoacidos y su estructura
consiste de una simple hélice transmembranal compuesta por una region
extracelular que une FGF, un dominio transmembranal y un dominio intracelular
tirosincinasa que transmite la sefial al interior de la célula (Itoh N y Ornitz, 2011).
La region extracelular esta compuesta por tres dominios tipo Ig (I-1ll) con una
region acida rica en serina entre los dominios | y Il que constituye el sitio de union
a ligando. El primer dominio lg, junto con la regién &cida, juega un papel

importante en la autoinhibicién del receptor (Beenken y Mohammadi, 2009).
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A su vez, el dominio Ig-lll es el sitio determinante de la especificidad del receptor
hacia su ligando. En Fgfrl-Fgfr3, el splicing alternativo en este dominio genera las
isoformas Illb y Illc que son predominantemente expresados en tejidos epiteliales
y mesenquimales, respectivamente y cada una cuenta con diferentes ligandos
especificos. En general, un ligando producido en tejido epitelial activara un
receptor mesenquimal y viceversa. FGF1 es capaz de activar ambas isoformas por
lo que puede unirse a todos los receptores de FGF (Itoh N y Ornitz, 2011).

Asi, se tiene un total de siete proteinas con diferente especificidad de unién a
ligando generados por 4 genes Fgfr (FGFR Ib, Ic, llb, lic, llib, llic y IV) (Ornitz e
Itoh N, 2015).

Recientemente, se ha identificado un quinto receptor no RTK (FGFRL1) que
puede unir FGFs y posiblemente puede funcionar como un receptor sefiuelo, un
inhibidor de la dimerizacion de FGFRs o un modulador de la sefializacion (Itoh Ny
Ornitz, 2011).

La sobreexpresion o activacion anormal de FGFRs esta involucrada en la
progresion del cancer. Se han reportado alteraciones en los receptores de FGF en
una variedad de canceres humanos, tales como cancer de mama, vejiga, prostata,
endometrio y pulmoén. La mutacion de estos receptores es la alteracion genética
mas comun y esta fuertemente asociada con el grado de malignidad del tumor,

principalmente en etapas tempranas (Nguyen y cols, 2013).

Hasta el momento se desconoce con exactitud qué isoforma de FGFs se une a
cada receptor para dirigir cierto proceso celular en particular; sin embargo, existe
evidencia que sugiere que FGF2 activa principalmente a FGFR1 (Nurcombe y
cols, 2000).
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FGFR1

La sefalizacion a través de FGFR1 regula varios procesos celulares como la
proliferacion, migracion, supervivencia celular y angiogénesis (Nguyen y cols,
2013).

La sobreexpresion de FGFR1 esta relacionada con cambios en el citoesqueleto,
especificamente con la reestructuracion de actina y la adquisicion de una

morfologia fibroblastoide (Strutz y cols., 2002).

Por otro lado, se ha asociado la amplificacion de FGFR1 con los casos de
reincidencias y la baja tasa de supervivencia del céancer. De hecho, la
amplificacion de la regién cromosomal 8pl1-12, donde se localiza el gen que
codifica este receptor, aparece en aproximadamente un 10% de los canceres
(Wesche y cols., 2011). En algunos tipos de cancer como en prostata y pulmon,
FGFR1 ha sido considerado como un oncogén y su expresion se ha visto elevada

en comparacion con el tejido normal (Nguyen y cols, 2013).

Algunos estudios empleando lineas celulares de mama y modelos animales
sugieren el papel de la sefalizacion a través de FGFR1 en el proceso de
carcinogénesis mamaria y demuestran que la activacion de FGFR1 promueve la

proliferacion e invasion celular (Wesche y cols., 2011).

Vias de senalizacion

En las células cancerigenas la union de un factor de crecimiento con su receptor
promueve la activacion de diversas cascadas de sefalizacion intracelulares que
controlan procesos celulares vitales como la proliferacion, la diferenciacion, la
migracion y la supervivencia celular (Wesche y cols., 2011). La transduccién de
estas sefiales generalmente conlleva a un reclutamiento de cinasas, tales como
MAPK, PI3K y PLCy, que pueden afectar directamente la integridad epitelial o
dirigir la transcripcion de factores reguladores de la Transicion Epitelio-

Mesénquima como son Snail, Slug, Twist o Zeb. La combinacién de estos
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elementos modulan diversas etapas de la progresion tumoral (Said y Williams,
2009; Witsch y cols., 2010).

La cascada de sefalizacion de los miembros de la familia de FGFs de tipo
paracrino estd regulada en parte por su afinidad a las moléculas de
proteoglicanos heparan sulfato presentes en la matriz extracelular y en parte por

la dimerizacion de algunos FGFs (Itoh y Ornitz, 2011).

Los HSPGs consisten en un nucleo de un proteoglicano que une dos o tres
polisacéaridos lineares (cadenas de heparan sulfato). Se encuentran en la
superficie celular y en la matriz extracelular, donde interactian con una gran
cantidad de ligandos. En la membrana, los HSPGs actian como correceptores
para diversos receptores de factores de crecimiento, regulando su umbral de
activacion o la duracion de la sefalizacion (Sarrazin y cols., 2011). Los FGFs se
unen a los polisacaridos cargados negativamente de los HSPGs mediante
interacciones electrostaticas. El sitio de union para las cadenas de proteoglicanos
heparan sulfato (HBS) se compone del bucle formado por B1-p2 y parte de la
region que abarca 10 y 12 (Beenken y Mohammadi, 2009). De esta manera, los
HSPGs participan en la formacién del complejo FGF-FGFR y evitan su
degradacion (Wesche y cols., 2011).

La unién de los diferentes FGFs (paracrinos) a su receptor induce la dimerizacion
funcional y la formacién de un complejo conformado por 2 ligandos, 2 receptores y
2 cadenas de HSPGs (figura 15). Posteriormente, la activacion del dominio
intracelular cinasa y la auto-fosforilacion de residuos de tirosina que actian como
sitios de acoplamiento para proteinas adaptadoras, conducen a la activacién de
dos principales vias de senalizacién: PLCy1 (también conocida como FRS1) y
FRS2 (Beenken y Mohammadi, 2009; Itoh y Ornitz, 2011).
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Figura 15. Complejo FGF-FGFR-HSPGs con el que inicia la sefial. La estructura basica de
un FGFR se muestra en el lado izquierdo. Un FGFR es un cldsico RTK que consiste en un
solo dominio transmembrana con una regién extracelular compuesta de tres dominios tipo
Ig (I-111), y una region intracelular que contiene un dominio de tirosina cinasa escindible. El
complejo formado por dos FGFs, dos cadenas de heparan sulfato y dos FGFs provoca la
dimerizacion y transfosforilacién por las cinasas en varios residuos de tirosina en la parte
intracelular de los FGFRs, causando la activacion de cascadas de sefializaciéon rio abajo.
Después de la activacion, el complejo se internaliza mediante endocitosis y se transporta a
los lisosomas para su degradacion (Wesche y cols., 2011).

En FGFR1 se han identificado ocho sitios de fosforilacion (Tyr463, Tyr583, Tyrd85,
Tyr653, Tyré54 Tyrb77 Tyr’30 y Tyr’66), Algunos de estos actllan como sitios de
acoplamiento para diversas moléculas de sefializacion que contengan dominios
SH2. Una de ellas es PLCy que se une a la fosfotirosina Tyr’¢® en el extremo C-
terminal de FGFR1 cuando es activado. PLCy hidroliza PIP2 para producir DAG e
IP3, el cual desencadena la liberacién de calcio y la activacion de PKC (Wesche y
cols., 2011).

Por otro lado, la proteina adaptadora FRS2 actda como un sitio donde convergen
varias vias de sefializacion luego de que los FGFRs sean activados. Esta se une a
la region yuxtamembranal del receptor y es fosforilada en varios residuos de

tirosina, creando sitios de acople para otras proteinas adaptadoras. Una de ellas
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es GRB2 que vincula la activacion de la via de sefalizacion Ras/MAPK a través
del factor intercambiador de nucleétido de guanina SOS asi como la via PI3K/Akt
a través de GABL1 (Figura 16) (Beenken y Mohammadi, 2009; Wesche y cols.,
2011).

Ademas, se han reportado muchas otras moléculas de sefalizacion que pueden
ser activadas por los FGFRs, como son RSK2, STATs y Src (Wesche y cols.,
2011).

Algunos FGFs pueden actuar también intracelularmente de manera directa.
Diversos estudios han demostrado que tras ser estimuladas las células con FGF2
pueden endocitar FGFR1 al citosol. De esta manera, el receptor transloca al
ndcleo junto con su ligando. En 1997 Stachowiak demostré que el FGFR1 en el
ndcleo es capaz de estimular la transiciéon de GO/G1 a la fase S del ciclo celular.
Ademas, en el nucleo, FGFR1 actida como un factor de transcripcion que activa
diversos genes relacionados con el crecimiento y diferenciacion celular (Beenken 'y
Mohammadi, 2009; Nguyen y cols, 2013).

38

——
| —



(a)

= Etv4, EtvS5, ;uspG,
OXO01 Sory, Sef

(b)

Y463-PICRKL) <& 3P

Y583 @— 2P
Y585 <@ 5P

Y653 <@ 1P x50-100 [Kinase
Y654 <@— 6P x500-1000 | activity

Y677-P)STAT1,3,5
Y730 < (Low stoichiometry)

v766-PIPLCY) {GRB1D < 4P

Kinase
insert
Activation
loop

Figura 16. Via de sefializacion de FGF. a) la unién de FGFs de tipo canoénico a su receptor
con HSPG como cofactor induce la formacién del complejo FGF-FGFR-HSPG, el cual
activa el dominio intracelular tirosincinasa mediante la fosforilacion de residuos de tirosina
especificos. El receptor activado es acoplado a la via de sefializacion de RAS-MAPK,
PI3K-AKT, PLCy, and STAT. Las moléculas en rojo actiian inhibiendo la sefializacién de
FGFR. b) La dimerizacion de FGFR1 conduce a la fosforilacién de residuos de tirosina
(1P-6P) lo cual incrementa la actividad cinasa y la fosforilaciéon de tirosinas que sirven
como sustratos para la union de CRKL, STAT, GRB14, y PLCy (Ornitz e Itoh, 2015).

39

——
| —



Factor de Crecimiento Vascular Endotelial (VEGF)

Todos los tejidos en el organismo requieren de un aporte de oxigeno y nutrientes
proporcionado a través de la vasculatura circundante. La formacion de estos
vasos puede ocurrir por medio de dos procesos: la vasculogénesis (formacion de
novo a partir de precursores endoteliales llamados angioblastos) y la angiogénesis
(a partir de vasos sanguineos preexsitentes), siendo este Ultimo el proceso
implicado durante el desarrollo del tumor (R.M.B. Loureiro y cols., 2005).

Aunque la vasculatura tumoral difiere en algunos aspectos que en el resto de los
tejidos, diversos elementos comunes estan asociados en su desarrollo y
mantenimiento como son: PDGF, TGF-B, VEGF, FGF2, la angiopoyetina 1 y 2,
algunas MMPs y componentes de la matriz extracelular como laminina,

fibronectina, colageno y elastina, entre otros (R.M.B. Loureiro y cols., 2005).

Diversos estudios han concluido que la densidad microvascular del tumor es un
marcador del prondstico de la enfermedad (Larsson y cols., 2002). Cada vez
existe mas evidencia sobre la relacion entre la expresion de VEGF (tanto en la
circulacién como en el tumor) y el diagnéstico desfavorable de los pacientes con
cancer. Es expresado en una gran diversidad de tipos celulares incluyendo las
células tumorales. Se ha reportado una sobreexpresion de VEGF en una amplia
gama de canceres como son: pulmonar, hepatico, colorrectal, gastrico, de mama,
cervicouterino, de ovario, entre otros (Huang y cols., 2004; R.M.B. Loureiro y cols.,
2005).

VEGF es miembro de una familia de integrada por seis proteinas relacionadas
estructuralmente: VEGF-A, -B, -C, -D, -E y el Factor de Crecimiento Placentario.
VEGF-A (también llamado Factor de Permeabilidad Vascular o simplemente
VEGF) es considerado un potente inductor de angiogénesis, actia como mitdgeno
para las células endoteliales promoviendo su proliferacién y migracion, regula
también la migracion de las células de musculo liso vasculares, la formacion de
tubos vasculares e incrementa la permeabilidad microvascular (Larsson y cols.,
2002; R.M.B. Loureiro y cols., 2005).
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Se han descrito tres receptores para VEGF expresados en las células
endoteliales: VEGFR1 (flt-1), VEGFR2 (flk-1) y neurofilina-1. VEGFR2 es el
principal receptor responsable de la sefializacion durante la division y migracion de
células endoteliales. Sin embargo, aunque VEGFR1 posee una mayor afinidad por
VEGF, no participa en este proceso durante la embriogénesis. Por otro lado, se
cree que neurofilina-1 actia como co-receptor para potenciar la actividad de
VEGFR2 (R.M.B. Loureiro y cols., 2005).

Regulacion de VEGF

Aunque se conoce poco acerca de la regulacion de VEGF, resulta esencial
durante el proceso de embriogénesis asi como en el mantenimiento vascular
durante la vida del adulto; ademas, se ha reportado que este factor de crecimiento
juega un papel critico durante el crecimiento tumoral y el desarrollo de metéstasis
teniéndose un mayor conocimiento sobre su regulacion en estados patoldgicos.
VEGF es sobreexpresado en la mayoria de los tumores y se sabe que su
expresion en la condicién tumoral es regulada por un amplio nimero de efectores

incluyendo factores de crecimiento, citocinas, oncogenes, hormonas, entre otros.

La transcripcion de VEGF puede ser regulada directamente en el sitio promotor o
fuera de este a través de potenciadores o represores. El sitio promotor de VEGF
no contiene elementos tipicos de reconocimiento e iniciacion sino que es regulado
por un sitio de union a Spl que consiste en 50 pares de bases rio arriba del sitio
de inicio de la transcripcion. Muchos estudios in vitro han demostrado que esta
regién rica en GC juega un importante rol tanto en el control de la expresiéon basal
del VEGF como en la induccion mediada por numerosos. La regulacion
transcripcional tiene un papel muy importante en la regulacion de los niveles de
VEGF en la condicion tumoral y el hecho méas sorprendente en el cancer es que
esta se lleva a cabo a través de diversos mecanismos (Salimath y cols., 2000;

Larsson y cols., 2002; R.M.B. Loureiro y cols., 2005).

41

——
| —



Factor Inducible de Hipoxia-1 (HIF-1)

La rapida proliferacion de células tumorales a menudo excede la tasa de
neovascularizacion y por lo tanto el suministro de oxigeno resulta inadecuado para
las regiones alejadas de los vasos sanguineos funcionales lo cual conduce al
desarrollo de las zonas hipoxicas en la masa tumoral (Chiavarina y cols., 2012; Lv
Y y cols., 2015).

Diversos estudios han establecido la regulacion de VEGF por la condicion de
hipoxia. A nivel transcripcional, resulta de gran interés el sitio HRE, que forma
parte de la region promotora de VEGF; este es sitio de unién del Factor Inducible
de Hipoxia 1 (HIF-1), el cual es capaz de potenciar la transcripcion de VEGF
(R.M.B. Loureiro y cols., 2005).

HIF-1 es un factor de trascripcion heterodimérico formado la subunidad HIF-1 (o
ARNT) que es expresada de manera constitutiva y HIF-1a que incrementa sus

niveles durante la condicion de hipoxia (R.M.B. Loureiro y cols., 2005).

La subunidad HIF-1a posee una estructura de hélice-bucle-hélice y posee un
dominio bHLH-PAS necesario para la unién con la subunidad HIF-18 y un dominio
de degradacion dependiente de oxigeno (ODDD) (figura 17) (Ke Q y Costa, 2006).

Durante condiciones de normoxia, la proteina VHL se une a HIF-1a y regula su
degradacion por ubiquitinacion. La proteina p53 puede regular también la
degradacion de HIF-1a por protedlisis. Sin embargo, en condiciones de hipoxia, la
subunidad HIF-1a se estabiliza y es translocada al nicleo donde dimeriza con la
subunidad HIF-13. Este dimero se une a elementos de respuesta a hipoxia (HRE;
5-RCGTG-3") dentro del sitio promotor de sus genes blanco para inducir su

transcripcion (R.M.B. Loureiro y cols., 2005

Otras moléculas como oOxido nitrico y monoxido de carbono pueden regular
también la transcripcion de VEGF a través de la regulacion de la transcripcion de

HIF-1a, aumentando su estabilidad y afinidad por el elemento HRE.
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Se ha observado que los tumores deficientes de HIF-1a presentan una expresion
reducida de VEGF, un menor nimero de vasos Yy alteracion de la funcién vascular
por lo que, de manera general, se cree que la induccion de VEGF por la hipoxia es
siempre regulada por HIF-1 y el elemento HRE; sin embargo, estudios recientes
han demostrado resultados contradictorios, no encontrando diferencia en la
expresion de VEGF y la vasculatura en tumores deficientes de HIF-1a. En células
cancerigenas de colén se ha descrito la induccion de la transcripcion de VEGF

durante la condicién de hipoxia independiente de HRE.

Asimismo, se ha propuesto un nuevo mecanismo que involucra la participacion de
RTEF-1 el cual es sobreexpresado durante la condicion de hipoxia y es capaz de
unirse al sitio de uniéon a Sp1 dentro del sitio promotor de VEGF; sin embargo, se
desconoce si este mecanismo funciona en otros tipos celulares aunque permite
pensar en la posibilidad de la existencia de otros mecanismos que permitan la

regulacion de VEGF.

paoz K post N#03

HIF1a [ bHLH | | PAS | | ODDD [N-TAD||  [C-TAD| gz

HIFg [P ] e | TAD | T8

Figura 17. Estructura de HIF-1a y HIF-13. HIF-1a contiene un dominio ODDD que regula
su estabilidad mediada por oxigeno a través de la hidroxilacion de dos residuos de prolina
(P) y la acetilacién de una lisina (K). Se aprecia el nUmero total de aminoacidos de cada
subunidad (Ke Q y Costa, 2006).
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Planteamiento
del problema




El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial y cada afo
la incidencia y el nimero de muertes por cancer se incrementa de manera
alarmante. En México, el cancer de mama es el cancer mas frecuente y el de mas
alta mortalidad en la poblacién femenina. Cada afio se detectan entre 18 mil y 20
mil nuevos casos y cerca del 70% llega a etapas avanzadas. Se estima que cada

dia mueren 15 mujeres en el pais a causa de este padecimiento.

La tasa de mortalidad en las mujeres que padecen cancer de mama es alta debido
principalmente a la capacidad de desarrollar metéstasis hacia otros tejidos y a la

falta de un diagnostico oportuno en etapas tempranas del desarrollo del tumor.

Ademas de la regulacion hormonal, una compleja red de elementos interviene en
la biologia de la glandula mamaria, por lo que los procesos que controlan el
crecimiento normal y la diferenciacion de las células mamaria siguen siendo poco
conocidos. Por otro lado, se ha descrito que es a través del proceso de Transicién
Epitelio-Mesénquima mediante el cual las células malignas adquieren las

caracteristicas que les permiten proliferar, invadir y realizar metastasis.

La TEM es regulada por diversos mensajeros extracelulares, como son los
factores de crecimiento, tal es el caso del Factor de Crecimiento Fibroblastico
Basico (FGF2). Existe evidencia que sugiere la participacion de FGF2 tanto en el
desarrollo normal de la mama, como en la progresién tumoral; sin embargo, esta
resulta contradictoria e incompleta desconociéndose hasta el momento con
certeza el mecanismo molecular involucrado asi como su posible desregulaciéon
principalmente en estadios avanzados del cancer que permitan esclarecer el papel
de este factor de crecimiento en el mantenimiento de un fenotipo maligno por parte

de las células tumorales.

Conocer el espectro completo de sefalizacion de los factores inductores del
cancer permitiria establecer estrategias terapéuticas efectivas aun en etapas
avanzadas de la enfermedad por lo que este trabajo de investigacion se centra en
estudiar el papel de FGF2 en un modelo celular proveniente de cancer de mama
altamente maligno, la linea MDA-MB-231.
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Hipotesis




El Factor de Crecimiento Fibroblastico Béasico (FGF2) mantiene el fenotipo
mensenquimal de las células MDA-MB-231, estimulando su capacidad

metastasica.
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Objetivos
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General

Determinar el mecanismo molecular mediante el cual el Factor de
Crecimiento Fibroblastico Basico (FGF2) mantiene el fenotipo mesenquimal
de las células MDA-MB-231.

Especificos

1. Determinar la presencia del ARNm que codifica para FGF2 y su receptor
especifico, FGFR1, en la linea celular MDA-MB-231.

2. Investigar si la presencia de FGF2 exdgeno exacerba la capacidad
migratoria de las células MDA-MB-231.

3. Evaluar el efecto que ejerce el FGF2 exdgeno sobre la capacidad
proliferativa de la linea celular MDA-MB-231.

4. Determinar si el efecto que ejerce FGF2 sobre la capacidad migratoria
en las células MDA-MB-231 depende de la concentracion empleada.

5. Analizar los niveles de expresion de los Factores de Transcripcion
asociados a la Transicion Epitelio-Mesénquima en la linea celular MDA-
MB-231 en presencia y ausencia de FGF2.

6. Examinar si la presencia de FGF2 modifica la expresion del ARNm que
codifica para el Factor de Crecimiento Vascular Endotelial A (VEGF-A),

el Factor Inducible de Hipoxia-1 (HIF-1) e Interleucina 6 (IL-6).
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Material y métodos




Linea celular MDA-MB-231

Para el presente proyecto se emple6 como modelo experimental la linea celular
MDA-MB-231, la cual fue adquirida a la empresa American Type Culture
Collection (ATCC) de los Estados Unidos de América.

Las células MDA-MB-231, es un linea celular de cancer mama altamente
metastasica, obtenidas a través de una efusion pleural, de una mujer caucasica de
51 afios; es una linea celular hormono-independiente, clasificada por la ATCC
como triple negativo debido a que no posee receptor de estrogeno (ER-), receptor
de progesterona (PR-) ni HER2 (HER2-).

Cultivo celular

Para realizar el cultivo de la linea celular MDA-MB 231, el criovial madre se
descongeldé a bafio maria por 90 segundos a 35°C y el contenido celular se
resupendid en medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco (Advanced-
DMEM), suplementado con 3% de SFB, 1% de L-glutamina y 1% de una mezcla
de antibidtico-antimicotico; esto en condiciones de esterilidad en una campana de
flujo laminar. Posteriormente, el contenido fue sembrado en un matraz de cultivo
de 25 cm? de superficie y mantenido en incubacién a 37°C con 95% de humedad y

5% de CO2 con medio de cultivo que fue renovado cada 72 horas.

Cada tres dias aproximadamente (segun el comportamiento del crecimiento de las
células), el cultivo fue sometido a un proceso de tripsinizacion como se describe a
continuacion: se retird el medio de cultivo y se realizaron dos lavados consecutivos
con PBS estéril. Con el objetivo de despegar las células del sustrato del matraz se
les afadio 2 ml de tripsina al 0.25%; tras cinco minutos de reposo, se adicionaron
4 ml de medio de cultivo y se resuspendié mecanicamente con ayuda de una
pipeta. La suspension celular fue transferida a un tubo cénico de 15 ml y
centrifugada a 1,200 rpm durante 5 minutos; por udltimo, se elimind el

sobrenadante y la pastilla fue resuspendida en 4ml de medio de cultivo, a partir de
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la cual, se tomaron alicuotas para regenerar el cultivo madre en nuevos matraces

y sembrar las células para los experimentos posteriores.

Para los ensayos de migracion de cierre de herida, proliferacion y expresion
génica, se utilizaron cultivos en placas de seis pozos a las cuales se le agregaron
2 ml de medio de cultivo por pozo y 50ul de la suspension celular. Las células
crecieron formando una monocapa Yy, una vez que alcanzaron una confluencia
deseada (dependiendo del experimento realizado), se iniciaron los diferentes
tratamientos a diferentes concentraciones o a diferentes tiempos con FGF2,
empleando en cada serie experimental un pozo como condicion control es decir,

sin recibir tratamiento.

Para ensayos de migracion en camaras Transwell, se utilizaron placas de 24
pozos en los que se sembraron 20 000 células y se incubaron durante 12 horas

con los tratamientos correspondientes.

Método de tincidn celular

Se empled la tincién con cristal violeta para tefiir las células MDA-MB-231 en los
ensayos de migracion. Tras someter a las células al tratamiento con FGF2, fueron
lavadas dos veces con PBS 1X, seguido de la fijacién durante 30 minutos con una
solucion en una proporcion 1:1 de metanol/acetona a 4°C. Posteriormente, se
retird la solucién fijadora y se incub6 con el colorante cristal violeta durante 20
minutos a temperatura ambiente; finalizada la tincion, se realizaron de tres a
cuatro lavados con agua tridestilada para eliminar los restos de colorante. Las
muestras se preservaron hidratadas con agua tridestilada hasta la obtencién de la

fotografias.
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Ensayo de migracion

Ensayo de cierre de herida

Se efectud un ensayo preliminar de cierre de herida con diferentes tratamientos de
FGF2 a diferentes concentraciones (25 pM, 100 pM, 250 pM, 600 pM y 1000 pM).
Se realiz6 una herida a la monocapa confluente con la punta de una micropipeta
en el eje X de los pozos y se retird el exceso de células del medio mediante
lavados con PBS. Transcurridas las primeras 15 horas de incubacion a 37°C, se
realizoé la fijacion y tincion celular y se tomaron 5 fotografias en campos arbitrarios
con un microscopio optico utilizando un objetivo de 4X para verificar cambios en la
migracion celular inducida por FGF2. Con ayuda del software ImageJ, se midio el

area delimitada por los bordes de la herida.

Ensayo en camara Transwell

Se empled el ensayo de migracion en camaras Transwell con poros de 8 um de

diametro para evaluar la migracion de las células MDA-MB-231.

Se sembraron 20 000 células en el compartimento superior de la camara en medio
DMEM libre de suero. En el compartimento inferior de la cAmara se colocaron 500
pL de medio con las diferentes condiciones de tratamiento de FGF2 (25 pM, 100
pM, 250 pM, 600 pM y 1000 pM). Luego de 12 horas de incubacién a 37°C se
retiré el medio de cultivo de los dos compartimentos y con un hisopo se eliminé el
exceso de células en la parte superior de la membrana. Las células que lograron
migrar hacia la parte inferior a través de los poros de la membrana fueron fijadas y
tefiidas y se obtuvieron 5 fotografias en campos arbitrarios a 10X para realizar el
conteo celular con ayuda del software ImageJ. Los datos fueron expresados en
una grafica como porcentaje de migracion con respecto de los valores obtenidos

del control (células sin estimulo).

53

——
| —



Ensayo de proliferacion

Con el fin de evaluar la proliferacion celular inducida por el tratamiento de FGF2,
se empled el método directo de conteo celular.

Se realiz6 el cultivo celular en placas de 6 pozos. Una vez alcanzada una
confluencia del 80% se inicio el tratamiento de FGF2 a una concentracion de 600
pM y se incubo durante 24 horas. Las células fueron lavadas dos veces con PBS
1X no estéril; tras los lavados, se incubaron durante 5 minutos en agitacién con
500 pL de tripsina no estéril, al finalizar la incubacién se afadié 1.5 mL de PBS,; el
contenido de la placa fue resuspendido y se realiz6 el conteo con el contador de
células SCEPTER ™ 2.0 Cell Counter (Millipore). La concentracién de células fue

expresada como el numero de células por mililitro de solucion.

Ensayo de expresion génica
Extraccion de ARN

Se realizd la extraccion de ARN total utilizando el kit Quick-RNA™ (MiniPrep)

siguiendo las instrucciones de uso.

Se aspir6 el medio de cultivo de cada pozo en la placa y se realizaron dos lavados
con PBS 1X no estéril; se agregaron 500 pL de buffer de lisis y, tras dejar reposar
5 minutos a temperatura ambiente, el contenido fue transferido a una columna
colocada en un tubo colector. Se centrifugé durante 3 minutos a 12,000 g y se
desecho el contenido del tubo colector. Con el objetivo de purificar el ARN, la
muestra fue sometida a lavados con las soluciones del kit: se realizdé un lavado
con buffer de prelavado y dos con el buffer de lavado. Tras cada lavado, la
muestra se centrifugdé a 12,000 g durante 5 minutos desechando el contenido del
tubo colector en todo momento. Por dltimo, la columna fue transferida a un tubo de
1.5 mL estéril y se agregaron 50 uL de agua libre de nucleasas para eluir el ARN

contenido en el filtro de la columna. Se dejo reposar la muestra durante 2 minutos
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a temperatura ambiente y finalmente se centrifugd a 12,000 g por 5 minutos para

obtener el filtrado conteniendo el ARN.

Cuantificacion de ARN

Posterior a la extraccion, se cuantificd la concentracion y calidad del ARN extraido
mediante espectrofotometria. Para ello, se emple6é una dilucién con 4 uL de la
muestra y 196 pyL de agua estéril para obtener un volumen final de 200 pL; la
concentracion fue evaluada a una longitud de onda de 260 nm vy la integridad del
ARN se evalué como el cociente obtenido entre las longitudes de onda 260 nm y
280 nm (A260/A280). El valor del cociente obtenido debid ubicarse en un rango de
1.6 — 2.0 para considerarse como una muestra de ARN de buena calidad y poder

ser empleado en los ensayos de RT-PCR.

RT-PCR
Para la sintesis de la primera cadena de Acido Desoxirribonucleico

complementario al ARN extraido (ADNc), se empled el kit comercial High Capacity
cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems), siguiendo las indicaciones del
fabricante. Se hizo un “master mix” (mezcla de componentes) como se muestra en

la tabla de la figura 18 del cual se afiadieron 9 yL de forma comun a todas las

muestras.

Reactivo Volumen

Buffer RT 2 pl

dNTP’s 0.8 pl

Iniciadores aleatorios 2 pl

Transcriptasa Reversa (MultiScribe ™) 1l

Agua 3.2l

Total: 9 pl

Figura 18. Contenido del tubo de reaccién para la retrotranscripcion segun el kit comercial
High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems).
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Para cada tubo de reaccion se empled un volumen final de reacciéon de 20 L, por
lo que el volumen restante (11 pL) fue completado con la muestra de ARN mas

agua.

Se realizaron los calculos para conocer el volumen de la muestra de ARN que se
requeria por cada tubo de reaccion mediante una “regla de tres” de forma que

cada uno de ellos contuviera 2 ug de ARN.

CONDICION CONCENTRACION DE ARN
1000 pL

X —_
Mg X —>\Volumen de

“X” 2 “g .
muestra requerido

Se empled un termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf) para realizar el
siguiente protocolo: 10 minutos a 25°C, 2 horas a 37°C, 5 minutos a 85°C,
finalmente la temperatura de los tubos se llevd 4°C, para ser almacenados en

congelacion hasta su empleo.

El ADNc obtenido, fue amplificado mediante la Reaccibn en Cadena de la
Polimierasa (PCR) semi-cuantitativa, con la finalidad de evaluar los niveles de
expresion del ARNm que codifica los diversos elementos de interés para este
proyecto utilizando los oligonucleétidos especificos para cada uno de ellos listados

en la tabla de la figura 19.

Se utilizé la enzima Dream Tag PCR Master Mix 2x (Thermo Scientific) y se
prepararon tubos de reaccién con un volumen final de 20 yL como se especifica

en la figura 20.
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Tamafo
PRIMER | DIRECCION .SECL.".EI\_ICI,A 5 '[m % GC | esperado
(Direccién: 5’- 3°) (°C) (bp)

e Forward TGAAACGAACTGGGCAGTATAA 54.1 40.9 627
Reverse TTGACCTGACTGTGGAAGAAC 54.7 47. 6
Forward GAGGCTACAAGGTCCGTTATG 55.1 52.3
FGFR1 360
Reverse CCATCTCTTTGTCGGTGGTATTA 54.3 43.4
Forward GGAAGAGGAGGAGATGAGAGA 54.8 52.3
VEGF-A 368
Reverse CTCAGAAGCAGGTGAGAGTAAG 54.5 50
_— Forward TCTCCATCTCCTACCCACATAC 61.7 50 288
-1a
Reverse GATCGTCTGGCTGCTGTAATAA 63.0 45.4
e Forward GAGAAAGGAGACATGTAACAAGAGT 60.6 40 —
Reverse GCGCAGAATGAGATGAGTTGT 64.3 47. 6
Forward CCTTCGTCCTTCTCCTCTACTT 61.7 50
SNAIL1 388
Reverse GGCACTGGTACTTCTTGACATC 62.5 50
Forward CTCTCTCCTCTTTCCGGATACT 61.7 50
SNAIL2 235
Reverse CAGTGCAGCTGCTTATGTTTG 63.5 50
Forward AGCTGAGCAAGATTCAGACCCTCA 60.0 50
TWIST 452
Reverse AGAATGCAGAGGTGTGAGGATGGT 60.1 50
Forward TTCAGCATCACCAGGCAGTC 66. 6 55
ZEB1 736
Reverse GAGTGGAGGAGGCTGAGTAG 60. 6 60
: Forward CAAAGACCTGTACGCCAACAC 64.4 52.3
B-Actina 218
Reverse CATACTCCTGCTTGCTGATCC 63.7 52.3
Figura 19. Especificaciones de los oligonucleétidos empleados.

Reactivo Volumen
Dream Taq 10 yL
Primer Forward 1L
Primer Reverse 1L
Agua 6 uL
ADNc 2 L
Total: 20 pL

Figura 20. Contenido del tubo de reaccion para la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR).




El protocolo de PCR, como el fundamento de la técnica lo establece, se realizo

contemplando las siguientes fases:

¢ Inicio: Este paso consiste en llevar la reacciéon hasta una temperatura de
94°C que se manteniene durante 5 minutos.

e Desnaturalizacion del ADNc: esta etapa se logra al calentar las muestras a
94°C durante 30 segundos.

e Alineacion: la temperatura desciende, de tal manera que los
oligonucledtidos “forward” y “reverse” se alineen con sus secuencias
complementarias, la temperatura requerida dependera de la temperatura de
alineamiento especifica para cada oligonucleétido. La duracién de esta
etapa es de 30 segundos

e [Extension: la temperatura aumenta hasta los 72°C por un minuto para
permitir que la enzima Taq polimerasa se una a cada iniciador y asi, se
sintetice una nueva cadena de ADNCc.

e Elongacion final: se lleva a cabo a una temperatura de 72 °C durante 10
minutos. Con ella se asegura que el ADN de cadena simple restante sea
totalmente amplificado.

e Conservacion: en este paso se lleva la temperatura a 4 °C durante un
tiempo indefinido para conservar los productos de la reaccion.

Estos pasos se repitieron de 30 a 40 veces dependiendo de la muestra a evaluar

para asi obtener multiples copias del fragmento de interés.

Electroforesis

Se continuo el desarrollo de los experimentos con la separacion electroforética de
los productos obtenidos en la PCR en geles de agarosa al 1.2% tefidos con

bromuro de etidio.

Para la preparacion del gel se disolvieron 600 miligramos de agarosa en 50 ml de

buffer TAE 1X. La solucion fue calentada, se afiadieron 4 uL de bromuro de etidio
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(BrEt) y se vertio en la camara de electroforesis dejando gelificar por 40 minutos a

temperatura ambiente.

Las muestras se cargaron en el gel con la siguiente composicidon: 9uL de muestra
con 15uL de buffer de carga; como marcador de peso molecular, se empleé el

patron de ADN comercial 6x DNA Loading (Thermo Scientific).

La separacion electroforética se llevé a cabo en buffer TAE a 65 Voltios durante 80
minutos; finalmente, se obtuvieron tres fotografias de cada uno de los geles en un

fotodocumentador con luz UV ChemiDoc (Bio-Rad).

Los geles correspondientes a cada serie experimental se corrieron por duplicado.

Densitometria

Se realizé el andlisis densitométrico de las bandas presentes en las imagenes
obtenidas utilizando el software ImageJ para concluir con el analisis estadistico

correspondiente.

Analisis de datos

Una vez concluida la fase de experimentacion del proyecto, se realizé el analisis e

interpretacion de los resultados obtenidos.

El andlisis estadistico y las graficas se realizaron con ayuda del programa
SigmaPlot en su versién 12.3.

Se empled la prueba t de Student para evaluar la diferencia entre grupos que
fueron tratados con respecto al grupo control, considerando un valor de
significancia para *P<0.05, **P<0.01 y **P<0.001. Las graficas representativas de
cada experimento muestran el valor promedio de tres ensayos realizados de

manera independiente * el error estandar.
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Resultados




1. La linea celular MDA-MB-231 expresa el ARNm que codifica para el
Factor de Crecimiento Fibroblastico Bésico (FGF2) y el ARNm que
codifica para su receptor, FGFR1.

En 1995, Penault-llorca y colaboradores reportaron la expresion tanto de FGF2
como de FGFR1 en la linea tumoral de mama MDA-MB-231; sin embargo, otros
grupos como el de Korah y colaboradores muestran resultados contradictorios por
lo que, de manera inicial, se decidid evaluar la expresion basal de ambos en la
linea celular MDA-MB-231. Mediante ensayos de RT-PCR se logré6 demostrar la
presencia del ARN mensajero que codifica para FGF2 como se muestra en la
figura 21. De igual manera, se determiné la presencia del ARN mensajero que
codifica para su receptor, FGFRL1. En la figura 21 se observa una intensa banda
obtenida que demuestra una expresion significativa de FGFR1 en esta linea

celular.

P> 500 bp

FGF PM FGFR1 PM

Figura 21. Expresién basal del ARN mensajero que codifica para el Factor de Crecimiento
Fibroblastico Basico (FGF2) y su receptor, FGFR1. a) Los geles obtenidos muestran una
ligera banda de 627 pares de bases que corresponde al peso esperado para FGF2. b) Se
observa una banda intensa de 360 pares de bases que corresponde al receptor de FGF2,
FGFRL1. Las células MDA-MB-231 fueron cultivadas y mantenidas con medio Advanced-
DMEM hasta alcanzar una confluencia del 100%. Posteriormente, se realizé la extraccion
del ARN, la sintesis del ADN complementario (cDNA) y la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) empleando los primers especificos. Los geles de agarosa al 1.2% fueron
tefiidos con bromuro de etidio y digitalizados mediante un fotodocumentador con luz UV.
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2. FGF2 aumenta la capacidad migratoria de la linea celular MDA-MB-231.

Para determinar si FGF2 tiene algun efecto sobre la migracion de las células
tumorales de mama, se realizO un ensayo preliminar de cierre de herida
empleando una concentracién de FGF2 de 600 pM. Después de 15 horas de
incubacion, las células fueron fijadas y tefiidas. Se obtuvieron 5 fotomicrografias
en campos arbitrarios con un microscopio éptico utilizando un objetivo de 4X y se
evalud la migracion celular con base en el area delimitada por los bordes de la
herida. En las imagenes de la figura 22 se observa que las células tratadas con
600 pM de FGF2 muestran una mayor recuperacion de la herida lo cual sugiere

gue FGF2 aumenta la capacidad migratoria de esta linea celular.

Con base en los resultados obtenidos, se decidi6 emplear el ensayo de migracion
en cadmaras Transwell para confirmar y evaluar de manera cuantitativa los cambios
observados en la migracion celular inducida por FGF2. La imagen de la figura 23
muestra las fotomicrografias representativas de las condiciones empleadas asi
como la grafica obtenida del promedio de 3 experimentos independientes * el error
estandar. Se observa que las células que fueron tratadas aumentan 2.4 veces su

capacidad migratoria con respecto de las células que no recibieron el tratamiento.

FGF2 600 pM

Figura 22. Ensayo de cierre de herida. Luego de que las células alcanzaron una
confluencia deseada (alrededor del 70%), se realizé la herida en cada uno de los pozos y
se inici6 el tratamiento de FGF2 por 15 horas para después ser fijadas, tefiidas y
observadas al microscopio para evaluar cambios en la capacidad migratoria inducida por
FGF2 con respecto a la condicion control. Se tomaron 5 fotografias en campos aleatorios
con un objetivo de 4X y se midi6 el area delimitada por los bordes de la herida con ayuda
del programa ImageJ.
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Figura 23. Ensayo de migracion en camaras Transwell. Las células fueron
pretratadas por 48 horas con 600 pM de FGF2; una vez que se alcanz6 el 100% de
confluencia, se cosecharon y sembraron 20 000 por cAmara. Luego de 12 horas,
las células que lograron atravesar los poros de 8um de didmetro presentes en la
membrana fueron fijadas y tefiidas. Se obtuvieron 5 fotomicrografias en campos
arbitrarios con un objetivo de 10X. Con ayuda del software ImageJ, se conté el
niomero de células migratorias. Se observa en a) una de las fotografias
representativas correspondientes a cada condicidn (con o sin tratamiento); y en b),
la gréafica obtenida donde se observa un aumento significativo en la capacidad
migratoria de las células MDA-MB-231 con respecto del grupo control con un valor
de P=0.042. N=3.




3. El efecto que ejerce FGF2 sobre la capacidad migratoria en las células
MDA-MB-231 es dependiente de la concentracion.

Una vez demostrado que FGF2 exacerba la capacidad migratoria de la linea
celular MDA-MB-231, se decidid averiguar si dicho efecto depende de la
concentracion empleada. Para ello se realizé una curva dosis-efecto utilizando
diferentes concentraciones de FGF2 (25 pM, 100 pM, 250 pM, 600 pM y 1000 pM).
Las células fueron pretratadas por 48 horas con las concentraciones
correspondientes a cada pozo; una vez que se alcanzé el 100% de confluencia, se
cosecharon y sembraron 20 000 células en cada camara para cada condicion
experimental. Después de 12 de incubacion se realizd la fijacion y tincion para
obtener las imagenes al microscopio. Se hizo el conteo celular utilizando el
software ImageJ el cual revela cambios significativos en la migracion celular
empleando las concentraciones de 600 pM y 1000 pM con un incremento del
240.7% £47.5y 263.5% +51 respectivamente (figura 24).
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Control FGF2 25 pM FGF2 100 pM
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Figura 24. Efecto dosis-dependiente de FGF2 sobre la capacidad migratoria de la
linea tumoral MDA-MB-231. a) Fotomicrografias a 10X de las células que migraron
a través de la membrana de la cdmara Transwell después del tratamiento a
diferentes concentraciones de FGF2. b) Porcentaje de migraciéon celular con
respecto a la condicion control. Los resultados se representan como los promedios
* el error estandar de tres experimentos independientes. *P<0.05
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4. FGF2 incrementa la capacidad proliferativa de la linea tumoral de
mama MDA-MB-231.

El papel que tiene FGF2 sobre algunos procesos celulares y en particular sobre la
capacidad proliferativa de algunas lineas tumorales resulta muy controversial. El
trabajo realizado hace dos décadas por el grupo de Delehedde demostré que este
factor de crecimiento estimulaba la proliferacion de la linea tumoral de mama
MCF-7 y por su parte, que las células MDA-MB-231 eran insensibles ante el
estimulo.

Para evaluar dicho efecto, se trat6 a nuestro modelo experimental con una
concentracion de 600 pM de FGF2. Luego de 24 horas de tratamiento, se empled
el contador de células portétil Scepter 2.0 y se demostré un aumento significativo
del 21.4% 4.2 en el numero de células en comparacion con el grupo control. La

figura 25 muestra la gréfica correspondiente al conteo celular realizado.
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Figura 25. Efecto de FGF2 sobre la capacidad proliferativa de la linea tumoral
MDA-MB-231. El conteo celular arrojé un valor promedio de 94.92 x 10° células/ml
para la condicion control y 115.27 x 103 células/ml para las células que fueron
tratadas con FGF2. Los resultados se representan como el promedio + el error
estandar de tres experimentos independientes. *P<0.05.
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5. Las céluas MDA-MB-231 expresan el ARN mensajero que codifica para
los Factores de Transcripcion Snaill, Snail2 y Zeb1.

Se decidi6 valorar la presencia de los Factores de Transcripcion Asociados a la
Transicion Epitelio Mesénquima Snaill, Snail2, Twist y Zebl. Mediante RT-PCR
se evaluaron los niveles de expresion del ARNm que codifica para cada uno de
ellos. La figura 26 muestra las bandas obtenidas de los geles de electroforesis y el
valor promedio de las densitometrias expresado con respecto de [-actina,
observando una mayor expresion basal de Snail2 (1.03 +0.04 UA) con respecto a
Snaill (0.52 +0.05 UA) y Zebl (0.49 +0.07 UA), cuyos valores resultan muy

similares. Por otro lado no se detecto la expresion de Twist en esta linea celular.
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Figura 26. Nivel de expresion del ARNm que codifica para Snaill, Snail2, Twist y
Zebl. a) Se muestran las bandas que corresponden al ARNm que codifica para
Snaill (388 bp), Snail2 (235 bp) y Zebl1 (736 bp). No se observa alguna banda que
corresponda a Twist. b) La grafica muestra los promedios + el error estandar de
tres ensayos independientes con respecto al nivel de expresion del ARNm que
codifica para B-actina expresados como unidades arbitrarias (UA).
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6. El tratamiento con FGF2 aumenta el nivel de expresion del ARN
mensajero que codifica para los Factores de Transcripcion Snail2 y
Zebl.

Para investigar si el aumento de la capacidad migratoria inducido por FGF2

pudiera ser regulado por alguno de los Factores de Transcripcion que fueron

evaluados, se analizé si FGF2 era capaz de inducir cambios en los niveles del

ARNmM que los codifica. El tratamiento por 4 horas con una concentracion de

600 pM de FGF2 resultd en un aumento significativo del nivel de expresion del

ARNmM que codifica para Snail2 y Zebl con un valor de 181 y 167%,

respectivamente. Por otro lado, no hubo cambios significativos en la expresion

del ARNm que codifica para Snaill (figura 27).
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Figura 27. Efecto del FGF2 sobre el nivel de expresion del ARNm que codifica para los
EMT-TF’s Snaill, Snail2 y Zeb1l. Las células fueron MDA-MB-231 tratadas durante 4 horas
con 600 pM de FGF2 y mediante ensayos de RT-PCR se evaluaron cambios en el nivel de
expresion del ARNm con respecto su grupo control. a) Se muestran las bandas que
corresponden al ARNm que codifica para Snaill con y sin tratamiento. b) El analisis
estadistico no muestra diferencias significativas entre ambos grupos. Se observa en c) una
mayor intensidad de la banda que corresponde a Snail2 tras el tratamiento y en d) la
grafica obtenida donde se aprecia un aumento del 81% (14.43) en la expresion del ARNm.
e) Para el nivel de expresién de Zebl también se observa un aumento en la intensidad de
la banda obtenida con el tratamiento de FGF2. f) El andlisis estadistico revela un alto grado
de significancia con un valor del 167% (+4.39) con respecto de su grupo control. Las
graficas muestran los promedios + el error estandar de tres ensayos independientes.
*P<0.05; **P<0.01.
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7. El aumento en el nivel de expresion del ARN mensajero que codifica
para Snail2 y Zeb1 es dependiente del tiempo de exposicion a FGF2.
De manera general, la expresion de los factores de transcripcion ocurre durante
las primeras horas de exposicion ante el estimulo, sin embargo muestran un
comportamiento variable con respecto al tiempo; debido a esto, decidimos analizar
el curso temporal de expresion de los factores de transcripcion Snaill, Snail2 y
Zebl en las células MDA-MB-231 al ser estimuladas con FGF2.

Las células se mantuvieron en condiciones de cultivo estandar y cuando
alcanzaron una confluencia del 90% se inicio el tratamiento con FGF2 (600 pM)
durante 1, 2, 4, 6 y 8 horas. Mediante RT-PCR se determind la expresion a lo largo
del tiempo del ARNm que codifica para cada uno de los EMT-TF’s.

La linea tumoral MDA-MB-231 no habia mostrado cambios significativos en el
nivel de expresion del ARNm que codifica para Snaill a las 4 horas de tratamiento
y, aunque es posible apreciar un ligero incremento a las 6 horas, no existen
diferencias estadisticamente significativas sobre su expresion que sugieran una

regulacion por parte de FGF2.

Para el caso de Snail2 se obtiene un aumento significativo desde la primera hora
de exposicion a FGF2, el cual se intensifica hasta las 4 horas alcanzando un valor
del 181.7% +14.4 comparado con la condicion control, y que luego regresa a su

nivel basal.

Por su parte, la expresion del ARNm codificante para Zebl también muestra un
aumento dependiente del tiempo que se vuelve significativo a partir de las 4 horas
(167.5 *4.4) duplicando el valor basal a las 8 horas de haber iniciado el

tratamiento (figura 28).
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Figura 28. Curso temporal de la expresion del ARNm que codifica para Snaill, Snail2 y Zebl
inducida por FGF2. Se realiz6 la extraccion de ARN de las células MDA-MB-231 a los tiempos
indicados después de la exposicion a 600 pM de FGF2. a) Se observan los geles correspondientes
a los factores de transcripcién evaluados en los tiempos que se sefialan asi como la expresion del
B-actina empleado como gen reportero. b) A pesar de que la grafica muestra un ligero incremento
de Snaill a las 6 horas, no resulta estadisticamente significativo. ¢) Snail2 aumenta su expresion
desde la hora 1 (127 % +6.5) alcanzando un valor maximo observado a las 4 horas (181.7% +14.4)
para luego regresar al nivel basal. d) Aunque Zebl también muestra un aumento desde la primera
hora de exposicion a FGF2, estos cambios no son significativos hasta las 4 horas (167.5% 4.4)
alcanzando un valor de expresion de 200.8% +11.3 a las 8 horas. Los valores para cada muestra
se normalizaron a los niveles de B-actina. En cada experimento, el nivel basal de cada factor de
transcripcion en células no tratadas se definié como el 100%. Los datos mostrados representan el
promedio de tres experimentos independientes + el error estandar. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.
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8. El estimulo con FGF2 aumenta los niveles del ARNm que codifica para
VEGF-A de manera independiente de HIF-1a

Se sabe que la expresion de VEGF en la condicidon tumoral es regulada por un
amplio numero de efectores incluyendo factores de crecimiento, citocinas,
oncogenes, hormonas, entre otros. Desde hace casi dos décadas el grupo de
Seghezz demostré que FGF2 era capaz de inducir la expresion de VEGF en las
células endoteliales a través de un mecanismo autécrino y paracrino. Por otro
lado, es bien sabido que en condiciones bajas de oxigeno, el Factor Inducible de
Hipoxia-1 es el responsable de la regulacion transcripcional de VEGF aunque,

recientemente ha surgido evidencia que refuta esta idea.

Para evaluar la participacion de algin mecanismo responsable de la induccion
angiogénica en nuestro modelo celular decidimos evaluar la presencia de VEGF-A
y la subunidad HIF-1a encontrando niveles altos en la expresion basal del ARN

mensajero que codifica para ambas moléculas como se muestra en la figura 29.

El siguiente paso fue determinar si el nivel de expresion tanto de VEGF-A como de
HIF-1a es sensible al estimulo con FGF2 para asi, poder establecer algun
mecanismo regulatorio que implique la participacion del Factor de Crecimiento

Fibroblastico Basico en el desarrollo de un microambiente tumoral favorable.

Para ello, las células MDA-MB-231 fueron cultivadas hasta alcanzar una
confluencia del 80% vy tratadas con una concentracion de FGF2 de 600 pM

durante 4 horas para medir cambios en el nivel de expresién de VEGF-A y HIF-1a.

Mediante ensayos de RT-PCR se determiné un aumento significativo en la
expresion del ARNm que codifica para VEGF-A del 71% +26.6 con respecto al
nivel de expresién en las células que no fueron estimuladas. Sin embargo, el
estimulo con FGF2 no indujo un cambio significativo en el nivel de expresion del

ARNmM que codifica para HIF-1a (figura 30).

72

——
| —



500 bp 500 bp

PM VEGF-A PM HIF-1a
P =0.042

Figura 29. Expresiol ] * )ara VEGF-A y la subunidad HIF-1a en
la linea tumoral MD, 1antenidas en condiciones estandar de
cultivo hasta lograr t 1liz6 la extraccion del ARN vy la sintesis
del ADN compleme rs especificos para ambas moléculas
evaluadas. Los prod rron entonces a la electroforesis. En a)
se aprecia una banc 5 2001 s de bases que corresponde al ARNm
gue codifica para Vs = observa la presencia del ARNm que

)

©
codifica para la subu 8 2
S $ 150
8o
%
a) = 100 1
500 bp
368 bp 258 bp
PM Control FGFgontrol FGF2 PM Control FGF?2
600 pM
C) d)
250 4 120 4
P =0.037
200 1 * 100 1 I

80 -
150 -

60 q

100 -

40 -

Nivel de expresion del ARNm
(Porcentual)

Nivel de expresion del ARNm
(Porcentual)

20 1

0/
Control FGF2 Control FGF2
600 pM 600 pM

Figura 30. Expresion del ARNm que codifica para VEGF-A y HIF-1a inducida por FGF2.
Después del tratamiento de FGF2 por 4 horas los niveles de ARNm fueron medidos. a) Se
muestra un gel representativo de la electroforesis donde se observa una mayor intensidad
de la banda obtenida (368 pares de bases) para VEGF-A tras el estimulo de FGF2 con
respecto de la condicién control. b) El promedio de tres experimentos independientes
revela un aumento en la expresién del ARNm del 71% +26.6 inducido por el tratamiento de
FGF2. c) La expresion de HIF-1a no parece estar implicada en el aumento de VEGF-A a
las 4 horas de tratamiento. d) El andlisis estadistico no muestra diferencia entre la
expresion del ARNm que codifica para HIF-1a con o sin el estimulo. N=3; *P<0.05.
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9. El aumento en la expresion de VEGF inducido por FGF2 puede ser

regulado por IL-6

La presencia de la subunidad HIF-1a resulté controversial debido a que no parece
estar involucrada en el aumento del nivel de expresién de VEGF-A inducido por
FGF2. Por otro lado, numerosos estudios han demostrado que la expresion de
VEGF en el cancer puede ser regulada por diversas moléculas presentes en el
microambiente tumoral, entre ellas algunas citocinas proinflamatorias. A su vez, se
ha demostrado que algunas pueden ser reguladas por FGF2 como lo es

interleucina-6 (IL-6).

Para determinar la posible participacion de IL-6 en la sobreexpresion de VEGF-A
inducida por FGF2, decidimos investigar si en nuestro modelo experimental existia
la expresion basal de esta molécula. Mediante RT-PCR determinamos la
presencia del ARNm que codifica para IL-6 obteniendo una banda intensa de 388

pares de bases (Figura 31).

500 bp
388 bp

Figura 31. Expresion basal del ARNm que codifica para IL-6 en la linea celular MDA-MB-
231. Empleando los primers especificos se determiné la presencia de una banda intensa
de 388 pares de bases que demuestra la expresiéon de IL-6 en la linea tumoral de mama
MDA-MB-231 a nivel del ARN mensajero.

Posteriormente, decidimos evaluar si el estimulo con FGF2 podia modificar el nivel
de expresion basal de IL-6. Asimismo, ya que era necesario descartar un posible
desfase temporal entre la expresion de HIF-1a y el aumento observado de VEGF-
A a las 4 horas, decidimos evaluar la expresiéon de VEGF-A, HIF-1a e IL-6 a
diferentes tiempos de exposicion a FGF2 (1, 2, 4, 6 y 8 horas). Los resultados
obtenidos muestran que el incremento en el nivel de expresién de VEGF-A es
dependiente de la duracion del estimulo, siendo estadisticamente significativo
entre las primeras 2 y 6 horas de iniciado el tratamiento. Por otro lado, se
comprobd que no existen cambios en el nivel de expresion de HIF-1a en los

tiempos observados, lo cual indica que el aumento en el nivel de expresion de
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VEGF inducido por FGF2 es independiente de la regulacion del Factor Inducible
de Hipoxia-1. Los resultados muestran también una sobreexpresion significativa
de IL-6 a partir de la primera hora del estimulo (158.5% +19.7) que se intensifica a
las 4 horas (180.5% +13.6) y que correlaciona con el aumento de VEGF-A
pudiendo actuar como una molécula intermediaria en la sefalizacion de FGF2
(figura 32).
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Figura 32. Curso temporal de la expresién del ARNm que codifica para VEGF-A, HIF-1a e IL-6
inducida por FGF2. Después del tratamiento de FGF2 a los tiempos que se indican los niveles de
ARNm fueron medidos mediante RT-PCR. a) Se muestran los geles correspondientes a cada
condicién b) Se observa una maxima expresion de VEGF a las 4 horas 186.9 +30.2. ¢) FGF2 no
induce cambios en la expresion de HIF-1a. d) Para IL-6 se obtuvieron valores significativos entre la
hora 1 y 6 con un valor maximo de 180.5% +13.6 a las 4 horas de iniciado el tratamiento. Los
valores para cada muestra se normalizaron a los niveles de f3-actina. N=3; *P<0.05; **P<0.01.
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Discusion




La capacidad del FGF2 para inducir la Transicion Epitelio-Mesénquima (TEM) ha
sido estudiada a partir de los trabajos publicados por los grupos de Perantoni y
Sakurai en 1995 y 1977 respectivamente, quienes mostraron que dicho factor de
crecimiento promueve la tubulogénesis temprana en el desarrollo embrionario. Sin
embargo, es sabido que algunas de las sefales responsables de inducir la TEM
durante la embriogénesis, estan implicadas también en los procesos de invasion
tumoral y metéstasis, a lo cual FGF2 no parece ser la excepcién (Yang y
Weinberg, 2008).

El FGF2 asi como su receptor, juegan un papel muy importante durante el
desarrollo de la glandula mamaria y en la homeostasis del organismo, por lo que la
desregulacion de la sefalizacion de FGF2 se ha asociado a diversas patologias,
incluyendo el desarrollo del cancer, donde se observa una sobreexpresion de
FGFR1. La activacién de este receptor induce el proceso de Transicion Epitelio-

Mesénquima, la invasion y la angiogénesis tumoral (Nieto y Cano, 2012).

El papel del FGF2 puede variar dependiendo la etapa durante la progresion
tumoral asi como del tipo de cancer, por lo que su funcién pudiera resultar en un

inicio contradictoria.

Se ha observado que el nivel de expresion del FGF2 es inversamente proporcional
al grado de malignidad de las células tumorales y al tamafio del tumor, lo cual
hace que los pacientes que presentan bajos niveles de FGF2 tengan un prondstico
de sobrevida malo (Lugmani y cols., 1992; Anandappa, 1994). Ensayos de
inmunohistoquimica demostraron la presencia de FGF2 en muestras de
remanentes mioepiteliales benignos y en la membrana basal que rodean al tumor
pero no en las células malignas (Gomm y cols., 1991). En el afio 2000, el grupo de
investigacién de Korah demostrd que la expresion de FGF2 en la linea tumoral de

mama MDA-MB-231 induce un fenotipo menos maligno.

Las evidencias en la literatura cientifica son controversiales en cuanto al papel del
FGF2 en el inicio, desarrollo y metéastasis del cancer, por lo que de decidimos

evaluar en el presente trabajo el papel de este factor de crecimiento en una linea
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tumoral con alto potencial metastasico, la cual representa el estadio Il y IV del

desarrollo del cancer de mama en los humanos.

Las células tumorales son capaces de generar sus propias sefiales de
crecimiento, reduciendo asi su dependencia a las condiciones del microambiente
tumoral. Esta autonomia de las células tumorales interrumpe los mecanismos
regulatorios del organismo que normalmente funcionan para garantizar un

comportamiento adecuado de los diversos tipos de células y tejidos.

Con base en esta teoria, se comprobd la expresion basal de FGF2 en nuestro
modelo experimental, reportada inicialmente en 1995 por el grupo de Penault-
llorca y colaboradores que, si bien es menor con respecto de otras lineas celulares
de mama de menor malignidad, puede representar un sistema autosuficiente de
sefalizacion. Esta hipotesis se ve reforzada al observarse la presencia de altos
niveles del ARNm que codifica para el receptor FGFR1, lo que sugiere que las
células MDA-MB-231 estan capacitadas para responder a la presencia extracelular
de FGF2, iniciando la cascada de sefalizacion activada por la unién
FGF2/FGFRL1.

La capacidad metastasica de las células tumorales puede evaluarse considerando
varios indicadores, tales como la capacidad migratoria y la capacidad proliferativa.
La presencia de FGF2 induce un incremento significativo en la capacidad
migratoria de las células MDA-MB-231, siendo este efecto dosis-dependiente,
obteniendo una concentracién 6ptima estimulatoria de 600 pM, muy parecida a la
reportada en la bibliografia, 10 ng/ml. Con respecto a la capacidad proliferativa, la
presencia de FGF2 por 24 horas indujo un aumento del 21.4% en el conteo celular
de la linea tumoral MDA-MB-231.

El fenotipo mesenquimal de las células tumorales es mantenido por la expresion
de factores de transcripcion asociados a la TEM, tales como Snaill, Snail2, Twist y
Zebl. En condiciones de cultivo estandar, encontramos que las células MDA-MB-
231 expresan el ARNm que codifica para Snaill, Snail2 y Zebl. Decidimos

investigar si el tratamiento con FGF2 era capaz de inducir cambios en los niveles
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del ARNm que codifica para estos factores de transcripcion. Los resultados
obtenidos muestran que el estimulo de FGF2 durante 4 horas a una concentracion
de 600 pM induce la sobreexpresion del ARNm que codifica para Snail2 y Zebl,
obteniendo un incremento del 81 y 67%, respectivamente. Ademas se observo
que dicho aumento es dependiente de la duracion del estimulo. Por otro lado,
FGF2 no indujo cambios en la expresion del ARNm que codifica para Snaill al
tiempo evaluado. Este cambio en la expresion de dichos factores de transcripcion
van asociados con una disminucion en los niveles de expresion de E-cadherina. El
trabajo de Man-Tat Lau en 2013, sugiere la participacion de FGF2 en la represion
de E-cadherina mediante la activacion de los factores de transcripcion Slug
(Snail2) y Zeb1 a través de las vias de sefalizacion PI3K/Akt/mTOR y MAPK/ERK

respectivamente en un modelo celular de cancer de ovario.

Estos resultados sugieren que el FGF2 induce el incremento de la capacidad
migratoria de las células MDA-MB-231 mediante la represion de la expresion de la
proteina E-cadherina apuntando principalmente a la participacién de los factores
de transcripcion Snail2 'y Zeb1.

Ademas de la estimulacién de la proliferacion celular, los factores de crecimiento
pueden promover el crecimiento tumoral estimulando la angiogénesis intratumoral.
El principal factor angiogénico es el VEGF-A, el cual estd ampliamente expresado
en la mayoria de los tumores. Sélo algunas moléculas extracelulares han sido
encontradas capaces de regular la expresiéon de VEGF-A a nivel tumoral y entre
ellas se encuentra el Factor de Crecimiento Transformante-g (TGF-B), en células
foliculoestrelladas de la hipdfisis; el Factor de Crecimiento Insulinico (IGF), en
células de céancer colorrectal; el Factor de Crecimiento Epidermal (EGF), en
células de glioma maligno; el Factor de Crecimiento de Hepatocitos (HGF) y el
Factor de Crecimiento Fibroblastico Basico (FGF2). Diversos estudios reportan
una correlacion positiva entre una expresion elevada de VEGF-A y la densidad
microvascular del tumor asi como de los niveles séricos de este factor con

respecto a la progresion tumoral (R.M.B. Loureiro y cols., 2005).
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La presencia de FGF2 en las células MDA-MB-231 induce un incremento de los
niveles basales del ARNm que codifica para VEGF-A. Este aumento depende del
tiempo de exposicion, el cual toma un valor estadisticamente significativo a partir
de las 2 horas de haber iniciado el estimulo (142.3% +9.6), alcanzando un valor
maximo observado a las 4 horas (186.9% +30.2) y que luego regresa a su nivel

basal.

En varios modelos experimentales de células tumorales se ha demostrado que la
expresion de HIF-1a generado por condiciones de hipoxia induce la expresion de
VEGF-A; sin embargo, en nuestro modelo experimental no parecen estar

relacionados.

Dankbar y colaboradores en el afio 2000, demostraron que IL-6 induce la
expresion de VEGF-A en células de mieloma mudltiple y que reciprocamente,
VEGF-A estimula la secrecion de IL-6 en el estroma y en células endoteliales
microvasculares. Por su parte, el grupo de Wei reporté en 2003 que IL-6 induce la
produccion de VEGF-A en células de cancer cervical C33A. Por el contrario, Hatzi
y colaboradores en el afio 2002, encontraron que IL-6 inhibe la angiogénesis
inducida por VEGF-A empleando como modelo experimental la cérnea de conejo y
demostraron que la expresion de IL-6 en xenoinjertos de tumores de
neuroblastoma en ratones se correlaciona con una reducida neovascularizacion y
la inhibicion del crecimiento tumoral. Estas evidencias sugieren el papel diferencial
que puede ejercer la IL-6 sobre la expresion de VEGF, que dependera del modelo

experimental empleado.

Para el caso particular de la linea MDA-MB-231, reportamos una expresion basal
de IL-6, la cual fue exacerbada por el tratamiento con FGF2 desde la primera hora
de estimulo y que se incrementa hasta las 4 horas, alcanzando un valor maximo a
este tiempo de 180.5% +13.6 con respecto a la condicion control. Considerando la
temporalidad en los niveles de expresion del VEGF-A y de IL-6 en las células
MDA-MB 231 expuestas a FGF2, podemos sugerir que IL-6 induce la expresion de

VEGEF-A, desconociendo hasta el momento el mecanismo molecular involucrado.
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Conclusiones




Los datos experimentales presentados en esta tesis demuestran que el FGF2
participa de manera importante en el mantenimiento del fenotipo mesenquimal de
la linea celular MDA-MB-231 proveniente de cancer de mama mediante los

siguientes mecanismos:

e Incrementa la capacidad migratoria y proliferativa de las células MDA-MB-
231.

e Regula el nivel de expresion de los Factores de Transcripcion Asociados a
la Transicion Epitelio- Mesénquima (EMT-TF’s) Snail2 y Zebl en las
primeras 4 horas de tratamiento.

¢ Induce un aumento en el nivel de expresion del ARNm que codifica para el
Factor de Crecimiento Vascular Endotelial A (VEGF-A) de manera
dependiente del tiempo de estimulo e independiente del Factor Inducible de
Hipoxia-1

e Promueve la sobreexpresion de IL-6 que puede estar implicado en la
regulacion de VEGF-A.
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