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RESUMEN

El cadncer de mama triple negativo, TNBC, (Triple Negative Breast Cancer) representa
del 15% al 20% del total de casos de cancer de mama reportados, se caracteriza por ser
altamente invasivo y quimio-resistente, por lo que presenta una alta tasa de mortalidad,
observandose una mayor incidencia en mujeres jovenes afroamericanas y latinas. El
TNBC no responde a la hormonoterapia convencional, ya que no expresa receptores a
progesterona, factor de crecimiento epidérmico y receptor a estrégenos «, de ahi la
busqueda de nuevos blancos farmacologicos para su tratamiento, encontrandose que
estas células sobre-expresan el receptor a estrogenos B (ERp), sin conocerse a detalle

el papel funcional de estos receptores en las células tumorales.

Antecedentes recientes obtenidos en el laboratorio de Neuroendocrinologia del Instituto
de Fisiologia, mostraron que las células MDA-MB 231, células tumorales triple negativo,
expresan el ARNm que codifica para el ERB, y que al ser activado con un agonista
especifico (DPN), estimula su capacidad proliferativa y migratoria (Avalos R., 2017),

desconociéndose el mecanismo molecular involucrado.

Por lo que el proposito general del presente trabajo, fue evaluar el efecto que ejerce la
activacion del ERB sobre los elementos moleculares del sistema de los factores de
crecimiento similares a insulina (IGF) en el cancer de mama triple negativo, ya que
numerosas evidencias muestran que el sistema del IGF incide positivamente sobre la

capacidad proliferativa y migratoria de las células tumorales.

Experimentos iniciales de RT-PCR muestran que la linea celular MDA-MB 231 expresa
el ARNm que codifica para el ERpB, asi como para los elementos moleculares del sistema
IGF (IGF-1, IGF-2, IGF-R1, IGF-R2). La activacién del ER[B por la presencia cronica de
DPN por 72 horas, induce un cambio diferencial en el nivel de expresion del ARNm que
codifica para los diferentes elementos moleculares del sistema de IGF, llamando la
atencion un incremento en la expresion de IGF-2 (Factor de crecimiento similar a

insulina tipo 2), tanto a nivel de ARNm como de proteina. El efecto observado se debe a



la activacion del ER, ya que la presencia de un antagonista especifico (PHTTP), reduce

la expresion de IGF-2.

La presencia cronica de IGF-2 exacerba la capacidad migratoria de las células MDA-MB
231, esta capacidad se relaciona positivamente con el mantenimiento del fenotipo
mesénquimal, caracterizado por un incremento en el nivel de expresion del factor de
transcripcion Zebl1 (marcador del fenotipo mesénquimal) y una reduccion en la expresion
de E-Cadherina (marcador del fenotipo epitelial). Otro elemento molecular involucrado
en la capacidad migratoria de las células MDA-MB 231 es la expresion funcional del
canal de sodio Nav 1.5, ya que su bloqueo con TTX reduce el porcentaje de células que
migran. Las células MDA-MB 231 expuestas a IGF-2 aumentan el nivel de expresion de

este canal.

Las células MDA-MB 231 en condiciones basales expresan con mayor intensidad el
ARNmM que codifica para IGF-R1 (Receptor tipo 1 para el factor de crecimiento al factor
de insulina), receptor especifico para IGF-1 (Factor de crecimiento similar a insulina tipo
1) e IGF-2. La activacion de este receptor, que posee una actividad intrinseca de tirosina
cinasa, desencadena dos vias de sefalizacion: la via PI3BK/AKT y la via de las MAPK.
Con el interés de poder discriminar cual de las dos rutas intracelulares esta involucrada
en la capacidad migratoria estimulada por IGF-2, empleamos antagonistas especificos
para cada una de las vias. Los resultados obtenidos muestran que al bloquear
cualquiera de las dos vias, repercute de manera negativa no solamente en la capacidad

migratoria de las células MDA-MB 231, sino también en su capacidad proliferativa.

Los resultados obtenidos sientan las bases para proponer a corto y mediano plazo al
ERB y al complejo IGF-2/IGF-R1 como nuevos blancos farmacologicos para el

tratamiento del cancer de mama triple negativo.



ANTECEDENTES

= CANCER

La proliferacion y la muerte son caracteristicas que las células sanas mantienen bajo un
control estricto a nivel molecular, equilibrados por estimulos de diferente naturaleza
(Podoa F et al., 2010.) como, por mencionar algunos ejemplos, cuando las células
normales envejecen, o sufren dafio alguno y mueren, estas son remplazadas por

células nuevas. En el cancer, sin embargo, este proceso se encuentra alterado.

En el comienzo del estudio de esta enfermedad, en 1838, se describié que el tejido
canceroso estaba conformado por células con morfologia alterada, y se postulé que la
causa de esta enfermedad yacia en lesiones celulares (Hajdu S., 2004). Actualmente,
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define al cancer como un grupo de mas de
100 diferentes entidades clinicas de diverso origen que tiene como caracteristica
principal el rapido y desordenado crecimiento de células anormales; en la mayoria de los

casos se trata de padecimientos crénico-degenerativos. (OMS, 2018).

FISIOPATOLOGIA
La division descontrolada de células anormales, involucra multiples etapas, iniciando con
un dafio o alteracion en el ADN ya sea por mutaciones, deleciones, amplificaciones y
translocaciones cromosdmicas (Cobaleda et al., 1998), que conduce a la formacion de
agregados que crecen dafando tejidos vecinos y alteran su fisiologia. La acumulacion
de defectos en los mecanismos que regulan el ciclo celular y la proliferacion es la causa
subyacente de la heterogeneidad de los diversos tipos de cancer; y sus diferentes
respuestas a los tratamientos. Ademas, dichas células cancerosas pueden migrar e
invadir tejidos lejanos, donde encuentran un nicho apropiado para continuar su
crecimiento originando una metastasis seguida de una transformacién progresiva de las
células normales a derivados altamente malignos, con una alta tasa de division y

aumentada capacidad de sobrevida (Sanchez C., 2013). Ademas se han propuesto



caracteristicas adicionales como la evasion de la vigilancia inmune, un mejorado
metabolismo anabdlico, inestabilidad gendmica, entre otras (Hanahan y Weinberg,
2011) (Figura 1).
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Figura 1. Caracteristicas de las células tumorales (Modificado de Hanahan y Weinberg, 2014).

A medida que las células adquieren un mayor nimero de mutaciones, un mayor numero
de células nuevas anormales se acumulan. Estas células adicionales pueden proliferar,
tendiendo a formar masas, comunmente llamadas “tumores”. Durante el desarrollo del
tumor, dichas células suelen adquirir ciertas propiedades que le permiten invadir tejidos

vecinos o distantes, proceso conocido como metastasis. (OMS, 2018).



EPIDEMIOLOGIA

Hoy dia, el cancer es uno de los principales problemas de salud publica a nivel global; a
pesar de los esfuerzos por reducir el impacto de esta enfermedad, datos recientes
muestran que la incidencia a nivel mundial es de mas de 18 millones de casos nuevos,
encabezado por el cancer de pulmon y el cancer de mama, ambos con una incidencia
del 11.6% (Figura 2 Derecha) del total de canceres. Del mismo modo, los datos
revelan que la mortalidad de esta enfermedad, alcanz6 los 9 millones de muertes,
representando el 6.6% de las muertes por cancer de mama (Figura 2 lzquierda) (IARC,
2018).

Estadistica mundial para todos los canceres (2018)

Numero estimado de casos nuevos Numero estimado de muertes

Pulmén
2 093 876 (11.6%)

Pulmén
1 761 007 (18.4%)

Mama
B 2088849 (11.6%)

Otros
3781 406 (39.6%)
Colorrectal

Otros
8323 793 (46%) 880 792 (9.2%)

Colorrectal
1 849 518 (10.2%)
Estomago
782 685 (8.2%)

Prostata

1276 106 (7.1%)
Estomago Pancreas
1033 701 (5.7%) 432 242 (A 5%)

Higado

781 631 (8.2%)

Higado Esofago Mama

Esofago
508 565 (5.3%) 626 679 (6.6%)

572 034 (3.2%) 841 080 (4.7%)

Total : 18 078 957 Total : 9 555 027

Figura 2. Estadistica mundial para todos los canceres, para ambos sexos y todas las edades
(Modificado de IARC, OMS, 2018).

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
socioecondmicas, entre muchos otros mas factores que pueden determinar el desarrollo

de esta enfermedad en la poblacion.



CANCER EN MEXICO

En México, segun la Union Internacional Contra el Cancer, este padecimiento tiene una
alta incidencia y mortalidad, sélo después de la diabetes y las enfermedades
cardiovasculares. En 2013, la Secretaria de Salud y la Subsecretaria de Prevencién y
Promocion de la Salud, estimaron que se detectaron 128 mil casos nuevos anuales
(Hernandez J. A., 2016).

Estudios realizados por el IARC (International Agency for Research on Cancer) sobre
el riesgo acumulado de incidencia estimado en 2018, mostrd que la mayor incidencia de
cancer en México se deben al cAncer de mama y al cancer de préstata, sin embargo, el
mismo reporte sefiala que la mayor tasa de mortalidad por cancer es debida al cancer de

mama, aun sin hacer diferencias entre el sexo (IARC 2018).

e CANCER DE MAMA

La mama estd conformada por tejido adiposo y glébulos glandulares. En este tejido, se
encuentra una red de l6bulos (de 15 a 20), formado por minusculas estructuras
tubulares llamadas lobulillos, irrigada por vasos sanguineos y linfaticos. Los l6bulos y
lobulillos estan unidos por una serie de ductos o conductos galactéforos que conducen la
leche hacia el pezon durante la lactancia (NCI 2012).

A través de las diferentes etapas de la vida humana, bajo el control hormonal, la mama
se encuentra sometida a una remodelacion y diferenciacion constante. Las mamas
crecen, durante la pubertad como resultado de la actividad endocrina del ovario,
presentandose un aumento en los niveles de produccion de hormonas esteroideas

femeninas (estrégenos y progesterona) (Polyak, 2007).

La incidencia del cancer de mama en el mundo industrializado ha incrementado en los
altimos 50 afios, en mujeres adultas a nivel mundial. A pesar de que las razones de esto

alun no son del todo claras, se considera resultado de la acumulacibn de cambios



genéticos y epigenéticos, donde las hormonas tienen un papel relevante (Hartman J. et
al., 2009).

PATOGENESIS
Se define al cancer de mama como un conjunto de enfermedades cuyo origen son
células malignas provenientes del tejido de la glandula mamaria. La historia natural del
cancer de mama se origina cuando las células saludables empiezan a transformarse,
cambiando de un fenotipo a otro; generalmente de un fenotipo epitelial a uno
mesénquimal, ademas, presentan serie de mutaciones a nivel genético que son inducen
una proliferacion descontrolada (ASCO, 2017). No obstante, la mayoria de las
mutaciones vinculadas al cancer de mama son adquiridas, es decir que el cambio
ocurrio en las células de la glandula mamaria durante el transcurso de la vida, y no es un
cambio heredado. El 95% de los canceres de mama surgen de los elementos epiteliales

de la mama, por lo que se les denomina carcinomas.

TRANSICION EPITELIO MESENQUIMA

La idea de una transicion epitelio mesénquima surge de las observaciones realizadas
por la Dr. Elizabeth Hay en 1995. Eventos tales como la perdida de las uniones
y polaridad apico-basal de las células epiteliales, reestructuracion del citoesqueleto, asi
como cambios en los programas de mantenimiento del fenotipo celular son algunos de
los procesos clave de dicha EMT (Epithelial Mesenchymal Transition) (Thiery et al.,
2009) De manera fisioldgica la EMT juega un rol determinante en procesos tales como la
formacion del embrion, el desarrollo de la cresta neural, la cicatrizacion de heridas, la
regeneracion tisular y en la fibrosis (Kalluri y Weinberg, 2010). Hoy en dia sabemos
que las células epiteliales tienen la capacidad de cambiar de fenotipo, a células

mesenquimales y de regresar nuevamente a un fenotipo epitelial, parcial o totalmente.



De manera especifica, en el cancer, la EMT ha demostrado que es un proceso
determinante en el potencial metastasico de las células cancerosas. Factores de
transcripcion, como lo son Snail (1 y 2), Zeb, entre otros, contribuyen en la EMT. La
represion de genes determinantes de la union y polaridad epitelial, como lo es E-
Cadherina, asi como la activacion de genes definen el fenotipo mesenquimal son
algunas de las funciones que cumple la expresion de Zeb en el cancer (Xu et al., 2009.
Peinado et al., 2007).

Una vez que las células cancerigenas adquieren el fenotipo mesenquimal suelen invadir
sitios alejados a su lugar de origen, viajando a través del torrente sanguineo y/o los
vasos linfaticos para llegar a érganos periféricos, siendo tejidos diana secundarios de
invasion (Polyak, 2007).

EPIDEMIOLOGIA GLOBAL
En Estados Unidos, el cAncer de mama en las mujeres caucésicas, puede presentarse
a cualquier edad, mientras que, en las mujeres afroamericanas hay una mayor
incidencia antes de los 40 afios de edad con indices de mortalidad altos, segun datos del
Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos de América (National Cancer
Institute) (NCI, 2014). Asi mismo para América Latina y el Caribe, tanto en niumero de
casos nuevos como en numero de muertes, no dista de las estadisticas mundiales, de

acuerdo con estadisticas de la PAHO (Pan-American Health Organization).

El cancer de mama destaca como una de las primeras causa de muerte por tumores
malignos en la poblacion adulta femenina. Los datos mas recientes indican que se
detectaron poco mas de 2 millones de nuevos casos diagnosticados de cancer de
mama, siendo el segundo lugar en incidencia, s6lo debajo del cancer de pulmén; con
una mortalidad aproximada de 626 679 millones de defunciones para dicho afo (Figura
2) (IARC 2018).



EPIDEMIOLOGIA NACIONAL
A partir de la disposicion de los primeros datos sobre esta enfermedad, recabados entre
1955 y 1960, hasta fechas mas recientes, la incidencia y mortalidad por cancer de mama
se ha elevado. Estudios realizados recientemente por el INEGI sobre las defunciones en
mujeres por cancer de mama, arrojaron una incidencia estimada 27 283 casos nuevos, y
6 854 defunciones por esta enfermedad para la poblacion mexicana (Figura 3) (INEGI,
2018. IARC 2018).

Defunciones por tumor maligno de mama
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Figura 3. Defunciones por tumor maligno de mama en mujeres mayores de 20 afios
(INEGI 2018)



e SUBTIPOS DE CANCER DE MAMA
El 95% de los casos de cancer de mama son carcinomas, es decir que se originaron en
células del tipo epitelial. El cancer de mama, sin embargo, no es una Unica enfermedad,
entre si mismo existen diferentes subtipos, que se determinan mediante la realizacién de
diversas pruebas en una muestra del tumor. Dependiendo del estado de los

bioindicadores, en cancer de mama suele clasificarse en:

TIPO CARACTERISTICA
Luminal A Positivo al receptora estrégenosy progesterona, pero negativo a
HER2
Luminal B Positivoal receptor a estrégenos, progesteronay a HER2

Receptor hormonal negativo | Negativo para el receptora estrogenos y progesterona pero positivo
| HERZ2 positivo para HER2

Triple negativo Negativo para el receptora estrégenos , progesteronay a HER2

Tabla 1. Clasificacion del cancer de mama

e ESTROGENOS Y CANCER

Los estrégenos son hormonas esteroideas lipofilicas, clasicamente asociadas a la
regulacion de la diferenciacion, el crecimiento y la supervivencia celular en una amplia
variedad de tejidos y érganos. Estas moléculas son sintetizadas a partir del colesterol en
ovarios Yy testiculos principalmente, y en menor medida en las glandulas suprarrenales

(Gorrinia et al., 2014. Petrone et al., 2014). Existen tres formas de estrogeno: estrona

-10 -



(E1), estradiol (E,) y estriol (E3) (Petrone et al., 2014). De manera puntual, el 17p-
estradiol (E,), participa en el desarrollo morfolégico y funcional de la glandula mamaria,
actuando a través de sus receptores (Anderson, 2002).

Los estrogenos, sin embargo, también tienen un papel esencial en el desarrollo y
progresion del cancer de mama, las propiedades tumorogénicas mediadas por los
estrogenos se deben a la interaccion de este con su receptor (ER por sus siglas en
ingles), (Fagan et al., 2008) que pertenece a una familia de receptores nucleares
(Piperigkoua et al., 2016. Holdosén et al., 2014).

RECEPTORES A ESTROGENOS Y SU ACTIVACION

Se identificé al primer ER en 1958 por Elwood Jensen, al cual se conoce como ERa y
se encuentra en diversos tejidos desde cerebro hasta ovario. Sin embargo en 1996 se
descubrié un segundo receptor en préstata de rata al que se le denomino ERP (Labrie
et al, 1997). Este se expresa tanto en células del epitelio luminal, mioepitelio, asi como
en algunas células en el estroma circundante de la glandula mamaria. La primera
demostracién de sitios especificos de unién a estrégeno fue hecha en células uterinas
aisladas de rata en 1977. (Speirs et al., 2002. Nilsson et al., 2001). ERa y ERB
comparten 96% de homologia, sin embargo difieren significativamente en su afinidad por

ligandos sintético, (Guillette et al., 2018).

La activacion clasica de ER resulta en la disociacion de la proteina de choque térmico 90
(Hsp90) generando un cambio conformacional. EI ER activo se dimeriza y luego, el
dimero se une directa o indirectamente a los genes que contienen elementos de
respuesta de estrogenos (ERE), (Skandalis et al, 2014). Ambos receptores contiene un
dominio de unién a ligando o dominio E, el cual tiene un 59% de homologia entre ambos
receptores. EI domino D o region de bisagra, no ha sido bien caracterizada hasta el
momento, sin embargo se sabe que participa en la union a Hsp90, esta se une al
dominio C o dominio de unién a ADN, con una homologia del 97% siendo la regiébn mas

conservada entre los diferentes receptores, compuesta por nueve residuos de cisteinas
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gue son invariablemente conservados entre los diferentes receptores esteroideos, de los
cuales, ocho estan coordinados alrededor de dos iones de Zn*" para formar los dedos de
zinc que le confieren al receptor la capacidad de unirse especificamente al ADN.
(Hartman et al., 2009).

Existen regiones del ADN que se unen de manera preferencial por regiones del ERa o
del ERB. Por ejemplo las regiones ricas en TA se unen a ERa, mientras que las
regiones ricas en GC se unen al ERB (Hartman et al., 2009). Dependiendo del tipo de
célula y el contexto, los efectos de su activacion pueden conducir a la activacion rapida
de muchas moléculas de sefializacion. Cabe resaltar que el ER se une a estrdgenos con
alta afinidad, pero no otras hormonas esteroideas. Asi pues la transcripcion estimulada

por la activacion del ER es altamente regulada y depende del tejido donde ocurre.

RECEPTOR A ESTROGENOS BETA
El rol de receptor a estrégenos beta (ERB) en la carcinogénesis es altamente
dependiente de la coexpresion de ERa, siendo su ausencia o presencia quien contribuye
a la dualidad de sus efectos. EI ERB posee un dominio de union a ligando (LBD) que
consiste en 12 a hélices, difiiendo del LBD de ERa en tan solo 2 aminoacidos. Sus

isoformas son resultados del splicing alternativo, las cuales son (Holdosén et al, 2014):
e ERB; En modelos in vivo usando al pez cebra se ha relacionado de manera

inversa al grado de malignidad, aumentando la supervivencia.

e ERf, Se ha sugerido que posee un sitio de inhibicion negativo a ERa. Diversos
estudios han correlacionado una alta concentracion de este receptor en cancer de

mama triple negativo, con un mayor grado de infiltracién linfatica.

e ERB, y ERBs Requieren del ERB; para heterodimerizarse y asi poder

translocarse, pues no poseen per se un LBD.
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El ERB tiene una alta expresion durante el desarrollo cerebelar, especialmente en
periodos diferenciacion celular. De manera patoldgica en el meduloblastoma se observa
una sobre expresion de ERp, asi como una desregulacion de su via de sefalizacion
(Guillette et al., 2018).

En el tejido mamario normal el ERB es ampliamente expresado en células luminales y
mioepiteliales, asi como en células que rodean el estroma. En presencia de ERa, ERP
posee un papel anti proliferativo en células de cancer de mama. Sin embargo en
ausencia de ERa, ERP ejerce un efecto estimulatorio de la proliferacion celular
(Holdosén et al., 2014. Speirs et a.l, 2002.). La explicacion biolégica de esta
discrepancia no es del toda clara, posiblemente se debe a mecanismos que involucran la
fosforilaciéon del ERB (Hartman et al., 2009). Uno de los ejemplos propios de esta
discrepancia se encontrd6 en modelos animales de ERB-KO, los cuales muestran un
reducido crecimiento de la glandula mamaria respecto a sus controles (Holdosén et al.,
2014).

ERB Y EL CANCER DE MAMA TRIPLE NEGATIVO

Como mencionamos anteriormente, en presencia de ERa, el ERB posee efectos
antiproliferativos ademés del correlato con un reducido tamafio tumoral en cancer de
mama hormono dependiente (Holdosén et al, 2014. Speirs et al, 2002). Sélo el 70-
75% de los casos de cancer de mama son positivos a ERa y responsivos a tratamientos
hormono dependientes, el resto expresa ampliamente ERP (Haldosén et al., 2014). El
papel de ER, en el cancer de mama, se ha asociado a un subtipo que presenta mayor
agresividad (Hamilton et al., 2014) denominado cancer de mama triple negativo (TNBC

por sus siglas en inglés).

El TNBC es un adenocarcinoma, este representa aproximadamente del 15% al 20% de
los casos de cancer de mama invasivos, y parece ser mas frecuente entre las mujeres
jovenes, afroamericanas y latinas. En este subtipo de cancer de mama, no responde a la

hormonoterapia convencional (como tamoxifeno o inhibidores de la aromatasa); por lo
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que frecuentemente su conducta biolégica suele ser mas agresiva y con una mayor
tendencia a presentar metéstasis a distancia, predominando a zonas éseas Yy viscerales
(Zahariay Gémez, 2013).

Se ha asociado a mutaciones de los genes BRCAl y BRCA2. (ASCO, 2017). Otras
caracteristicas notables del TNBC incluyen un alto nivel de expresiéon de genes
proliferativos, como Ki-67, citoqueratinas basales, entre otras, asi como una capacidad

reducida de reparacion del ADN y aumento de la angiogénesis (Podoa et al., 2010).

Hoy en dia el TNBC, presenta un creciente interés a nivel biologico, clinico y
epidemioldgico; debido a su conducta agresiva y peor prognosis. Los avances cientificos
y tecnoldgicos recientes han proporcionado una amplia gama de candidatos como
biomarcadores, sin embargo, tales predictores ain no se comprenden del todo (Podoa
et al., 2010) haciendo que los verdaderos desafios de esta enfermedad aln no se hayan

cumplido.

Por otro lado se ha reportado que el TNBC posee altos niveles de expresion del ERB
(Fuqua et al., 2003. Janice et al., 2000). Datos experimentales sugieren que el ER[32
posee rol proliferativo predominante, en modelos celulares de TNBC, aunque estudios
no descartan el papel de otras isoformas y su capacidad de heterodimerizarse con ER32
(Guillette et al., 2018). Interesantemente, la supresién del ER[ tiene efectos sobre la
morfologia tipica de las células de TNBC, mostrando alteraciones en los marcadores del
fenotipo mesenquimal, repercutiendo en una marcada reduccion en el crecimiento y

migracion celular (Piperigkoua et al., 2016).

El papel del ERa en mujeres postmenopausicas con cancer de mama hormono
dependientes se ha dilucidado en los ultimos afios (Sanchez-Suarez, 2003), por el
contrario el valor pronéstico y terapéutico del ERB en el TNBC aun no se ha definido

del todo; asi como su influencia sobre otras vias de sefializacion.
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e FACTORES DE CRECIMIENTO SIMILARES A INSULINA (IGF)

Los factores de crecimiento similares a insulina (IGF) son un conjunto de elementos de
naturaleza proteica, con una alta similitud secuencial con la insulina, que se conocieron y
estudiaron en funcion de su habilidad para estimular la sulfatacién de cartilago, actividad
que también presenta GH, y en un principio se les denomino somatomedinas.
Actualmente se reconocen dos tipos de IGF, designadas como IGF-1 (anteriormente
llamada somatomedina C) e IGF-2 (anteriormente llamada somatomedina A). Estos se
sintetizan en el higado principalmente, y en menor medida en el rifién. La biosintesis de
IGF depende fundamentalmente de los niveles de GH (Figura 4) (Leal-Guadarrama et
al., 2002).

El IGF-1 participa en diversas actividades fisiol6gicas como agente mitogénico, favorece
la supervivencia, diferenciacion, replicacion y migracion celular; ademas de la
estimulaciéon de la sintesis proteica y hormonal; asi como efectos metabdlicos
(Walenkamp et al., 2013. Rosalyne et al., 2013).

Por otra parte, la molécula de IGF-2 se ha relacionado con cambios a nivel del
trofoblasto, el desarrollo fetal, asi como el transporte de nutrientes a través de la
placenta. También se ha documentado que IGF-2 incrementa los niveles de expresion
de ARNm y de proteina de AHR, el cual se une al promotor del gen para ciclina D1
especifica de G1/S, que participa en el ciclo celular, favoreciendo la proliferacion (Justin
et al., 2014).

Los valores de IGF varian con la edad y condicion fisiologica. En el feto, por ejemplo,
los niveles mas altos de IGF-1 se observan durante los dias cercanos al nacimiento,
mientras que IGF-2 predomina en las cavidades extra embrionarias del feto durante su

desarrollo (Panda et al., 2013. Leal-Guadarrama et al., 2002). Por otro lado, se ha
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observado niveles elevados de IGF-1 durante la pubertad, lo cual sugiere su papel en el
desarrollo dependiente de GH, mientras que los niveles de IGF-2 permanecen casi
inalterados durante el transcurso de la vida (Leal-Guadarrama et al., 2002). }

Hipotalamo

/v

\ Adenohipdfisis ﬁ‘ RNSS

.

( IGF

Figura 4. Factores de crecimiento similares a insulina (IGF) Esquema representativo de la
via de produccion de IGF. GHRH estimula la producciéon de GH en la adenohipdéfisis que a su
vez estimula, en el higado, la produccién de IGF.

RECEPTORES DE IGF (IGF-R)

Tanto IGF-1 e IGF-2 transmiten sus sefiales a traves de los receptores a IGF (IGF-R)
gue se localizan de manera ubicua en la membrana plasmatica. Adicionalmente, el IGF-
2 se puede unir tanto al receptor a insulina como IGF-R1, o al hibrido de ambos.
(Bartucci et al., 2017. Maccario et al., 2010. Leal-Guadarrama et al., 2002). Los

receptores de IGF son:
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IGF-R1: Es sintetizado como una cadena simple de pre pro receptor, que
posterior a la remocion del péptido sefal, sigue un plegamiento y dimerizacion
mediante puentes disulfuro, para finalmente ser glucosilado. El resultado es una
glicoproteina de transmembrana madura tetramérica, con 2 subunidades a y 2
subunidades B. La subunidad a es la responsable de la union a ligando mientras
que la subunidad B posee actividad tirosin cinasa (TK) (Walenkamp et al., 2013).
La activacion de IGF-R1 se debe a la fosforilacion de la subunidad B del receptor,
produciendo la activacion las vias PI3K/AKT y MAPK’s (Christopoulos et al.,
2018. Leal-Guadarrama et al., 2002), mediante la intervenciéon de IRS (IRS;-
IRS,) Esta activacion resulta en una mayor supervivencia celular, proliferacion y

migracion (Rosalyne et al., 2013. Myers et al., 1994).

IGF-R2 posee una homologia con el receptor de manosa-6-fosfato y no posee
dominios tirosin cinasa como el IGF-R1 (Leal-Guadarrama et al., 2002) siendo
incapaz de presentar actividad TK per se, sin embargo si esta relacionado a la
traduccion de sefiales mediante proteinas G, aunque no se ha descrito del todo el

mecanismo mediante el cual lo logra (Harris et al., 2012).
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e CANCER DE MAMA Y EL SISTEMA IGF

Mas de dos décadas han pasado desde que el sistema de IGF fuera reconocido como
un candidato para el tratamiento contra el cancer de mama (Christopoulos, 2018). Los
ligandos de IGFR pueden provenir desde fuentes endocrinas o paracrinas, ademas, la
produccion autocrina de IGF en algunas células tumorales que expresan su receptor
también puede contribuir a la proliferacion tumoral y metastasis (Burrow et al., 1998).
Actualmente diversos estudios muestran una relacion del sistema IGF con la
proliferacion y crecimiento asi como la transformacion celular y la carcinogénesis

mamaria.

Uno de los primeros estudios de casos en establecer la relacion entre IGF y el cancer de
mama fue realizado en 1993, en el que se demostrd que los niveles circulantes de IGF-1
eran mas altos en las mujeres con cancer de mama en comparacién con las mujeres sin
cancer. (Shanmugalingam et al., 2016). Recientemente se han relacionado niveles
elevados de IGF-1 con una acelerada carcinogénesis, siendo de mayor impacto en
mujeres premenopausicas que post menopausicas (Shanmugalingam et al, 2016. Al-
Delaimy et al., 2011).

Por otra parte, IGF-2 juega un papel importante en la autoregeneracion y el
mantenimiento del fenotipo de células madre cancerigenas, mediante la union al IGF-R1,
activando la via de sefalizacion rio abajo de MAPK’s y PISK/AKT (De-Freitas et al.,
2017. Motallebnezhad et al., 2016), asi como la induccién de una EMT por IGF-R1, son
algunos de los elementos clave de la participacion de este sistema en la progresion
tumoral (Motallebnezhad et al., 2016).

Como se mencioné antes, al activar de vias de sefializacién, PISK/AKT y MAPK’s,
mediante IGF-R1, se contribuye a promover la autosuficiencia del crecimiento tumoral
(De-Freitas et al., 2017), aumentar la supervivencia de células con dafio acumulado de

ADN, (Shanmugalingam et al., 2016) activar la degradacion de la matriz extracelular,
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vascularizacion tumoral y repercute en movilidad celular, ademas de inducir la
transcripcion de factores que inducen EMT como Snail o Zebl. Los niveles de IGF-R1
son altamente adaptables durante la progresion tumoral. Sin embargo la inhibicion de
este, resulta en la inhibicion de la metastasis, invasion y adhesion celular (Cox et al.,
2015).

La activacion del sistema IGF puede tener una interaccibn con hormonas como
estradiol y GH (Guillette et al., 2018). En modelos in vitro de cancer de mama hormono
dependiente, IGF-1 y E, pueden regular diversos genes asociados a la expresion de
factores asociados a la progresion tumoral (De-Freitas et al., 2017), pues el E, activa
rapidamente muchas moléculas, incluyendo a IGF-R1 y sus vias de sefalizacion rio
abajo, siendo importante en el mantenimiento del potencial metastasico (Skandalis et
al., 2014).

PAPEL DEL SISTEMA DE IGF EN EL TNBC

En muestras procedentes de pacientes con TNBC se encontraron niveles
significativamente altos de IGF-2 (Hamilton et al., 2014), ademas, el IGF-2 se puede
unir tanto al receptor a insulina como IGF-R1, o al hibrido de ambos, induciendo efectos
proliferativos, de supervivencia, diferenciacion y migracion (Motallebnezhad et al.,
2016), inclusive se ha propuesto que IGF-2 puede regular la expresion de ERB que a su
vez modula vias metabdlicas y del propio IGF en la progresion del cancer (Hamilton et
al., 2014). La activacion posterior de las vias de sefalizacion de PI3K/AKT y MAPK’s
asi como su interaccidon con genes regulados por ER, participa en la progresion del
cancer de mama, mientras que los estrégenos desencadenan la expresion de moléculas
importantes de la via de sefalizacion de IGF, como IGF-R1 e IRS, que a su vez
promueven la migracion (Guillette et al, 2018. Skandalis et al., 2014).

Aunque la presencia de una transduccion de sefal de la via IGF en las células del
TNBC ha recibido poca atencién y su participacién aun es controversial (Davison et al.,

2011), la pregunta que surge en este contexto es la medida en que el sistema de
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transduccion de sefales de IGF es responsable de los efectos de la progresion del
TNBC.

PAPEL TERAPEUTICO DE IGF EN EL CANCER DE MAMA

El entrecruzamiento entre el sistema IGF-1 y los estrégenos en el cancer de mama es un
hecho fehaciente. Las 2 Ultimas décadas se han encaminado en la busqueda de
tratamientos contra el cdncer de mama en la interrupcion de las vias de sefializacion

activadas por el sistema de IGF asi como de ER (Christopoulos et al., 2018).

Los estrégenos pueden regular la expresion factores transcripcionales claves
involucrados en la sefalizacion mediada por IGF-1 (c-myc, c-fos y c-jun). La mayor parte
de los datos preclinicos muestran que la activacion de IGF-R1 refuerza y amplifica
potencialmente los efectos bioldgicos de la activacion de ER (Fagan y Yee, 2008).

Varias lineas de investigacion sefialan al sistema IGF como elemento responsable de
proporcionar mecanismos de resistencia, ya sean intrinsecos o adquiridos, a terapias
convencionales citotoxicas o dirigidas en el cancer de mama. (Christopoulos et al.,
2018). Conociendo esto, algunas investigaciones implementaron el uso de inhibidores
de IGF-R1 (NVP-AEW541) encontrando que puede prevenir el crecimiento tumoral de
TNBC (Hamilton et al., 2017), por otra parte, la aplicaciébn de tratamientos con
anticuerpos monoclonales de IGF-1 resultaron en hiperglicemia, asi como en aumentos
de GH (Ekyalongo y Yee 2017). No obstante, apostar por tratamientos con anticuerpos
especificos podria suponer una ruta no adecuada debido a la existencia de receptores
hibridos y del potencial de IGF-2 como ligando a IGF-R1, por lo que la necesidad de

encontrar alternativas terapéuticas eficientes es imperativo.
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JUSTIFICACION

El cancer de mama es un problema de salud publica grave, pues afecta principalmente a
las mujeres en diversas etapas de la vida, aunque no en la misma proporcion. Datos de
la OMS ubican al cancer de mama como la principal causa de muerte por tumor maligno
en Latinoamérica, mientras que, en la poblacibn mexicana, estudios realizados
recientemente por el INEGI, reportan una incidencia estimada de 27,283 casos nuevos y
de 6,854 defunciones por esta enfermedad. Entre los diferentes tipos de céancer de
mama, el cancer de mama triple negativo presenta la conducta biol6gica mas agresiva y
la mayor tasa de mortalidad, ya que los pacientes no responden de manera eficiente a

los tratamientos convencionales, tales como quimio y radioterapia.

Un elemento molecular clave para el entendimiento de los mecanismos de progresion y
desarrollo del cancer de mama triple negativo pudiera ser el receptor a estrogenos 3
(ERB), ya que se encuentra ampliamente expresado en este tipo de cancer, asumiendo
muy probablemente el papel del receptor a estrogenos a (ERa) ausente en estas células
tumorales y que en condiciones fisiolégicas estimula la proliferacion y diferenciacion
celular. Por otro lado, se ha demostrado la relacion positiva que existe entre la expresion
de factores de crecimiento y la progresion del cancer, por lo que resultard interesante
investigar, si la activacion del ER presente en las células tumorales, induce cambios en
los niveles de expresion de factores de crecimiento relacionados con el potencial

metastasico de las células de cancer de mama triple negativo.

La informacion actual con que se cuenta sobre el complejo IGF/IGFR y su participacion
en la progresion de diversos tipos de cancer es prometedora; sin embargo, se
desconoce la participacion de este sistema (IGF/IGFR) en el cancer de mama triple
negativo, por lo que decidimos resolver esta interrogante en el presente trabajo, esto con
el propadsito de proponer nuevos blancos farmacoldgicos para el tratamiento efectivo del
cancer de mama triple negativo, aumentando en consecuencia la esperanza de vida de

las mujeres que lo padecen.
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HIPOTESIS

La activacién del ERB estimula la expresién funcional del complejo IGF/IGFR, sistema
gue exacerba a su vez, la capacidad proliferativa y migratoria de las células de cancer

de mama triple negativo MDA-MB 231.
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OBJETIVOS

GENERAL

Evaluar si la activacion del ER[ induce un cambio en la expresion funcional del complejo
IGF/IGFR y si éste a su vez, incide sobre la capacidad proliferativa y migratoria de las

células de cancer de mama triple negativo MDA-MB 231.

ESPECIFICOS

1. Detectar los niveles de expresion del ARNm que codifican para los tres diferentes
receptores a estrégenos: ERa, ERB y GPER30; asi como los niveles de expresion
de los elementos del sistema de IGF (IGF-1, IGF-R1, IGF-2, IGF-R2) en la linea
tumoral MDA-MB 231.

2. Evaluar si la activacion del ERB modifica los niveles de expresion del ARNm y de

proteina de los elementos del complejo IGF/IGFR en células MDA-MB 231.

3. Determinar el efecto que ejerce el IGF sobre la capacidad proliferativa y

migratoria en células MDA-MB 231.

4. Iniciar el estudio acerca de la via de sefalizacion activada por el IGF relacionada

con la capacidad proliferativa y migratoria de las células MDA- MB 231.
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METODOLOGIA

= CULTIVO CELULAR
La linea celular MDA-MB 231 proviene de un adenocarcinoma grado |V, posee
caracteristicas fenotipicas similares al cancer de mama triple negativo, por ejemplo,
carecen del ERa, PR y HER2 y baja expresiéon Claudina. Estas células presentan
morfologia fusiforme y crecen en modalidad de monocapa (Figura 6). Las células MDA-
MB 231 fueron adquiridas a la ATCC.

Figura 6 Microfotografia de células MDA MB 231

Las células fueron sembradas en placas de poliestireno, con medio de cultivo Advanced-
DMEM (Gibco®, EUA) suplementado con 4% de suero fetal bovino (SFB), 1% de L-
glutamina y 1% de una mezcla de antibiotico (10 000 ug/mL estreptomicina y 10 000
unidades/mL de penicilina) — antimicético (25 ug/mL de anfotericina); se mantuvieron en
una incubadora a 37°C, en una atmosfera hiimeda y con una mezcla de 5% de CO, y
95% de aire. Cada 7 dias se sometid a las células del cultivo madre a un proceso de

tripsinizacion, el cual consistié en los siguientes pasos:
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1) Primero, se retir6 el medio de cultivo y se lavo dos veces con 5 ml de PBS estéril.

2) Se adicion6 2ml de una solucié de Tripsina - EDTA al 0.25% (SIGMA-Aldrich),
con el fin de despegar las células, durante 5 minutos.

3) Posteriormente de despegarlas mecanicamente, la suspension celular se
transfirid a un tubo coénico y se centrifugé a 1500 rpm por 5 minutos.

4) Se elimind el sobrenadante y la pastilla celular se resuspendié en medio de cultivo
fresco, a partir del cual se tomaron alicuotas para regenerar el cultivo madre, y

ademas se sembraron placas de 6 pozos para los diversos ensayos realizados.

= EXPERIMENTOS DE REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA CON
TRANSCRIPTASA INVERSA (RT-PCR)

a) Extraccion y cuantificacion del ARN total.

Se realizé la extraccion de ARN total de las células MDA MB 231 utilizando el kit
comercial Cell Total RNA Purification Mini Kit (Favorgen Biotech). Antes de proceder a
realizar la extraccion, se sometio a las células al proceso de tripsinizacion antes descrito,

posterior a esto, se siguio las indicaciones de uso estandarizado del proveedor.

A partir del ARN total extraido se evalud su calidad y cantidad por espectrofotometria.
Para ello se emple6 una dilucion de 4uL de muestra y 196uL de agua estéril, para
obtener un volumen final de 200uL. La concentracion fue evaluada a una longitud de
onda de 260nm a 280nm (A260nm/A280nm), considerando un cociente obtenido entre

1.6-2.0 como una muestra de buena calidad para proceder a los ensayos.

b) Sintesis de ADNc — Transcripcion reversa (RT).

La RT es el proceso mediante el cual el ARN se utiliza como molde para la sintesis de la
cadena de Acido Desoxirribonucleico complementario (ADNc); gracias a la accién de la

enzima transcriptasa reversa.
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Se realizo la sintesis del ADNc a partir del ARN procedente de las células MDA-MB 231
de las diferentes condiciones, llevandose antes a una misma concentracion de RNA
cada condicién y agregando un volumen de 7.5uL de la mezcla de trabajo comdn a

todas las condiciones (Figura 7a).

Se utilizé el kit comercial High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems) siguiendo las indicaciones del fabricante, se llevd a cabo el protocolo de
elongacion en un termociclador (Eppendorf Mastercycler X50s) bajo las siguientes
condiciones: 10 minutos a 25°C, 2horas a 37°C, 5 minutos a 85°C vy finalmente la

temperatura de los tubos se llevo a 4°C (Figura 7b).

a) b)
Reactivo Volumen (1x)
Buffer de RT 4ul
dNTP’s 2uL
Iniciadores aleatorios 1pL
Transcriptasa Reversa 0.5pL
Total 7.5uL

Figura 7: RT-PCR (a) Reactivos de trabajo para la obtencién de la mezcla de trabajo
comun y (b) el protocolo de elongacién de la misma.

c) Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Al finalizar la RT, se procedi6 a realizar la PCR, la cual es una técnica empleada para
amplificar una secuencia de ADN; mediante una secesion de 3 fases que son:
desnaturalizaciéon del ADNc, alineaciéon de oligonucleétidos y finalmente una extension.
La mezcla de la reaccion se realizé mediante el kit Dream Tag PCR Master Mix (2X)
(Thermo Scientific) cuyos componentes son: dNTPs, enzima Taq polimerasa, MgCl, y
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una solucion buffer. A esta mezcla se adicionaron los oligonucleotidos sentido y anti-

sentido para la amplificacion especifica, cuya secuencia se presenta a continuacion:

PRIMER DIRECCION SECUENCIA TAMANO
(Sentido 5°-37)
B Actina Forward CAAGAGATGGCCACGGCTGCT 218 pb
Reverse TCCTTCTGCATCCTGTCGGCA
ERa Forward ATGCCCTTGTGGTTTAAG 321 pb
Reverse CTCCCAGATTCTCAGTCCTTTG
ERS8 Forward CCTCTCAAACACTCACCTCATT 526 pb
Reverse GAGGATAGGCATCGGCATTT
GPER 30 Forward CTCTTCCTGCAGGTCAACAT 432 pb
Reverse TTAGGCAGCTGTTGGAGAAG
IGF-1 Forward CTAAGGAGGCTGGAGATGTATTG 457 pb
Reverse TTGAGAGGCAGGGACTAAGA
IGF-R1 Forward CAGAGAGATGACAGCACAAGAG 583 pb
Reverse TGAGCAGAGAGGTGAGTTAGT
IGF-2 Forward CTCTTCTCCCTTGGACTTTGAG 223 pb
Reverse CCTCTGACTGCTCTGTGATTT
IGF-R2 Forward CTCCACAGCCATCTTCTTCTAC 424 pb
Reverse CCGAATCCCATCTGGACATAAG
e-Cadherina Forward TTCCCTCGACACCCGATTCAAAGT 877 pb
Reverse TTCCCTCGACACCCGATTCAAAGT
Zebl Forward TTCAGCATCACCAGGCAGTC 736 pb
Reverse GAGTGGAGGAGGCTGAGTAG
Nav 1.5 Forward CCTTGTGGTCCTGAATCTCTTC 393 pb
Reverse GGCTGTTCTCCTCATCTTCTTC
Ki-67 Forward AGTACCAGGAGGTGAGGATAAA 415 pb
Reverse CTGCACTGGAGTTCCCATAAA
INSR Forward GGCTGAGGATGATTGAGAAAG 259 pb
Reverse GGGACTACAGCACATCCATTTA
MMP 14 Forward AACAGGCAAAGCTGATGCAGACAC 314 pb
Reverse AGAAGATCATGATGTCGGCCTGCT

Tabla 2. Oligonucleotidos utilizados para ensayos de PCR

-27 -



d) Separacion electroforética de los amplicones y analisis densitométrico.

Concluida la PCR se procedio a la separacion de los productos obtenidos (amplicones).
Esto, se realiz6 mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa. Las muestras
cargadas en el gel se corrieron con DreamTaqg Green PCR Master Mix (2X) (Thermo
Scientific, EUA), con el fin de separar los amplicones. Se emple6 un marcador de peso
molecular de ADN para calcular el tamafio aproximado de las bandas obtenidas. La
imagen se obtuvo mediante un documentador de geles (Gel Documentation System —
Bc AXYGEN). Mientras que la densitometria de las bandas se realizO mediante el
software Image J (NIH USA), que es proporcionado gratuitamente por el Instituto

Nacional de Salud de los Estados Unidos de América.

e INMUNOCITOQUIMICA

La inmunocitoquimica es una técnica usada para la localizacibn de moléculas en los
tejidos mediante el empleo de anticuerpos. Se basa en la alta especificidad que tienen
los anticuerpos para reconocer a moléculas especificas y unirse a estas. Ademas,
dichos anticuerpos pueden conjugarse con enzimas y/o sustancias que permitan
detectar cantidades infimas de moléculas presentes en el tejido. Se utilizé el péptido
sintético correspondiente a Ki-67 humano conjugado con hemocianina de lapa
californiana (abcam®, LON), y se siguio las indicaciones del proveedor para la tincion de

las células.

e ELISA

Para la deteccion y cuantificacion de proteina tanto en el medio de cultivo como en
lisado celular, se pidi6 apoyo a la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
UNAM para utilizar la plataforma Luminex, esta tecnologia de alto rendimiento produce
resultados comparables a los ensayos por inmunoabsorcion ligados a enzimas (ELISA),

pero con mayor eficacia, velocidad e intervalo dinamico. Este sistema permite la
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deteccion fluorométrica simultanea de varios analitos por muestra. La muestra es
incubada en presencia de varios anticuerpos primarios asociados a microesferas que
reconocen de manera especifica el analito de interés, posteriormente se agregan un
anticuerpo de deteccion acoplado a ficoeritrina para después ser leida la muestra.
Particularmente, la muestra obtenida de medio de cultivo y lisado celular fue incubada en
presencia de microesferas asociadas al anticuerpo primario que reconoce IGF-2, en
condicion control y presencia independiente de estradiol, DPNy PHTTP.

e ENSAYO DE PROLIFERACION (CONTEO CELULAR)

Las células MDA MB 231 fueron tripsinizadas y sembradas en placas de 6 pozos
utilizando el medio de cultivo Advanced-DMEM (Gibco®, EUA) suplementado con 4%
de SFB, 1% de L-glutamina y 1% de una mezcla de antibiético—antimicotico. Después de
72 horas de tratamiento con IGF-2 a diferentes concentraciones (13nM y 26nM), las
células fueron tripsinizadas y resuspendidas en medio de cultivo. Posteriormente las
suspension celular fue transferida a tubos de microcentrifuga de 1.5 ml y se realizo el
recuento con el equipo Scepter 2.0 Handheld Automated Cell Counter (Merck Millipore,
Alemania), equipado con un sensor de 60um, de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante. Finalmente se obtuvo el numero de células y la distribucién del volumen de
los histogramas, los datos fueron analizados con el programa Scepter 2.0, versién Pro
2.1.

e ENSAYOS DE MIGRACION

AREA DE HERIDA

El cultivo celular se mantuvo bajo condiciones estandar hasta que alcanzd una
confluencia del 60%, a partir de ese punto, se iniciaron los pre-tratamientos de 72 horas
con diferentes concentraciones de IGF-2 (13nM y 26nM). Al finalizar la duracion de
tratamiento de cada condicion experimental, se realiz6 una herida en la monocapa con

una micropipeta P200, con un grosor aproximado de 600um. Concluida la duracion del
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tiempo de incubacion, y para evaluar el area herida, se retiré el medio de cultivo y se
realizaron 3 lavados con PBS 1x. Las células se fijaron con una solucion de metanol-

acetona para finalmente ser tefiidas con cristal violeta al 0.5 %.

Para analizar los cambios en el area de herida se tomaron microfotografias de 5 campos
aleatorios de cada condicibn con un microscopio de campo claro Leica DM1000
utilizando el objetivo 10x, una camara modelo ProResl1l0 Jenoplik empleando el
programa pro2.1; para ser analizadas con el programa Image J. Los datos fueron
normalizados con respecto de los valores obtenidos del control.

MIGRACION EN CAMARA TRANSWELL

Para evaluar la migracion de las células MDA-MB-231 se emplearon Soportes
Permeables Transwell® con poros de 8 um de diametro (Corning Incorporated, EUA).
Se sembraron células bajo las condiciones antes descritas; hasta llegar a la confluencia
requerida y se pre trataron con IGF-2 a diferentes concentraciones (13nM y 26nM)
durante el tiempo establecido (72 horas). Una vez terminado el periodo de incubacion
se prepard una suspension celular con un niamero conocido de células, con ayuda del
citometro de flujo portatil Scepter 2.0. Estas se sembraron en el inserto superior de la
camara en medio DMEM libre de SFB, mientras que en el compartimento inferior de la
camara se colocaron las diferentes condiciones de tratamiento de IGF-2
(anteriormente descritas) disueltas en medio de cultivo DMEM suplementado con SFB,
como agente quimio atrayente. Al concluir el periodo de incubacion se retir6 el medio
de cultivo de los dos compartimentos. Las células que lograron migrar hacia la parte
inferior, a través de los poros de la membrana, fueron fijadas con metanol - acetona y
tefiidas con cristal violeta. Se obtuvieron microfotografias de 5 campos aleatorios a 10X
para la realizacion del conteo celular con ayuda del software ImageJ. Los datos fueron

normalizados con respecto de los valores obtenidos del control.
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e ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico y las graficas se realizaron con el software SigmaPlot 11.0 (Jandel
Corporation, EUA). Se utilizo la prueba t de Student, para muestras independientes
con distribucién normal y varianza homogénea, para evaluar la diferencia entre las
medias de los datos obtenidos para cada grupo experimental; y se determind si entre
dichos parametros las diferencias son estadisticamente significativas o no, tomandose
como parametro de significancia, un valor de p<0.5 (*). Las gréficas muestran el valor

promedio + error estandar
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RESULTADOS

Las células MDA-MB 231 expresan de manera diferencial el ARNm que codifican

para los tres diferentes receptores a estrogenos (ERa, ERB y GPER30) asi como

los diferentes elementos del sistema de IGF (IGF-1, IGF-R1, IGF-2 e IGF-2R).

Para determinar si las células MDA-MB 231 expresan el ARNm que codifican para los 3
diferentes receptores a estrogenos: ERa, ERB y GPER30, realizamos ensayos de RT-
PCR de punto final. Los resultados indican que las células MDA-MB 231 expresan de
manera preferencial el ERpB, hay bajos niveles de expresién de GPER y esta ausente el
ARNm para el ERa, tal y como se esperaba en células de cancer de mama triple

negativo (Figura 8).

500 pb —>

ERa ERP GPER

Figura 8. Nivel de expresién del ARNm para ERa (321 pb), ERB (526 pb) y GPER (432 pb)

La siguiente pregunta fue determinar si las células MDA-MB 231 en condiciones basales
de cultivo expresan el ARNm que codifica para los diferentes elementos moleculares del
sistema IGF/IGFR (IGF-1, IGF-R1, IGF-2 e IGF-2R). De igual manera, realizamos
ensayos de RT-PCR punto final para determinar su nivel de expresion. La figura 9
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muestra que las células MDA-MB 231 expresan de manera diferencial los 4 elementos
del sistema IGF, observandose una mayor cantidad de ARNm que codifica para IGF-2
con respecto al que codifica para IGF-1, y en cuanto a nivel de expresion de los

receptores, se observé un mayor nivel de expresion para IGF-R1 que para IGF-2R.

500 pb —>

IGF-1 IGF-R1 IGF-2 IGF-2R

Figura 9. Nivel de expresion del ARNm para IGF-1 (457 pb), IGF-R1 (583 pb),
IGF-2 (223 pb) e IGF-R2 (424 pb)

La activacion del ERB afecta de manera diferencial la expresion de los distintos

elementos del sistema IGF/IGFR en las células MDA-MB 231.

El trabajo previo realizado por Avalos (2017) en el laboratorio de Neuroendocrinologia
del Instituto de Fisiologia BUAP, mostr6 que la activacion del ERB con un agonista
especifico, DPN, estimula la capacidad proliferativa y la capacidad migratoria de las
células MDA-MB 231, el efecto de DPN es dosis-dependiente, siendo una concentracion
Optima de 1 uM. En este momento se desconoce el mecanismo molecular a través del
cual, la activacion del ERp incide sobre la capacidad proliferativa y migratoria de las
células MDA-MB 231. Se ha planteado la expresion de factores de crecimiento
relacionados con el potencial metastasico de las células tumorales, tal es el caso del
IGF, el cual se ha involucrado en diferentes tipos de cancer. Para el caso del TNBC se

desconoce su probable participacion.
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Con el fin de elucidar la posible relacion entre la activacion del ERB y el sistema de IGF,
evaluamos en una primera etapa experimental por RT-PCR de punto final, si la
presencia de 1 uM de DPN a diferentes tiempos de tratamiento en un medio reducido de
estrogenos, altera el nivel de expresion del ARNm que codifica para los 4 elementos
propios del sistema de IGF (IGF-1, IGF-2, IGF-R1 e IGF-R2).

La activacion cronica del ERB muestra efectos diferenciales sobre los niveles de
expresion de los elementos moleculares del sistema IGF, se observo, por un lado, un
aumento a las 72 horas en los niveles de expresion del ARNm que codifica para IGF-2 e
IGF-R1, y una reduccion para IGF-1 e IGF-R2 a diferentes tiempos de tratamiento
(Figura 10).
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Figura 10. La estimulacion del ER en un medio reducido en estrégenos afecta el nivel de expresion de
ARNmM de los diferentes elementos del sistema de IGF en células MDA-MB 231. Las células fueron
tratadas durante diferentes tiempos (24H, 48H, 72H, 96H, 120H) con DPN a una concentracion de 1uM.
Se aprecia un aumento significativo a las 72 horas en los niveles de expresion del ARNm que codifica
para IGF-2 C) e IGF-R1 B). Ademas se aprecia una reduccion para IGF-1 A) e IGF-R2 D). Todos los
datos fueron normalizados respecto a beta actina. n=4 **p<0.01 y ***p<0.001

Con el fin de comprobar que los efectos observados sobre el nivel de expresion del
ARNmM que codifica para los elementos moleculares del sistema IGF se deben a la
activacion especifica del ERpB, evaluamos el efecto en presencia nuevamente del
agonista DPN (1 uM) y de un antagonista especifico, PHTTP (10 uM), por un periodo de
72 horas de tratamiento. Las células MDA-MB 231 en presencia de DPN muestran un

incremento en el nivel de expresiéon del ARNm que codifica para IGF-2, una reduccién en
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los niveles de IGF-1 y de IGF-R2, mientras que los niveles de expresion de IGF-R1 no
muestra cambio alguno. De manera interesante, la presencia de PHTTP, induce una
reduccion en la expresion de IGF-2, tal y como se esperaba, pero también disminuye la
expresion de IGF-1 e IGF-R2, efecto muy similar al observado en presencia del agonista,
careciendo hasta el momento de una explicacion al respecto, y en referencia a la

expresion de IGF-R1, no se observa algun cambio significativo (Figura 11).
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Figura 11. La activacién del ERpB afecta de manera diferencial la expresion de los distintos elementos
del sistema IGF/IGFR en las células MDA-MB 231. Las células fueron tratadas durante 72 horas con
DPN 1 uM o PHTTP 10 pM. A) Se cuantifico la expresion a nivel de ARNm de IGF-1 observando una
reduccion significativa para ambos condiciones (DPN y PHTTP), mientras que B) IGF-R1 no presenta
diferencias significativa en ninguna de las condiciones. C) IGF-2 muestra un aumento significativo con
DPN, pero al ser tratada con PHTTP exhibe una reduccion significativa, mientras que D) el nivel de
expresion de ARNm para IGF-R2 se ve reducido significativamente en ambas condiciones. Todos los
datos fueron normalizados respecto a beta actina. n=4. ***p<0.001
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Es un hecho, que la activacion del ERB induce un aumento en la expresiéon del ARNm
gue codifica para IGF-2, por lo que se decidi6 investigar, si este aumento en los niveles
de ARNm se asociaba con un cambio en el mismo sentido en la producciéon de dicho
factor de crecimiento. Para lo cual, se consideraron 3 condiciones de nuestro modelo
experimental: condicion control, tratamiento con DPN 1 uM o con PHTTP 10 uM por 72
horas. Al finalizar el periodo de tratamiento, se recuper6 el medio de cultivo y se obtuvo
el lisado celular respectivo, para a partir de estas muestras determinar la cantidad de
IGF-2 presente, mediante la plataforma Luminex.

Los resultados obtenidos muestran que la activacion del ERB por DPN induce un
incremento significativo en la sintesis (lisado celular) y secrecion de IGF-2 (medio de
cultivo recuperado), complementando los resultados obtenidos en la RT-PCR de punto
final. Es importante mencionar que gran parte del IGF-2 sintetizado de novo es liberado
al medio extracelular al ser activado el ERp, alcanzando una concentracion maxima de
800 pg/ml con respecto a los 420 pg/ml presentes en la condicién control, es decir, casi
el doble, ocurre un fendmeno similar en el lisado celular. El bloqueo del ERB por PHTTP

no modifica la cantidad de IGF-2 producida de manera basal (Figura 12).

En conclusion y para fines practicos del presente trabajo de tesis, la activacion del ERf
por DPN favorece la expresion de uno de los elementos moleculares del sistema IGF,
que es el IGF-2. La relevancia funcional de este factor de crecimiento sobre la
capacidad proliferativa y la capacidad migratoria de las células MDA-MB 231 sera

evaluada posteriormente.
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A) LISADO CELULAR B) MEDIO CONDICIONADO
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Figura 12. La activacion especifica del ERB aumenta IGF-2 a nivel de proteina en células MDA-MB
231. Las células fueron tratadas durante 72 horas con DPN a 1 uM o PHTTP a 10 uM. La activacion del
ERPB por DPN induce un incremento significativo en la sintesis (lisado celular) A) y secrecién de IGF-2
(medio de cultivo recuperado) B). Mientras que el bloqueo del ERB por PHTTP no modifica la cantidad
de IGF-2 producida de manera basal. n=4. **p<0.01

La presencia de IGF-2 estimula la capacidad proliferativa de las células MDA-MB
231.

Inicialmente, para evaluar si la presencia de IGF-2 influye sobre la capacidad
proliferativa de las células MDA-MB 231, determinamos por RT-PCR de punto final, el
nivel de expresion del ARNm que codifica para Ki-67, marcador nuclear de proliferacion
celular, en presencia y ausencia de IGF-2 por 72 horas de tratamiento. Reportes en la
literatura muestran que el IGF-2 a concentraciones de 13 y 26 nM ejerce efectos
significativos sobre la proliferacion de células tumorales, por lo que consideramos estas
concentraciones para los experimentos. Los resultados obtenidos muestran que el nivel
de expresion de ARNm para Ki-67 aumenta significativamente tras la exposicion a IGF-2
por 72 horas, y que este efecto es dosis dependiente, 120% para la concentracion de 13
nM y de 207% para la concentraciéon de 26 nM, esto con respecto al 100% de la

condicion control (Figura 13.A). Ensayos de inmunocitoquimica nos ayudaron a detectar
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cambios en los niveles de expresion de esta proteina en las tres condiciones
experimentales, observando que las células MDA-MB 231 presentan una mayor
inmunorreactividad al anticuerpo que reconoce a Ki-67 a una concentracion de IGF-2 a
26 nM (Figura 13.B).
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Figura 13. IGF-2 estimula la sobre expresion del marcador nuclear de proliferacion Ki-67 de manera

dosis dependiente. Las células MDA-MB 231 fueron tratadas con 13nM y 26nM de IGF-2 durante 72
horas. A) Se cuantificé el nivel de expresion a nivel de ARNm de Ki-67 observando un aumento
significativo dosis-dependiente. Los datos fueron normalizados respecto a beta actina. n=3. **p<0.01
B) Asi mismo las células MDA-MB 231 presentan una mayor inmunorreactividad al anticuerpo que
reconoce a Ki-67 a una concentracion de IGF-2 a 26 nM.
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De manera general, se considera la existencia de un correlato positivo correlato entre la
sobre-expresion de Ki-67 y un aumento en la poblacion celular, por lo que decidimos
realizar a continuacion, la cuantificacion de células en presencia y ausencia de IGF-2.
Para lo cual se empled un citdbmetro de flujo portatil (Scepter 2.0), que ademas de
proporcionar el numero de células por mL de suspension celular también nos da un
histograma de frecuencias con respecto al diametro de las células. El tratamiento de las
células con IGF-2 (13 y 26 nM) no modifica el numero total de células (Figura 14A), asi
como su didmetro (Figura 14B), esto con respecto a la condicion control; probablemente
si aumentamos la duracién del tratamiento con IGF-2 se pudiera observar cambios en el

tamafio de la poblacion celular.
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Figura 14. El ndmero de células no se ve afectado por la presencia de IGF-2. Las células MDA-MB 231
fueron tratadas con 13nM y 26nM de IGF-2 durante 72 horas. A) No se observan diferencias
significativas en el niamero de células entre las diferentes condiciones con respecto al control. B)
Histogramas de frecuencias con respecto al diametro de las células obtenidos por el Scepter 2.0. n=3.
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La presencia de IGF-2 influye positivamente sobre la capacidad migratoria de las
células MDA-MB 231.

Corresponde ahora, evaluar si la presencia de IGF-2 influye sobre la capacidad
migratoria de las células MDA-MB 231, para lo cual realizamos dos tipos de ensayo: a)
ensayo de area de herida y b) ensayo en camara Transwell, el primero de ellos es un
ensayo cualitativo, mientras que el segundo es semi-cuantitativo. Las células MDA-MB
231 se mantuvieron en presencia de IGF-2 (13 y 26 nM) por 72 horas. Para el ensayo de
area de herida no se observdé una diferencia significativa en las tres condiciones

experimentales (Figura 15).

A) B)
12+
2, 104
CN o
£
8
0T 08
29
R
0 @ 06
T
©
IGF-2 . 89
13nM s | <R 04-
o}
<. 02
0.0 -
IGF-2 & - ; :
26 nM CN IGF-2 13 nM IGF-2 26 nM

Figura 15. El area de herida de las células MDA- MB 231 no se ve afecto por la presencia de IGF-2 a
13nM y 26nM durante 72 horas. A) Microfotografias del ensayo de area de herida B) donde no se
observan diferencias significativas, al realizar el andlisis pertinente, en las células tratadas con IGF2
respecto al control. n=3.
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De manera complementario, realizamos el ensayo de migraciéon en camara Transwell, y
a diferencia de lo observado en el ensayo de cierre de herida, en este ensayo se
observé un incremento de mas del 30% en la capacidad migratoria de las células MDA-
MB 231 cuando son mantenidas en presencia de 13 nM de IGF-2, sin embargo, el efecto
de IGF-2 no puede considerarse como dosis-dependiente, ya que a una concentracion
de 26 nM, se ve reducida la migracion celular, 75% con respecto a la condicién control,
probablemente a esa concentracidbn se haya sobresaturado el sistema, aunque sera

necesario realizar otros experimentos (Figura 16).
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Figura 16. IGF-2 incide sobre la capacidad migratoria de las células MDA-MB 231. Ensayo de
migracioén en camara Transwell, las células MDA-MB 231 fueron tratadas con IGF-2 a 13nM y 26nM
durante 72 horas. A) Microfotografias del nimero de células que migro B) donde se observa un
aumento de hasta el 30% del nimero de células que migro con IGF2 13 nM, mientras que IGF-2 a 26
nM, reduce la migracién celular hasta un 75% respecto al control. n=3 **p<0.01
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IGF2 favorece la expresion de elementos moleculares MDA-MB 231, que participan
en la migracion.

Es un hecho que la capacidad migratoria de las células tumorales de origen epitelial se
asocia positivamente con varios factores: a) el mantenimiento de su fenotipo
mesénquimal; b) expresion de canales de sodio dependientes de voltaje Nav 1.5; y c)
expresion de metaloproteinasas. El aumento observado en la capacidad migratoria de
las células MDA-MB 231 por la presencia de IGF-2 pudiera ser explicado por cualquiera
de los tres factores anteriormente mencionados. Se decidié evaluar a continuacion cada

uno de ellos.

Para el primer factor, que es el mantenimiento del fenotipo mesénquimal, evaluamos el
nivel de expresion del ARNm que codifica para un marcador de fenotipo mesénquimal
(Zebl) y un marcador de fenotipo epitelial (E-Cadherina). La Figura 17 muestra que la
presencia de 26 nM de IGF-2 incrementa el nivel de expresion de Zeb1l méas de un 40%
con respecto a la condicion control (Figura 17A), y reduce la expresion de E-Cadherina
desde un 40 hasta un 70% con respecto a la condicién control (Figura 17B). Se puede
concluir que la exposicién a IGF-2 acentua el fenotipo mesenquimal de las células MDA-

MB 231, favoreciendo su capacidad migratoria.
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Figura 17. IGF-2 favorece el mantenimiento del fenotipo mesénquimal. Las células MDA-MB 231 fueron
tratadas con IG-F2 a 13 nM y 26 nM durante 72 horas. A) Se cuantificé el nivel de expresion del ARNm
para Zebl encontrandose una diferencia significativa en el grupo tratado con 26 nM. B) Mientras que E-
Cadherina presenta una reduccion significativa en ambas condiciones (13nM y 26nM). Todos los datos
fueron normalizados respecto a beta actina. n=3. **p<0.01 ***p<0.001

El segundo factor a considerar en la capacidad migratoria de las células MDA-MB 231 es
la expresién del canal de sodio dependiente de voltaje Nav 1.5, un trabajo previo
realizado por Gonzalez en el afio 2013 mostré que la presencia de EGF estimula la
capacidad migratoria de la linea celular MDA-MB 231, y que este efecto se debia al
menos en parte, a un incremento en la expresion funcional del Nav 1.5, ya que en
presencia de TTX, bloqueador de este canal de sodio, se prevenia el efecto estimulatorio
de EGF sobre la capacidad migratoria de estas células tumorales. Se evallo por RT-
PCR el nivel de expresion del ARNm que codifica para Nav 1.5 en presencia y ausencia
de IGF-2 por 72 horas. Se observé que el tratamiento con IGF-2 (13 nM y 26 nM) induce
un incremento significativo en el nivel de expresion del Nav 1.5 (3.5 y 2.8 veces

respectivamente, en comparacion con el valor de la condicion control) (Figura 18).
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Figura 18. IGF2 afecta la expresion de canales de sodio dependientes de voltaje Nav 1.5. Las

células MDA-MB 231 fueron tratadas con 13 nM y 26 nM de IGF-2 durante 72 horas. Se observa un
aumento significativo de 3.5 (IGF-2 13 nM) y 2.8 veces (IGF-2 26 nM) respecto al control. Todos los
datos fueron normalizados respecto a beta actina. n=3 ***p=<0.001

El tercer factor a considerar fue la expresion de metaloproteinas. Estudios previos
mostraron una amplia participaciéon de las metaloproteinasas -3, -7, -9 y 14 sobre la
capacidad migratoria en células tumorales. En esta ocasion, solamente decidimos
evaluar el nivel de expresion del ARNm que codifica para la metaloproteinas 14 (MMP-
14) en presencia y ausencia de IGF-2 por 72 horas de tratamiento. La Figura 19 muestra
claramente que la presencia de IGF-2, independientemente de la concentracién
empleada, induce un incremento de aproximadamente 4 veces sobre el nivel de

expresion de la MMP-14 con respecto a la condicidon control.
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Figura 19. IGF2 afecta el nivel de expresion de ARNm para la MMP14. Las células MDA-MB 231
fueron tratadas con 13nM y 26nM de IGF-2 durante 72 horas. Se observa un aumento significativo de
aproximadamente 4 veces para ambas condiciones. Todos los datos fueron normalizados respecto a
beta actina. n=3 *p=<0.05 **p=<0.01

Como conclusién de este apartado, se puede decir, que la presencia de IGF-2 exacerba
la capacidad migratoria de las células MDA-MB 231, y que este incremento se debe al
menos parcialmente, a un aumento en la expresiéon del ARNm que codifica para un

marcador de fenotipo mesenquimal (Zeb1l), para el canal Nav 1.5 y la MMP-14.
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La via PISK/AKT esta involucrada en el efecto estimulatorio que ejerce el IGF-2
sobre la capacidad proliferativa y la capacidad migratoria de las células MDA-MB
231.

El IGF-2 se une de manera especifica al IGF-R1, receptor con actividad intrinseca de
tirosina cinasa, que al autofosforilarse los dominios intracelulares, es capaz de activar

dos principales vias de sefalizacion: PISK/AKT y la MAPK'’s.

Inicialmente decidimos evaluar la probable participacion de la via PI3K/AKT sobre el
efecto estimulatorio que ejerce el IGF-2 en la capacidad proliferativa de las células MDA-
MB 231, para lo cual empleamos un inhibidor especifico de dicha via, wortmanina (10
uM), en presencia y ausencia de 13 nM de IGF-2 por 72 horas de tratamiento. Al finalizar
el periodo de tratamiento, se realiz6 el conteo celular mediante un citémetro de flujo. Se
observé en presencia de IGF-2 no hay diferencias respecto al control, mientras que tras
la exposicibn a wortmanina, hay una reduccién del 40% en la poblacion celular,
finalmente que en la condicion combinada de IGF-2 con wortmanina, el inhibidor de la

via PISK/AKT, previene el efecto de esta sobre la proliferacion celular (Figura 20).
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Figura 20. La via PI3K/AKT est4 involucrada en el efecto estimulatorio que ejerce el IGF-2 sobre la
capacidad proliferativa de las células MDA-MB 231. Las células fueron tratadas con IGF-2 13 nM,
Wort 10pM y con Wort 10uM + IGF-2 13 nM durante 72 horas. A) Se observa una reduccion
significativa en el nimero de células tras la exposicién a Wort con respecto al control. B) Histogramas
de frecuencias con respecto al didmetro de las células obtenidos por el Scepter 2.0. n=3. *p<0.05
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Posteriormente, analizamos la participacion de la via PISK/AKT en la capacidad
migratoria de las células MDA-MB 231, para lo cual realizamos ensayos de migracion en
camaras Transwell. Se trabajaron las mismas condiciones experimentales que para el
ensayo de proliferacion, referido anteriormente. De manera similar, se observa en la
Figura 21, que la presencia de wortmanina reduce significativamente la capacidad
migratoria de las células MDA-MB 231, aproximadamente un 60% con respecto al grupo
control; la presencia de IGF-2, tal como se habia reportado previamente, induce un
incremento aproximado del 30% en la capacidad migratoria, y que la presencia conjunta
del inhibidor con el IGF-2, abate su efecto estimulatorio.

Estos resultados sugieren la participacion de la via PISK/AKT sobre la capacidad
migratoria estimulada de las células MDA-MB 231 por la presencia de IGF-2.
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Figura 21. La via PI3K/AKT esta involucrada en el efecto estimulatorio que ejerce el IGF-2 sobre la
capacidad migratoria de las células MDA-MB 231. Las células fueron tratadas con IGF-2 13 nM, Wort
10uM y con Wort 10uM + IGF-2 13 nM durante 72 horas A) Microfotografias del nimero de células
gue migro B) donde se observa un aumento significativo tras la exposicion a IGF-2, mientras que al
tratar a las células MDA-MB 231 con Wort 10uM respecto al control. Todos los datos fueron
normalizados respecto al control. n=3 ** p<0.01 *** p<0.001
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La via de las MAPK’s esta involucrada en el efecto estimulatorio que ejerce el IGF-
2 sobre la capacidad proliferativa y la capacidad migratoria de las células MDA-MB
231.

A continuacion, procedimos a evaluar la probable participacion de la via de las MAPK’s
sobre el efecto estimulatorio que ejerce el IGF-2 en la capacidad proliferativa de las
células MDA-MB 231, ya que esta via también resulta activada cuando el IGF-2 se une a
su receptor especifico, IGF-R1. Para esta serie experimental empleamos un inhibidor
especifico de dicha via, PD 98059 (25 uM), en presencia y ausencia de 13 nM de IGF-2
por 72 horas de tratamiento. Al finalizar el periodo de tratamiento, se realiz6 el conteo
celular mediante un citémetro de flujo. Se observo que no hay cambios en el nimero de
células en presencia IGF-2, que tras la exposicidon a PD 98059 hay una reduccion del
45% en el tamafo de la poblacion celular, mientras que en la condicion combinada de
IGF-2 con PD 98059, se previene el efecto inhibitorio que ejerce el PD 98059 sobre la
proliferacion celular (Figura 22).
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Figura 22. Inhibir la via MAPK’s afecta la capacidad proliferativa de las células MDA-MB 231. Las
células fueron tratadas con IGF-2 13 nM, PD 25uM y con PD 25 uM + IGF-2 13 nM durante 72 horas.
A) Se observa una reduccion significativa en el nimero de células tras la exposicion a PD con respecto
al control. Ademas podemos apreciar que la exposicion a PD 25 yM + IGF-2 13 nM genera una
tendencia no significativa a la reduccién. B) Histogramas obtenidos por el Scepter 2.0. Todos los
datos fueron normalizados respecto al control. n=3. **p<0.01

Posteriormente, analizamos la participacion de la via de las MAPK’s en la capacidad
migratoria de las células MDA-MB 231, para lo cual realizamos ensayos de migracion en
camaras transwell. Se trabajaron las mismas condiciones experimentales que para el
ensayo de proliferacion, referido anteriormente. De manera similar, se observa en la
Figura 23, que la presencia de IGF-2, tal como se habia reportado previamente, induce
un incremento del 30% en la capacidad migratoria, ademas la presencia de PD 98059
reduce significativamente la capacidad migratoria de las células MDA-MB 231,
aproximadamente un 56% con respecto al grupo control; y que la presencia conjunta del

inhibidor con el IGF-2, previene su efecto estimulatorio.

Estos resultados sugieren la participacion de la via de las MAPK’s sobre la capacidad
proliferativa estimulada de las células MDA-MB 231 por la presencia de IGF-2.
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Figura 23. Inhibir la via MAPK afecta la capacidad migratoria de las células MDA-MB 231. Las
células fueron tratadas con IGF-2 13 nM,PD 25uM y con PD 25 pM + IGF-2 13 nM durante 72 horas
A) Microfotografias del nimero de células que migro B) donde se observa un aumento significativo
tras la exposicion a IGF2; una reduccién significativa al tratar con PD 25 uM a las células MDA-MB
231 respecto al control. Todos los datos fueron normalizados respecto al control. n=3 ***p<0.001
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DISCUSION

La incidencia del cancer de mama en el mundo ha incrementado en los ultimos 50 afios.
A pesar de que las razones de esto aun no son del todo claras, la evidencia sugiere un
posible papel de factores tales como la dieta o las hormonas en dicho aumento, también
se puede considerar que este aumento se debe a la presencia de mutaciones en el
material genético. El cancer de mama, por ende, se considera resultado de la
acumulacion de cambios genéticos y epigenéticos a lo largo de la vida.

El receptor a estrogenos 3 es un elemento molecular crucial para el entendimiento de los
mecanismos que subyacen al potencial metastasico del cancer de mama triple negativo.
La amplia expresion del ERB en el TNBC (Haldosén et al., 2014. Hamilton et al., 2014.
Fuqua et al., 2003. Janice et al., 2000), A pesar de que los avances cientificos
recientes han proporcionado un gran numero de candidatos terapéuticos para TNBC,
tales blancos terapéuticos aun no se comprenden del todo, haciendo que los
verdaderos desafios de esta enfermedad aun no se hayan cumplido (Podoa et al.,
2010). Por lo que el entendimiento de las vias de sefializacidn celular que inciden en la
capacidad proliferativa y migratoria de este subtipo de cancer de mama sea de vital

importancia.

La informacion emergente sugiere que existe una interseccion entre las vias de
sefalizacion para los factores de crecimiento y las hormonas esteroideas (Hamilton et
al., 2017). Se calcula que existen alrededor de un 45% a un 70% de alteraciones en el
sistema de IGF en el cancer de mama. (Motallebnezhad et al., 2016. Elumalai et al.,
2014). Para nosotros, resulto interesante investigar si la activacion del ERB presente en
las células MDA-MB 231, induce cambios en los niveles de expresién de factores de
crecimiento relacionados con el potencial metastasico de las células de cancer de mama
triple negativo, pues se ha demostrado una relacion existente entre la expresion del
ERB y los factores de crecimiento similar a insulina y su rol en el potencial metastasico

de otros tipos tumorales. Para ilustrar mejor esta relacion, podemos tomar estudio
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realizado en un modelo de endometriosis, que mostré que estimular a las células con
IGF1 se observa un aumento en la expresion del ARNm de ESR2y CYP19A1 (genes
para ERB y la aromatasa humana respectivamente), regulando su crecimiento y
desarrollo; sugiriendo asi un entrecruzamiento de estas vias. (Zhou et al., 2016). De
manera mas puntual, se ha demostrado que células tumorales de mama hormono
dependiente, donde la administracion conjunta de IGF-1 y E, muestran efectos
sinérgicos en el crecimiento celular. Donde la activacion IGF-R1 induce la fosforilacion
de ERa, a través de la cinasa ribosomal S6, una molécula activada rio a bajo de la via
PI3K (Christopoulos et al., 2015). Finalmente, existe evidencia de que el ER activo es
capaz de unirse a secuencias de ADN especificas, denominadas ERE, activando genes
diana que regulan la supervivencia, proliferacién y crecimiento celular (Hamilton et al.,
2014); una de estas regiones promotoras es la perteneciente a IGF-R1 (Fagan et al.,
2008).

Dichos antecedentes respaldan la posible relacién entre el ERB y los elementos propios
del sistema de IGF en el cancer de mama triple negativo. Nuestros experimentos
indican primeramente que las células MDA MB 231 expresan el ARNm tanto para IGF
asi como para sus receptores, aunque no en la misma medida. Estos datos son
similares a los reportados por Davison y colaboradores en 2011, quienes hallaron que
elementos del sistema de IGF se expresa en diferentes lineas celulares de cancer de

mama.

Antecedentes previos del laboratorio de Neuroendocrinologia del Instituto de Fisiologia
BUAP, mostraron que al estimular de manera especifica el ERB con DPN, en células
MDA-MB 231, este influye de manera significativa y positiva en su capacidad
proliferativa y migratoria (Avalos R., 2017). Aunado a los antecedentes descritos
previamente, se decidié evaluar si la estimulacion del ERB con DPN, en un medio
reducido en estrogenos, genera cambios en la expresion del ARNm que codifica para los
elementos propios del sistema de IGF, encontrando diversos cambios, siendo de

particular interés que a las 72 horas se observé un aumento de IGF2 e IGF1R.
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Como mencionamos anteriormente, el estrégeno es un elemento presente en el
microambiente tumoral de mama, per se. Con el fin de evaluar el rol que ejerce el ERR,
sobre los elementos del sistema de IGF, en un microambiente enriquecido en
estrogenos, evaluamos el efecto que tiene el estimular o bloquear al ERB (Con DPN o

PHTTP respectivamente) sobre los elementos propios del sistema de IGF.

Existe evidencia de que niveles elevados de IGF-1 estdn asociados con cancer de
mama en mujeres premenopausicas (Shanmugalingam et al., 2016), asi como con la
transformacioén celular y la carcinogénesis mamaria (Ekyalongo et al., 2017. Al-Delaimy
et al., 2011), sin embargo, estos datos provienen de estudios realizados en cancer de
mama hormono-dependiente. Nuestros resultados, por el contrario, sugieren que IGF-1
no interviene en gran medida en la fisiopatologia de nuestro modelo de TNBC.

Al mismo tiempo al revisar el nivel de expresiéon de ARNm para IGF-R1 encontramos
que el tratamiento con DPN o PHTTP no inciden en el nivel expresion de ARNm para
IGF-R1. Respecto a esto, se ha reportado que los niveles de IGF-R1 son altamente
adaptables durante la progresion tumoral (Cox et al., 2015). Cabe resaltar que al ser
IGF-R1 un receptor con actividad TK, su activacion inciden sobre las vias de
sefalizacion rio abajo de MAPK, que culmina en la estimulacién de la proliferacion
celular; por otro lado, esta la via PI3K la cual inhibe la apoptosis y estimula la sintesis
proteica asi como acelera el ciclo celular (Hamilton et al., 2017), por lo que su
presencia es importante para el entendimiento del potencial metastasico en células de
cancer de mama. Cabe subrayar que, existe informacion de que IGF-R1 refuerza y
amplifica los efectos bioldgicos de la aromatasa asi como del ERB (Zhou et al., 2016.

Fagan et al., 2008), y posiblemente algo similar ocurra en nuestro modelo.

Es interesante observar que el nivel de expresion de ARNm para IGF-2, con el
tratamiento con DPN 1 uM produce un aumento significativo. Pero al bloquear el ERB el
nivel de expresion de ARNm para IGF-2, exhibe una reduccion significativa. Estos datos
son semejantes a los detallados en un ensayo clinico donde se encontré niveles
significativamente elevados de IGF-2 provenientes de biopsias de pacientes con TNBC

(Hamilton et al., 2014), y lo reportado por el mismo grupo afos posteriores, donde se

-55-



detalla que DPN aumenta la secrecién de IGF-2 mientras que PHTTP redujo la misma.
Adicionalmente, se ha observado la participacion autocrina y paracrina de IGF-2 en la
estimulacion de la proliferacion celular, resistencia a apoptosis, asi como en la
progresion del cancer, ademas, en modelos in vivo con sobreexpresion de IGF-2 en
glandula mamaria, donde se observo un aumento en la agresividad e incidencia de
metastasis de tumores mamarios (Harris et al., 2012), posiblemente asociado al rol de
IGF-2 en la inhibicién de la actividad del supresor de tumores p53 (Livingstone C.
2013.).

Finalmente IGF-R2 es una proteina de superficie celular que no tiene capacidad de
sefalizacion intracelular, pero promueve la endocitosis y la degradacion lisosomal de
IGF-2, actuando como un supresor de tumores debido a la falta de unién de la misma a
IGF-R1 (Motallebnezhad et al., 2016. Livingstone C., 2013). Existe un estudio que
ilustra mejor el rol de IGF-R2 en la progresion tumoral, donde células epiteliales
normales de mama fueron sometidas a un silenciamiento de dicho receptor, resultando
en un aumento de la proliferacion celular (Caixeiro et al., 2013). Por lo que nuestros
resultados sugieren que su ausencia refuerza el potencial metastasico de las células
MDA-MB 231.

Hasta el momento la evidencia que he mostrado sugiere a IGF-2 como un elemento
clave en el potencial metastasico del TNBC. En el trayecto del entendimiento del rol de
IGF2 en el cancer de mama se han estudiado diversas dosis y los efectos que generan
sobre la proliferacion y migracion de diferentes lineas celulares usadas para su estudio,
siendo 13nM y 26nM las que presentan mayor eficiencia (Hamilton et al., 2017.
Motallebnezhad et al., 2016. Hamilton et al., 2014, Livingstone C. 2013. Harris et
al., 2012), por lo que decidimos usar dichas concentraciones para evaluar el efecto que

ejerce IGF-2 sobre el potencial metastasico de las células MDA-MB 231.

Ahora bien, hasta la fecha, so6lo hay un reporte que relaciona niveles elevados séricos de
IGF-2 y TNBC; es un estudio realizado en mujeres vietnamitas con diagndstico de
cancer de mama triple negativo, sin embargo dicho reporte Gnicamente correlaciona, en

la mayoria de los casos estudiados, niveles elevados del precursor de IGF2 (prolGF2)
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en pacientes diagnosticadas con cancer de mama en comparacion del grupo de
pacientes control (Radhakrishnan et al., 2015). Teniendo en consideracion que las
células tumorales tienen la capacidad de expresar IGF-2 a nivel de proteina de manera
autocrina (Ekyalongo et al., 2017), es que decidimos evaluar el nivel de proteina de
IGF-2 en nuestro modelo celular, tanto en lisado celular como del medio condicionado.
Los resultados indican que al tratar a las células MDA-MB 231 con DPN durante 72
horas se observa un aumento significativo en el nivel de IGF-2 producido,
interesantemente los resultados indican que es mayor la proporcion de IGF-2 secretado
por las células al medio extracelular, que el producido y mantenido en el medio
intracelular, sin embargo esto coincide con lo reportado por Skandalis y colaboradores
en 2014, donde sefialan que DPN aumenta la secrecién de IGF2.

La proliferacion y la muerte celular estan bajo un control estricto a nivel molecular. Estos
eventos estan intrincadamente equilibrados por estimulos de diferente naturaleza y
controlados por multiples mecanismos de control. La acumulacion de defectos en los
mecanismos que regulan el ciclo celular es la causa subyacente de la heterogeneidad de
los diversos tipos de cancer; y sus diferentes respuestas al tratamiento (Podoa et al.,
2010). Nuestros resultados indican que IGF-2 aumenta de manera dosis dependiente el
nivel de expresion de ARNm para Ki-67, un marcador nuclear de proliferacion. Se ha
propuesto que la fosforilacién de la subunidad 8 de IGF-R1, mediada por IGF-2, permite
la activacion de la ruta MAPK que transmite las sefiales proliferativas generadas en la
superficie celular al nucleo, provocando el cambio en la expresion de los elementos
moleculares necesarios para la proliferacion celular (Livingstone C. 2013.). Sin
embargo, al investigar si el tratamiento con IGF2 (a 13nM y 26nM) afecta el nimero de
células, no observamos diferencias significativas entre los grupos tratados con respecto
al grupo control, podriamos especular que esto posiblemente se deba a la duracion del
tratamiento, y que para observar mas detalladamente un cambio en el nimero de
células, requeririamos aumentar la duracién de exposicién de las células MDA-MB 231 a
IGF-2.

Otra propiedad del potencial metastasico de un tumor es su capacidad migratoria, la

cual fue evaluada, primeramente, de manera cualitativa mediante el ensayo de herida,
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en nuestro modelo celular de TNBC, donde no observamos diferencias entre grupos
tratados respecto al grupo control. Sospechamos que la falta de migracion en este
ensayo se debe a la ausencia de un elemento quimio-atrayente, por lo que optamos por
evaluarla de manera cuantitativa mediante ensayos de migracién en camaras Transwell.
Encontramos que el tratamiento con IGF-2 a una dosis de 13nM aumenta
significativamente la migracion. Es concuerda con la informacion aportada por otro grupo
de investigadores, quienes al sobre-expresar IGF-2, observaron un aumento en su
capacidad migratoria asi como un aumento en la expresion de elementos propios del

fenotipo mesénquimal y (Ma et al., 2019).

Respecto a la EMT, sabemos desempefia un papel crucial en la agresividad tumoral,
capacidad migratoria y subsecuente metastasis tumoral (Ma et al., 2019). Nuestros
resultados indican que al tratar a las células MDA-MB 231 con IGF-2 a 23nM el nivel de
expresion de ARNm para Zebl, un marcador mesénquimal, presenta un aumenta
significativo. Ademas la expresion de Zebl a su vez reprime genes determinantes de la
union y polaridad epitelial, como lo es E-Cadherina, (Piperigkou et al., 2016. Xu et al.,
2009). Por lo que no es de sorprender que nuestros resultados, al evaluar el nivel de
expresion de ARNm para E-Cadherina, muestren una reduccién significativa al ser
tratada con IGF-2 (13nM y 26nM), estos resultados estan en consonancia con lo
reportado previamente por Avalos en 2017, quien detalla un aumento de Zebl

correlacionado con la reduccion de E-Cadherina, favoreciendo el fenotipo mesénquimal.

Otro elemento molecular asociado a la capacidad migratoria de las células tumorales es
la sobreexpresién del ARNm que codifica para el canal Nay1.5, y cuya funcion puede ser
modulada por proteinas extracelulares (Gao et al., 2010). Para el caso especifico de las
células MDA-MB 231, se ha demostrado que al tratar estas con 10 uM de TTX, su
capacidad migratoria se reduce de manera significativa (Fernandez-Gallardo et al,
2016). Dada su relevancia en la capacidad migratoria de nuestro modelo de TNBC,
evaluamos el nivel de expresion de ARNm que codifica para el canal Navl.5 en
presencia de IGF-2, encontrando que este induce un aumento significativo en el nivel de

expresion de ARNm para el canal de Nav1l.5, al compararlos con la condicion control.
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Otro aspecto importante de la migracion celular son las MMP, elementos que afectan
directamente los componentes de la matriz extracelular. Evidencia sugiere que MPP1,
MMP7 y MMP14 activan sefales que activan la adhesion, migracion y re-organizacion
del citoesqueleto (Piperigkou et al., 2016). Por lo que nuestros resultados refuerzan el
papel de la MMP14, pues tras la estimulacion con IGF-2 observamos un aumento

significativo de esta.

Los efectos anti-apoptéticos y mitbgenos de IGF, en el cancer, son mediados por la
union del ligando de IGF a su receptor transmembrana con actividad tirosin-cinasa
desencadenando 2 vias de sefalizacion importante, la via AKT y la via MAPK
(Christopoulos et al., 2018. Christopoulos et al., 2015).

IGF-2 se ha descrito como factor promotor la activacion de la via PISK y la expresion del
propio IGF-2 (Hamilton et al., 2017). PI3K al ser activado, conduce a una reduccion de
la apoptosis y una mayor supervivencia celular, mediante la intervencion de IRS (IRS;-
IRS,). Existe evidencia que indica que IRS, induce una hiper activacion de la via PI3K
en el cancer de mama (De-Freitas et al., 2017). De manera fisiolégica, el supresor de
tumores homologo de la fosfatasa y tensina (PTEN) inhibe a PI3K y por lo tanto, inhibe
las vias mitogénicas activadas (Austin et al., 2018). Al poseer PI3K un rol primordial en
la fisiopatologia del cancer, resulto légico pensar en desarrollar farmacos que bloqueen

dicha via. Wortmanina es un potente inhibidor de la via PI3K.

Al estimular a IGF-R1 mediante IGF-2, se contribuye en mejorar la capacidad
migratoria e invasiva del TNBC, asociado a la activacion de PI3K, promoviendo la
autosuficiencia del crecimiento tumoral. (De-Freitas et al., 2017). Nuestros resultados
indican que al mantener a las células en la presencia de 10 uM de Wortmanina hay una
disminucién significativa en el nimero de células asi como en la capacidad migratoria de
las células, sin embargo al agregar IGF-2 13 nM, este efecto se ve revertido. Esto
coincide con lo reportado por Christopoulos y colaboradores en 2018, quienes sefialan
qgue la inhibicion farmacolégica de AKT, en lineas celulares de cancer de mama

resistente.
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La principal funcion de la via MAPK consiste en transducir estimulos extracelulares
reconocidos por receptores especificos a un gran nimero de moléculas blanco que
integran respuestas intracelulares altamente especificas, como por ejemplo la
produccion de proteinas necesarias para la proliferacion celular. (Livingstone C. 2013.
Bergman et al., 2012). Algunos investigadores han propuesto a la activacion de la via
de sefalizacion de MAPK, asi como su interaccion con genes regulados por ER, en la
progresion del crecimiento tumoral de mama (Skandalis et al., 2014). Al inhibir la via
MAPK mediante PD98059, nuestros resultados indican una reduccién significativa en el
namero de células coincidiendo con lo reportado por Zhou y colaboradores en 2016
reportaron que al bloquear la sefalizacion de MAPK mediante PD98059 se inhibe el

crecimiento de muestras tumorales de pacientes mantenidas en cultivo.

Elementos de la via de sefializacion de MAPK, pueden se estimulados
transitoriamente tras la activacion de IGF-R1, repercutiendo en movilidad celular (Cox et
al., 2015). Al evaluar la via MAPK y su participacién en la capacidad migratoria de
nuestro modelo, observamos que al tratar a las células por 72 horas en presencia de
PD98059, esta se ve reducida significativamente en comparacion al grupo control, con
esta evidencia reforzamos el rol de esta via sobre la capacidad migratoria. Ademas, un
estudio revelo que tanto al inhibir como silenciar al ERB, se observa una regulacién

negativa de las vias MAPK. (Austin et al., 2018).

Muchos estudios han subrayado la relevancia clinica y terapéutica del sistema de IGF
en diferentes tipos de tumores. Nuestros resultados, asi como la literatura, indican una
fuerte conexion entre los elementos del sistema de IGF y el ERB. Ademas hemos
generado, por vez primera evidencia, de que IGF-2 contribuye al mantenimiento del
potencial metastasico, mediante IGF-R1, induciendo migracion y preparando a las
células para proliferar. Ademas apreciamos que la estimulacion de IGF-R1
desencadena la activacion de vias de sefalizacion, PI3K y MAPK, mediante la
intervencion de diversos elementos moleculares rio abajo. La creciente necesidad de
identificar objetivos terapéuticos que no generen resistencia ha despertado el interés de

los elementos activados por IGF como un potencial candidato terapéutico.
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CONCLUSIONES

1. Las células MDA-MB 231 expresan de manera diferencial el ARNm que codifica
para los tres tipos de receptores a estrégenos, en mayor proporcion el ERp,

posteriormente el GPER30, mientras que el ERa est4 ausente.

2. El ARNm que codifica para los 4 elementos moleculares del sistema IGF (IGF-1,

IGF-2, IGF-R1 e IGF-R2) esta presente en las células MDA-MB 231.

3. La activacion especifica del ERB con DPN, aumenta los niveles de expresion de

IGF-2, tanto a nivel de ARNm como de proteina.

4. La presencia de IGF-2 exacerba la capacidad migratoria y la capacidad

proliferativa en las células MDA-MB 231.

5. El efecto estimulatorio que ejerce el IGF-2 sobre la capacidad migratoria y la
supervivencia en las células MDA-MB 231 requiere de la activacién de la via

PISK/AKT y de la via de las MAPK’s.
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