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RESUMEN

El cancer de mama es un problema de salud publica, en México y el mundo, en
nuestro pais corresponde a 30.8% de los casos de cancer en mujeres de 20 afios y mas.
La metastasis es la evolucién clinica mas agresiva del cancer, causa el 90% de los
descensos. Se ha correlacionado un microambiente inflamatorio con el desarrollo y
exacerbaciones de capacidades tales como un aumento en la movilidad e invasion, esta
exacerbacion de la capacidad migratoria se relaciona con el mantenimiento de un fenotipo
movil (mesenquimal) y la participacion de proteinas de membrana tales como canales de

sodio dependientes de voltaje.

Nosotros decidimos evaluar un elemento de ese microambiente inflamatorio, el
receptor tipo toll 4 (TLR-4), receptor que fue descrito inicialmente en células involucradas
en la respuesta inmune innata, pero se ha demostrado que se encuentra presente en
células de tipo epitelial y de cancer. La via de sefalizacion activada por su ligando LPS es

la dependiente de MyD88, la cual culmina con la translocacion al nucleo del factor NF-«xB,

Utilizando como modelo experimental la linea celular MDA-MB-231, evidenciamos
la presencia a nivel de ARNm y proteina de TLR-4. Ademas al tratar las células con LPS
observamos que no se modifica la capacidad proliferativa de estas células, sin embargo
provoca cambios en la capacidad migratoria de manera dependiente a la concentracion

utilizada y al tiempo de exposicién de las células.

Desde otro acercamiento experimental en tratamientos agudos con 1ug/ml

evaluamos la expresién de citocinas pro-inflamatorias y factores de transcripcion

asociados al mantenimiento del fenotipo mesenquimal. Observando que al igual que en
las células de la respuesta inmune la exposicion a LPS regula de manera positiva la
expresion de IL-6 y TNF-a; ademas de que aumenta los niveles de expresion a nivel de
ARNmM de SNAIL-1, SNAIL-2, y ZEB-1. La participacién de la via de sefalizacién de TLR-4
dependiente de MyD88 en la expresion de las moléculas antes mencionadas, fue
evaluada inhibiendo con Na,SO3; (20uM) al factor de transcripciébn NF-kB, evidenciando
que participa de manera importante en el aumento en la expresion de citocinas pro-
inflamatorias tal como se ha observado en células de la respuesta inmune innata y de
igual manera se asocia con la regulacién positiva de la expresién de factores de

transcripcion asociados al mantenimiento del fenotipo mesenquimal.
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Por otra parte evaluamos los efectos de LPS sobre la expresion de la subunidad a
de canal de sodio dependiente de voltaje NAv 1.5, observando que tratamiento de 24 a 96
horas aumentan los niveles de expresion del ARNm que codifica para ersta proteina.
Analizando la funcionalidad del canal lo bloqueamos con tetradotioxina (10nM) y
observamos que la capacidad migratoria de las células disminuye, demostrando la
participacion de NAv 1.5 en la capacidad migratoria de las celulas MDA-MB-231
estimulada por LPS.

Al identificar los moleculares responsables de la capacidad migratoria de las
células tumorales se pueden desarrollar antagonistas especificos que inhiban o reduzcan

de manera efectiva la capacidad metastasica de las células tumorales, asegurando un

mejor prondéstico de vida de los pacientes afectados por cancer de mama. La eleccion del

blanco farmacolégico debe considerar entre otros aspectos la relacién beneficio/riesgo.




INTRODUCCION

CANCER

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), define al Cancer como un amplio grupo
de enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del organismo. Una caracteristica
del cancer es la multiplicacion rapida de células anormales y que pueden invadir otros
tejidos y 6rganos del organismo, proceso conocido como metastasis. La metéstasis es la
principal causa de muerte ocasionada por cancer (OMS, 2014). La OMS report6 en el afio
2012 la muerte de 8,2 millones de personas por cancer, considerandose la principal
causa de muerte a nivel mundial, no habiendo distinciones en cuanto el nivel
socioecondmico y desarrollo de los paises, esta misma organizacion prevé que el numero

de defunciones por cancer aumentara hasta 11.4 millones en 2030 (OMS, 2007).

El origen del cancer es multifactorial. Para esta patologia sea considerado la
participacién del 5 al 10% de factor genético primario (Zabalegui et al., 2003), siendo solo
el 1% de los casos considerados como Sindrome de Cancer Hereditario (Fearon, 1997),
sin embargo se contemplan también la contribucion de rasgos recesivos y combinaciones
de genes que pueden estar afectados. Se ha observado que el factor genético presenta
variacion dependiendo del tipo de tejido afectado, estudios han reportado efectos
estadisticamente significativos de los factores hereditarios, que van desde 27% a 42%
para cancer de colon, mama y préstata (Lichtenstein et al., 2000). En los casos de cancer
esporadico las alteraciones genéticas no pueden ser subsanadas por los mecanismos de
reparacion celular, los cuales tienen la capacidad de mantener el equilibrio, ademas estas
son acumulativas y capaces de trasmitirse a la progenie celular; aunado a estos eventos
ciertas condiciones pueden establecer un microambiente propicio para el desarrollo de
una neoplasia, aumentando la tasa de mutacion, tal como puede ser un estado
inflamatorio crénico, asi como alteraciones relacionadas a las células estromales, tales
como células endoteliales, macréfagos y fibroblastos asociados a cancer (Grivennikov et
al., 2010; Lorusso & Riegg 2008).

Durante afios se han considerado que el desarrollo del cancer esta relacionado con

defectos en los circuitos regulatorios de la proliferacion celular y la homeostasis. Diversos




estudios han permitido considerar la manifestacion de seis alteraciones esenciales en la
fisiologia celular que colectivamente facilitan el crecimiento de células tumorales
(Hanahan & Weinberg, 2000).

Autosuficiencia en la sefales de crecimiento
Insensibilidad a inhibidores del crecimiento
Evasion de la muerte celular programada
Potencial de replicacion ilimitado
Angiogénesis sostenida

Invasion tisular y metastasis

A partir de 2011, se afiadieron cuatro nuevas alteraciones, evasion de la inmuno-

destruccioén, desregulacion de los energéticos celulares, inestabilidad genética y mutacion,

asi como la inflamacién promotora de tumor (Hanahan & Weinberg, 2011).

INFLAMACION
PROMOTORA DE
TUMOR

INVASION Y METASTASIS
Hanahan & Weinberg ,2011

Figura 1. Capacidades y habilidades esenciales en la fisiologia celular que facilitan el crecimiento
de células tumorales. Las capacidades principales que se adquieren durante el desarrollo de los tumores
humanos son; autosuficiencia en la sefiales de crecimiento, insensibilidad a inhibidores del crecimiento,
evasion de la muerte celular programada, potencial de replicacion ilimitado, angiogénesis sostenida,
invasion tisular y metéastasis; afiadiéndose también a la lista recientemente la evasion de la inmuno-
destruccion, desregulacion de los energéticos celulares . Subyacente a esto la inestabilidad gendmica y la
inflamacion permiten adquirir estas capacidades, por su participaciéon en la generacion de la diversidad
genética asi como fomentar estas funciones distintivas (.Hanahan & Weinberg, 2000, 2011)




La inflamacién promotora de tumor aparece como una caracteristica que permite a
las células adquirir capacidades que contribuyen al desarrollo y progresion de cancer, a
través del suministro de moléculas que juegan un papel importante en el microambiente
tumoral tal como factores de crecimiento, factores de sobrevivencia, factores pro-
angiogeénicos, enzimas modificadoras de la matriz extracelular, asi como sefiales que
activan la transicion epitelio mesénquima (DeNardo et al., 2010; Grivennikov et al., 2010;
Qian & Pollard, 2010; Karnoub & Weinberg, 2006—2007).

La historia natural del desarrollo y progresién del cancer estd en funcion del tipo
celular que origina el desarrollo del cancer, el 80% son carcinomas, entre los que

destacan a nivel mundial por la alta morbilidad y mortalidad estan:

Céancer de colon Cancer endometrial
Céancer de mama Cancer pancreatico
Cancer de préstata Céancer pulmonar
Céancer de tiroides Céancer renal
Céancer de vejiga

En México el panorama no es muy diferente datos del Instituto de Instituto Nacional de
Estadistica, Geografia e Informatica (Figura 2), reporto que en 2012 las principales
neoplasias en la poblacion mexicana masculina de 20 afios y mas se presentan
principalmente en érganos digestivos (25.4%), en érganos genitales (11.5%) y en érganos
hematopoyéticos (9.9%); mientras que en las mujeres de este mismo grupo de edad, en
mama (30.8%); 6rganos genitales (16.5%) y érganos digestivos (13.8 por ciento).

Tumores malignos

Sistema linfatico y tejidos afines

Mama _ \ Figura 2 Porcentaje de

Organos respiratorios e intratoracicos mor b ili d ad h 0s p i tal ar i a d e

_ Organos digestivos los principales tumores
Organcs hemetopoyeticos : \ malignos en la poblacién de
Organos genitales 20 aflos y mas segln sexo,
i : 2012. Se observa que para
mujeres de 20 afios y mas el
30.8% corresponde a los
casos de cancer de mama

(INEGI, 2015) .




Entre las mujeres de 40 a 59 afios la primera causa de egreso hospitalario por tumores
malignos son las neoplasias en la mama, 27.9 de cada 100 mujeres de 40 a 49 afios y 28.4
de cada 100 de 50 a 59. La OPS por su parte reporto para 2010 la tasa de mortalidad de
los 10 tipos de cancer que representan la mayoria de los casos de céncer registrados,
teniendo que en mujeres el

14% de la mortalidad es debido a cancer de mama (INEGI, 2015).

CANCER DE MAMA

Epidemiologia.

Segun datos del Agencia Internacional de Investigaciéon en Cancer (IARC), el cancer
de mama es el segundo cancer mas comunmente diagnosticado con 1.7 millones (11.9%
del total registrado) de nuevos casos en el 2012. En el reporte de este mismo afio se
observé que de 2008 a 2012 la incidencia de esta neoplasia incremento mas del 20%,
mientras que la mortalidad en un 14%. El cancer de mama se considera la causa de

muerte por cancer en mujeres mas comun (522 000 muertes en 2012) y es el cancer mas

frecuentemente diagnosticado en 140 de 184 paises, esto representa 1 de cada 4 casos de

neoplasias en mujeres. Existe una evidente desigualdad entre paises, mientras que en los
desarrollados, debido a la industrializacion y el estilo de vida (factores de riesgo asociados
a la reproduccion, dieta y hormonas), hay un marcado aumento en la incidencia de esta
patologia, la mortalidad es relativamente mucho mayor en paises en vias de desarrollo, la
alta tasa se relaciona a las carencias en materia de salud publica, por lo cual no se realiza

una temprana deteccidn, ni se sigue los esquemas terapéuticos adecuados. (IARC, 2013).

La Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) sefiala que el cancer de mama es
el mas frecuente en las mujeres de América Latina y El Caribe; estima que en 2008 se
diagnosticaron poco mas de 320 mil mujeres con este padecimiento y calcula que para
2030 se incrementara 60 por ciento (OPS, 2012).

Para el 2012 la deteccion de tumores malignos de mama ocuparon el segundo lugar

en la poblacion mexicana con 18.9 % del total hospitalizada en este afio. La morbilidad




hospitalaria en mujeres es la mas alta para esta neoplasia, 30 de cada 100 mujeres. El
cancer de mama ocupa el sexto lugar como causa de muerte en nuestro pais, ocho de
cada cien personas que padecen una neoplasia maligna. Entre los hombres ocupa el
ultimo lugar con solo el 0.1 % de la proporcién de defunciones; mientras que en mujeres
ocupa el tercer lugar con 14.7%(INEGI, 2015).

Patogénesis

Se estima que del total de casos de cancer de mama el noventa y cinco por ciento son
carcinomas. Consideramos 2 tipos in situ e invasivo; ambos pueden ser ductales o
lobulares, el primero se mantiene confinado al epitelio sin invasion de la membrana basal,
al estar localizado es considerado que tiene un potencial bajo para hacer metastasis.
Cuando se expande mas alla de la membrana basal el cancer se considera invasivo o
infiltrante, es en este estadio donde se desarrolla el proceso metastasico, que constituye el
estado mas agresivo de esta patologia (Richie & Swanson, 2003).

La clasificacion clinica del Cancer de mama se basa en el tamafio o la infiltracion local
del tumor, la afectacion de ganglios linfaticos y presencia de metastasis; se indica

generalmente por numeracion del 0 (buen pronéstico) al 4 (mal pronéstico) (Edge et al.,

2010). Con herramientas tales como la inmunohistoquimica e hibridacion in situ

fluorescente se han determinado tres subtipos de cancer de mama;

Receptor hormonal positivo: con expresion de receptores de estrégeno o
progesterona, responsivos a terapia hormonal (moduladores de estrégeno,
tales como tamoxifen; asi como inhibidores de la aromatasa). Este subtipo
tiene generalmente buen pronéstico (Brewster et al. 2014).

Positivo al receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano: este tipo de
cancer puede presentarse en casos positivos 0 negativos a estrégenos, la
sobreexpresion de HER2/neu fue asociada en los inicio con un mal pronéstico;
sin embargo el desarrollo de un tratamiento especifico para esta condicién
(trastuzumab) ha mejorado la sobrevida de los pacientes (Schiff et al., 2010).
Triple negativo: se caracteriza por que las células neoplasicas carecen de

receptores a estrogeno y progesterona, asi como por la ausencia de




sobreexpresion del receptor del factor de crecimiento epidérmico 2 (HER 2) o
incluso de su amplificacion génica (Rakha et al.,, 2007). Presenta un
comportamiento agresivo, son frecuentes las recaidas con metastasis a
cerebro y pulmones, con una alta tasa de mortalidad en comparacién con otros
tipos de CaM (Bauer et al., 2007; Millikan et al., 2008; Ander & Carey, 2009).
Esta patologia representa del 15 al 20% del total de casos de cancer de mama,
pero ocurre con alta frecuencia en mujeres jévenes en la pre-menopausia con
ancestros de origen africano (Carey et al. 2006). Un andlisis de los datos del
programa de supervivencia, epidemiologia y resultados finales del Instituto
Nacional de Cancer en EUA, sobre las mujeres diagnosticadas durante 2010,
demuestra que las afroamericanas e hispanas tiene mas probabilidad de ser
diagnosticadas con CaM triple negativo, en comparacién con las mujeres
caucasicas y de origen asiatico (Howlader et al., 2014). Otros factores de
riesgo asociados a esta neoplasia son; un indice de masa corporal elevado y
multiples partos, este particularidad marca la diferencia con otros tipos de
cancer, los cuales se relacionan con un bajo numero de embarazos (Millikan et
al., 2008; Phipps et al.,, 2011; Phipps et al., 2011). Con respecto a la
susceptibilidad genética se ha descrito que las mujeres que portan mutaciones
en BCRAL tienen mas de un 50% de probabilidades de desarrollar cancer de
mama triple negativo (Zhang et al., 2012). Variantes de baja penetrancia
podrian estar contribuyendo también a la predisposicion; en un estudio de
asociacion del genoma completo en mujeres con CaM que tenian ancestros de
origen africano se identific6 un polimorfismo de nucle6tido simple en el
cromosoma 5p15, TERT-rs10069690, con asociacion significativa con los tipos
de CaM negativo a estrogenos y triple negativo (Haiman et al.,, 2011). La
guimioterapia es el tratamiento estandar para este tipo de neoplasia, a pesar

de su curso agresivo, el cancer de mama triple negativo es muy sensible a los

farmacos citotoxicos, el porcentaje de pacientes que presentan una respuesta

completa después del tratamiento de quimioterapia (antraciclinasy taxanos)

reforzado con adyuvantes o neoadyuvantes (sales de platino) es de 30-45%.




Factores de Riesgo

Etnicidad: Para cancer de mama en Norte América y Europa del norte se encuentra

la mayor incidencia y la mas baja en paises como Asia y Africa, sin embargo el factor de

estilo de vida parece tener mas peso que el grupo étnico de procedencia.

Genético: Esta limitado, pero es muy importante, estudios en gemelos estiman que
el 27% de los casos de cancer de mama tienen factores hereditarios, sin embargo solo del
5-10% de estos tiene un fuerte componente genético, mientras que solo un 4-5% es
causado por genes de alta penetrancia genética, que se transmiten de forma autosémica
dominante. Una mayor proporcion es causada por genes de penetrancia moderada de 7-
10% vy aproximadamente 20 genes de baja penetrancia involucrados en el desarrollo de
esta patologia se han identificado (Lalloo & Evans, 2012)

Género: el cancer de mama es 100 veces mas comun en mujeres que en hombres

Edad: De los 45 a 50 afos la incidencia aumenta de manera acelerada,
posteriormente el aumento es lento, hasta que de 70 a 80 afios la curva de incidencia

decrece, esto se relaciona directamente con la menopausia.

Menarca y menopausia: las mujeres que inician su periodo menstrual de manera
temprana o aquellas con una menopausia tardia aumentan su riesgo de desarrollar cancer

de mama.

Embarazos: la nuliparidad y un primer embarazo tardio incrementan
significativamente el riesgo. Mujeres que se embarazan por primera vez después de los

treinta y cinco, duplican el riesgo.

Enfermedades benignas previas: las mujeres con una hiperplasia epitelial atipica
tienen de 4 a 5 veces mayor riesgo de desarrollar cancer de mama que las mujeres con
ningun cambio proliferativo. Esta condicion se puede sumar con la historia familiar que

aumenta las probabilidades nueve veces (McPherson, K. et al., 2000).




Anticonceptivos orales: mujeres que usan anticonceptivos orales antes de los 20

afios tiene mayor riesgo en comparacion con mujeres que iniciaron a mayor edad.

Terapia Hormonal: las mujeres que requieren terapia de remplazo hormonal tienen
53% mayor riesgo con terapia combinada y solo 34% en tratamientos de estrégeno,
especialmente si es utilizada por més de 5 afios.

Radiacion: mujeres que reciben radiacion antes de los 45 afios, usualmente a
causa de enfermedad de Hodgkin, aumentan el riego considerablemente. El grupo mas
vulnerable es aquel que pasa por la pre pubertad alrededor de los 10 a 14 afios (Richie &
Swanson, 2003).

Obesidad: estudios epidemiolégicos consideran a esta como factor de riesgo en
mujeres post-menopadsicas, esto relacionado al alto niveles de estr6genos derivados de
la aromatizacién de la androstenediona presente en los depésitos adiposos de las mujeres

con alto indice de masa corporal (Hankinson, S.E. et al. 1995).

Inflamacion: La inflamacion crénica induce desarrollo tumoral y progresion en esta
neoplasia, también se le considera factor de riesgo de recaida. Estudios clinicos muestran
que la inflamacion esta asociado positivamente a progresion maligna y a mal pronéstico en
pacientes de cancer de mama (Ham & Moon, 2013). En el tejido adiposo de la glandula
mamaria la inflamacion crénica relacionada a la obesidad, participa en la estabilizacion del

microambiente que favorece la mutagénesis, proliferacion, progresion y el desarrollo de

tumores con alto potencial metastasico. La infiltracién de Macréfagos M1 y la formacion de

estructuras en forma de corona de la mama (CLS-B) son claros marcadores histolégicos
del proceso (Rose & Vona — Davis, 2013). Se considera actualmente que al menos un 20%

de los procesos cancerigenos estan relacionados con estados de inflamacién crénica.

RELACION CANCER E INFLAMACION

En el siglo XVIII, Virchow propuso la existencia de una relacion entre el proceso
inflamatorio y el cancer, ya que observo la presencia de leucocitos en los tumores. La

conexién entre inflamacion y cancer puede ser abordada desde dos perspectivas; la




extrinseca que se refiere a las condiciones inflamatorias que pueden dar lugar a desarrollo
del cancer y la via intrinseca en donde los eventos genéticos tempranos que permiten el
desarrollo del tumor también promueven la formacion de un microambiente inflamatorio
(Mantovani et al., 2008).

El microambiente tumoral se caracteriza por la presencia de células inmunes de la
respuesta adaptativa e innata junto con las células tumorales y su estroma circundante que
contiene fibroblastos, células endoteliales, pericitos y células mesenquimales (De Visser et
al., 2006). Estos diferentes tipos celulares se comunican de manera paracrina y autocrina

por medio de citocinas y quimiocinas, controlando el crecimiento tumoral.

Las citocinas liberadas en el microambiente tumoral ejercen un efecto significativo en
el proceso de desarrollo y evolucién del cancer, pues activan factores de transcripcion,
tales como el NF-kB y STAT3, asociados a la expresion de genes que controlan la
sobrevivencia, proliferacion, crecimiento, angiogénesis, invasividad, motilidad y produccion

de quimiocinas y citocinas, (Grivennikov et al., 2009; Yu et al., 2009; Lin & Karin, 2007).

NF-kB es un coordinador clave de inmunidad innata y la inflamacion, ademas es

considerando como un promotor tumoral. Su actividad es crucial para las células tumorales

0 potencialmente tumorales y para las del sistema inmune, en estos tipos celulares NF-xB
se activa en respuesta a la estimulacién por microorganismos y dafio tisular de la via de
sefalizacién de los receptores tipo Toll dependiente de MyD88 y las vias de sefalizacion

paracrina y autocrina de TNF- o e IL-1 (Mantovani et al., 2008)

Todos estos elementos pro- inflamatorios en el microambiente tumoral participan como
promotores de la evolucién clinica mas agresiva del cancer, la metastasis que es la causa

de aproximadamente el 90% de las muertes por neoplasia (Grivennikov et al., 2010).

Inflamacién y Metastasis

La adquisicién de un fenotipo migratorio e invasivo de las células tumorogénicas

requiere la participacion in vivo de las células cancerigenas, células estromales e




inflamatorias. Se propone que este proceso ésta dividido en cuatro condiciones necesarias

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

1. Transicion Epitelio-Mesénquima (TEM), la pérdida del fenotipo
epitelial y la adquisicion de un fenotipo fibroblastico, que le
proporciona una mayor movilidad, facilitando la migracion e

invasion.

Intravasacioén a los vasos sanguineos y linfaticos de las células

tumorales.

Sobrevivencia de las células tumorales que viajan a través de la

circulacion.

Extravasacion de las células tumorales, interaccion con su nuevo
microambiente y asentamiento de estas células en el nuevo sitio de

implantacion.

La Transiciébn Epitelio Mesénquima es un proceso a través del cual las células
epiteliales pierden sus uniones adherentes y estrechas con las células vecinas, ademas de

adquirir propiedades mesénquimales (Figura 3).

Fenotipo epitelial Fenotipo intermedio en Fenotipo mesénquimal
células en transicion
)11 [—
5 b3

p——

E-Cadherina N-Cadherina
Citoqueratinas Vimentina

Figura 3. Transicion Epitelio — Mesenquima. La TEM involucra una transicion funcional de células
epiteliales polarizadas a células mdviles de fenotipo mesenquimal. Un marcador del fenotipo epitelial que se
pierde de manera caracteristica durante este proceso es la E-cadherina, los factores de transcripcion que
funcionan como sus represores clasicos se encuentran altamente expresados durante la transicion, SNAIL-
1, SNAIL-2, TWIST y ZEB-1, participando en multiples formas durante la adquisicién del fenotipo mévil; en
el cual se expresan marcadores especificos, tales como Vimentina y N- Cadherina. La deteccion de células
gue expresan ambos grupos de marcadores define el fenotipo intermedio de TEM (Modificado de Kalluri &
Weinberg; 2009)




Las células que entran en la TEM se caracterizan por cambios en la expresidén génica,
incremento en la capacidad de movimiento y de migrar largas distancias. Este fenédmeno

fue inicialmente descrito en el desarrollo embrionario, actualmente se han descrito tres

tipos, incluyendo los fendmenos que acompafian al cancer epiteli@

e Tipo I: se refiere a los eventos que ocurren durante la implantacion y formacion del
embridn, gastrulaciéon y migracion de la cresta neural.
Tipo II: involucrado al cierre de heridas, regeneracion tisular y fibrosis.
Tipo lll: Este ocurre en las células cancerosas de tipo epitelial y participa como
primer paso del proceso de metastasis (Wang & Zhou, 2011; Kalluri & Weinberg;
2009).

El acontecimiento clave durante la TEM es la perdida de la expresiéon de la E-
cadherina, molécula presente en las uniones adherentes célula - célula. La gran mayoria
de vias de sefalizacién conocidas que regulan a la transicion epitelio-mesenquima activan
factores de transcripcion que reconocen la secuencia de E-Box del ADN localizada cerca
del inicio de transcripcion de E-cadherina, donde reclutan cofactores y desacetilasas de
histona, regulando negativamente su expresion (Wang & Zhou, 2011). @

Se ha descrito hasta ahora la participacion de la familia SNAIL/SLUG (SNAIL-1 y SNAIL-
2), TWIST, &k F1/ZEB1, SIP1/ZEB2, y E12/E47 (Nieto, 2002; Wang & Zhou, 2011; Yang
et al., 2004). Multiples evidencias también relacionan a estos factores de transcripcion
con la disminucién en la expresién de otras moléculas especificas del fenotipo epitelial,
como claudinas y mucina-1; asi como la regulacién positiva de marcadores moleculares del
fenotipo mesénquimal, tales como N-cadherina y vimentina (Wang & Zhou, 2010). Estudios
experimentales han descrito que los factores de la familia SNAIL y TWIST podrian trabajar

conjuntamente para inducir la expresion de ZEB-1(Dave et al., 2011).

Mantenimiento del fenotipo mesenquimal

La transicion epitelio mesénquima se asocia con la adquisicion de la capacidad de
migracion, invasion y auto-renovacion de las células. Durante el desarrollo normal y en la
patogénesis tumoral el cambio en el fenotipo celular es inducido por las sefales que las

células epiteliales reciben en el microambiente; sin embargo las sefiales responsables de
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la induccién de la TEM y del mantenimiento del estado celular resultante no han sido del
todo esclarecidas (Scheel et al., 2011).@

En estudios utilizando cultivos primarios, células inmortalizadas y células
neoplasicas humanas de epitelio mamario la TEM no puede ser eficientemente inducida
por la activacion de una u otra via de sefializacion (TGF-f o Wnt), si no que multiples vias
de sefalizacion deben colaborar para lograr la transicién. Una vez que las células han
pasado por la TEM tanto células neoplasicas como normales, se mantienen en un estado
mesénquimal / célula madre a causa de sefiales autocrinas constantes. Este circuito
autocrino presumiblemente estaria participando asegurando la continua expresion de los
miembros de la maquinaria transcripcional asociada a la adquisicion del fenotipo
mesenguimal, tales como SNAIL-1, SNAIL-2, TWIST, ZEB-1 y ZEB-2 (Scheel et al., 2011).

Se ha descrito la sobreexpresion de SNAIL-1 tanto en células epiteliales y
endoteliales de cancer de mama invasivo, siendo indetectable en tejido normal de mama;
la presencia de este factor de transcripcion ha sido relacionada al grado tumoral, la
metastasis, recurrencia y mal prondstico (Martin et al, 2005; Parker et al., 2004). La familia
de proteinas SNAIL (SNAIL- 1/SNAIL, SNAIL-2/SLUG, SNAIL-3/ SMUC), colaboran con
otros factores de transcripcion, se observd que existe un alta correlacion entre la
expresion de TWIST y SLUG con el desarrollo de tumores de mama; de igual manera
SNAIL-1y TWIST cooperan para inducir ZEB-1 (Casas et al, 2011; Dave et al., 2011). ZEB
1 ha demostrado activar la transcripcion de genes relacionados al fenotipo mesenquimal,

tales como Vimentina y N-caderina, participa ademas en el mantenimiento del fenotipo

tipo célula madre, regular el ciclo celular y la senecencia, asi como se le ha involucrado en

los procesos de resistencia a quimioterapia y radioterapia (Sanchez-Till6 et al., 2012).

RELACION CANCER DE MAMA E INFLAMACION

La inflamacion crénica esta implicada en el desarrollo de varios tipos de cancer,
incluyendo el Cancer de mama. Las células tumorales, al igual que las inflamatorias, tienen
la capacidad de producir citocinas, amplificando de esta manera el efecto proliferativo e
invasivo de los tumores (Luo et al., 2007). En otros modelos experimentales, como es el

cancer de préstata, las células del sistema inmune secretan algunas citocinas, IL-6 y TNF-
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a, las cuales promueven la proliferacion de células epiteliales y la angiogénesis, facilitando
la invasion epitelial tanto en el estroma, como a nivel circulatorio (Condeelis &
Pollard,2006; Lewis & Pollard, 2006).

En el caso particular del cancer de mama se ha observado que en el microambiente
tumoral existen mediadores claves de la respuesta inflamatoria, tales como eicosanoides
(prostaglandinas y leucotrienos). Por tanto la actividad de la Ciclooxigenasa — 2 (COX-2)
esta intimamente asociada con la inflamacién relacionada a esta neoplasia, la progresion
tumoral y metastasis. Se ha demostrado que el uso prolongado de farmacos

antiinflamatorios no esteroideos, pueden reducir el riesgo de desarrollar cancer de mama.

Estudios clinicos han revelado un incremento en los niveles circulantes de citocinas,
IL-6 e IL-8 en pacientes con cancer, los cuales se han relacionado con el desarrollo de
metastasis y una reducida sobrevivencia. Las citocinas pro-inflamatorias se han propuesto

como diana terapéutica para varios tipos de cancer.

Dentro de los mudltiples receptores de membrana involucrados en el desarrollo y
progresion del cancer de mama, relacionados a la respuesta inflamatoria, es importante
destacar el papel de los receptores tipo Toll, una superfamilia de glicoproteinas que de
manera clasica se describen como pieza clave en la respuesta inmune innata y adaptativa,
sin embargo numerosos estudios clinicos y experimentales han descrito su presencia en
las células tumorales de cancer de mama. Su participacién en el microambiente tumoral

inflamatorio aun es discutida, ya que polimorfismo en TLR-4 se han reportados como

factores de riesgo en CaM, asi como que la estimulacién de células inmunes con agonistas

de este mismo receptor disminuyen el tamafio tumoral y aumentan la actividad de
linfocitos citotéxicos. No obstante en lineas celulares de cancer de mama el tratamiento

con lipopolisacarido aumenta la capacidad invasiva de las células (Kidd et al., 2013).

SENALES INDUCTORAS DE INFLAMACION

En la respuesta inflamatoria, las células epiteliales participan activamente no solo

como barreras si no directamente en los mecanismos de reconocimiento de la inmunidad




innata; existe evidencia de la interaccion de estas con patrones moleculares asociados a
patdogenos a través de la familia de receptores similares a Toll (TLR) (Backhed & Hornef,
2003). En céncer de colon ha demostrado que el LPS liberado por la membrana de las
bacterias Gram-negativas, promueven la activacion de NF-kB a través de la interaccion de
su receptor de membrana TLR-4 (Wang et al., 2010 2006; Kojima et al., 2000). El
tratamiento con LPS de las lineas celulares Panc-1 y AsPC-1 de cancer de pancreas
incrementa la capacidad invasiva. Al bloquear la via de sefializacion de NF-kB,
especificamente por el uso de siRNA para TLR-4 o MyD88 decrece este sugiriendo que
el estimulo inflamatorio puede participar en el desarrollo de cancer a través de la activacion
de este factor de la transcripcion (Ilkebe et al., 2009). En cancer de pancreas LPS el
tratamiento con LPS de las lineas celulares Panc-1 y AsPC-1 incrementa la habilidad
invasiva. Al bloquear la via de sefalizacion de NF-kB, especificamente por el uso de
siRNA para TLR-4 o MyD88 decrece este efecto estas observaciones sugieren que el
estimulo inflamatorio puede participar en el desarrollo de cancer a través de la activacion

de este factor de la transcripcion (lkebe et al., 2009).

En lineas celulares de cancer de mama se observd en un modelo murino de cancer
de mama, que la administracion sistémica de LPS estimulaba la metéstasis en pulmén
(Harmey et al., 2002). El knockdown del gen TLR-4 resulta en una dramatica reduccion de
la viabilidad de las células cancerigenas y la inhibicion de las citocinas IL-6 e IL-8 (Yang et
al., 2010).

En 1994 se describié que el sistema inmune no solo responde a patrones moleculares
de patdgenos , también puede ser estimulado por sefales intracelulares de alarma
provenientes de la muerte celular no fisiolégica, dafio, estrés, asi como también pueden
ser resultado de la secrecidon de leucocitos activados en respuesta a patégenos o a
citocinas. A estas sefiales se les llamo inicialmente alarminas y posteriormente se
denominaros patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs por sus siglas en inglés).
Estas DAMPs incluyen a varias proteinas intracelulares, DNA, RNA y nucle6tidos, son
expresadas en diversos tipos celulares y tiene funciones normales en la homeostasis. El

reconocimiento de estas moléculas esta a cargo de los receptores similares a Toll (TLRS)

y de los receptores para los compuestos de glicosilacién avanzada (RAGE) (Srikrishna &
Freeze, 2009)




LIPOPOLISACARIDO (LPS)

El LPS es una macromolécula que tiene un peso molecular variable, que va de 10 a 20
kDa, se localiza en la lamina distal de la membrana externa de las bacterias gram-
negativas. El LPS esta constituido por tres componentes, el primero es el lipido A que esta
altamente conservado, un polisacarido medular también conservado entre las especies y
por ultimo, un polisacérido especifico, el cual es el responsable de la identidad molecular
del LPS (Chatterjee & Chaudhuri, 2012). LPS se une de manera especifica a un receptor
tipo Toll, especificamente a la isoforma TLR-4 (Akira et al., 2006).

RECEPTOR A LIPOPOLISACARIDO, TLR-4

El TLR-4 es una glicoproteina transmembrana tipo |, con un peso molecular de 90 a
115 KDa. El dominio extracelular presenta segmentos repetidos de leucina (16-28)
(Matsushima et al., 2007), el segmento transmembrana es una o-hélice y el dominio
intracelular posee un sitio de reconocimiento llamado TIR (Toll-Like/Interleukin-1)
responsable de la activacion de la sefializacion (Manavalan et al., 2011).

El TLR-4 fue identificado inicialmente en células de la repuesta inmune innata, sin
embargo, se ha reportado su presencia en una amplia gama de tipo celulares, incluyendo

lineas celulares normales y tumorales.

TLR-4, al igual que los otros TLR’s, no es funcional como mondémero si no que actla
en un complejo multimérico, donde para el reconocimiento de sus ligando y la movilizacion
de las proteinas adaptadoras que requiere para la sefalizacion, utiliza dos moléculas
accesorias MD2 y CD 14. Este receptor puede reconocer distintos tipos de ligando, como
son: patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) y patrones moleculares
asociados a dafio (DAMPs), en la tabla 1 se observan los ligandos descritos (Chang ,
2010; Basith et al., 2012; Lee et al, 2001; Liu et al., 2014).




Receptor TLR-4 y sus ligandos asociados

Endoégenos Exo6genos Sintéticos

HSP22, HSP60, HSP70, HSP96, HMGB1, | LPS (bacterias gram negativas), HSP60 de E6020, E5531,
b- defensina 2, estra dominio A de la Chlamydia pneumonie, proteinas de envoltura | E5564,
fibronectina, acido hialuronico, heparan del virus sincitial respiratorio, y del virus mimetizados del
sulfato, proteina A surfactante de tumoral de mama en ratén, proteina de fusion | lipido A
fibrindgeno, acidos grasos saturados, del virus sincitial respiratorio, fosfolipidos de (Monofosforil
tales como acido laurico, acido miristico y glicoinositol (Trypanosoma cruzi), placitaxel lipido A,

acido palmitico. (derivado vegetal), Bacilo de Calmette-Guerin, | aminoalquil
acido lipoteicoico. glucosamina 4-
fosfato)

Tabla 1.Ligandos endégenos, exdgenos y sintéticos de TLR-4

La activacion de TLR-4 induce dos tipos de respuesta, la primera es dependiente de

MyD88, llaméandosele la via candnica, y la segunda via que es independiente de MyD88.

La via dependiente de MyD88 tiene como resultado la activacibon de NF—«xB y la
subsecuente transcripcion de sus genes relacionados, que se traducen en la expresion de
citocinas, tales como IL-6, IL-B1 y TNF-a.(Kawai & Akira 2005; Akira et al., 2006; O’ Neill,
2006). Mientras que la via no candnica, culmina con la secrecion de Interferén tipo 1 como

una respuesta anti-viral (Pandey & Agrawal, 2006).
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Figura 4. Via de sefalizacién de TLR-4 dependiente de MyD88. TIRAP/Mal es necesario para la
activacion de MyD88, el cual recluta a la familia de proteinas IRAK (IRAK 4 e IRAK 1 son las isoformas
activas) y TRAF 6 al estimular con LPS. TRAF 6 a su vez activa el complejo TAK 1, el cual activa al
complejo IKK (IKK o , IKK B, IKK y) que cataliza la destruccion via proteosoma de I«B, lo que libera a NF-
kB para ser translocado al nicleo (Chana, 2010; Kawai & Akira, 2006)




TLR-4 participa no solamente en la regulacion de la respuesta inmune, sino también
estd involucrado en enfermedades inflamatorias no infecciosas, asi como en la invasion
tumoral y la supervivencia celular (Jing et al., 2012). La presencia de TLR-4 ha sido
detectado en varias lineas celulares de origen tumoral, cancer de pancreas, pulmon,
mama, préstata, higado y colon (Akira & Takeda, 2004; Hua et al., 2009; Wang et al., 2010,
Jing et al., 2012). Al usar ARN de interferencia para TLR-4 en lineas celulares se observa
una reduccion en la capacidad migratoria e invasiva de las células tumorales provenientes

de cancer de prostata (Hua et al., 2009).

En pacientes de cancer de mama se ha demostrado la presencia a nivel de ARN
mensajero y de proteina de TLR-4 en tejido tumoral, ademas se ha encontrado correlacion
entre los niveles de expresion y metastasis, considerandose un indicador de agresividad
(Gonzalez-Reyes et al., 2010). El tratamiento con LPS en una linea celular de cancer de
mama triple negativa (MDA-MB-231) incrementa la capacidad migratoria e invasiva de
este tipo celular, debido al aumento en la expresion de la integrina avp3 por la activacion
del factor NF-kB, lo que resulta en un incremento de la capacidad de adhesion, aumento
en la polimerizacion de actina y la produccion de MMP-9 en respuesta a la matriz
extracelular (Liao et al., 2012). Ademas de LPS y DAMPs se ha demostrado, en dos lineas
celulares de cancer de mama HCC1806 y MDA-MB-231, que farmacos utilizados como
linea de tratamiento en CaM (especificamente Paclitaxel, ) activan a TLR-4, en este
estudio también se describi6 que la sobreexpresion de este receptor provoca un
incremento en la quimioresistencia, ademas de aumentar la expresion de citocinas y sus
respectivos receptores, sirviendo como primer evidencia de que estas podrian estar

actuando por mecanismos autécrinos (Rajput et al., 2013).

EFECTOS DE LPS SOBRE LA FISIOLOGIA CELULAR

La unién de LPS a su receptor especifico, TLR-4, estimula la activacion y translocacion

del NF-xB al nucleo, el cual induce la expresion de genes especificos que codifican para

moléculas pro-inflamatorias, como es el caso de la IL-6 y TNF-q, las cuales son las

responsables de propagar la respuesta inflamatoria localizada (Li et al., 2012).




Interleucina-6

La citocina IL-6 es un polipéptido de 185 aminoacidos con un peso molecular que va
de 21 a 28 KDa, es producida por diferentes tipos celulares, incluyendo las células del

sistema inmune, células endoteliales, fibroblastos, miocitos y adipocitos.

El efecto de IL-6 depende de su unidén a su receptor especifico que se localiza en la
membrana plasmética. El receptor a IL-6 consiste de 2 glicoproteinas de membrana; la
primera una subunidad receptora especifica designada IL-6R y la segunda subunidad
llamada gpl130. EIl receptor a IL-6 esta asociado a la proteina cinasa JAK, la cual al
activarse, fosforila residuos de tirosina localizados en el dominio citosélico del receptor,
gue sirven como sitios de unién para dominios SH2 que forman parte de proteinas de
sefalizaciébn para la transduccién, en este caso las proteinas STAT (proteina de
sefalizacién activadora de la transcripcion). Las proteinas STAT al ser fosforiladas por los
residuos de fosfotirosina forman dimeros (homo o heterodimeros) para ser translocados al

nucleo celular y asi estimular la expresion de genes especificos (Kishimoto, 2005).

En el contexto del cancer de mama IL-6 a través de mecanismos autocrinos y
paracrinos ha sido relacionado con el proceso de metéstasis en varios estudios en lineas
celulares a través de multiples procesos incluyendo la Transicion Epitelio-Mesénquima

(TEM), y el reclutamiento del células madre mesenquimales o MSC por sus siglas en inglés
(Badache & Hynes, 2001; Lee et al.,, 2010; Sasser et al., 2007; Tamm et al.1989). En

células MCF-7 expuestas a IL-6 se ha demostrado la adquisicion de un fenotipo

mesenguimal por la induccién de Vimentina, N-Cadherina, SNAIL-1 y TWIST, ademas de
reprimir la expresion de E-cadherina (Leslie et al. 2010; Sullivan et al., 2009). Se ha
demostrado adicionalmente que IL-6 disminuye la adhesion de las lineas de cancer de
mama ER- positivas T47-D, ZR-75-1 y MCF-7, mientras que sobre MDA-MB-231 linea ER-
negativa, no tiene este efecto (Asgeirsson et al.,, 1998). También bajo condiciones de
hipoxia las células de cancer de mama secretan altos niveles de IL-6, lo cual activa y atrae
a MSCs, este reclutamiento es atenuado por el bloqueo de la sefializacion de IL-6
(Rattigan et al., 2010).




Factor de necrosis tumoral alfa

El Factor de Necrosis tumoral alfa es una citocina pro-inflamatoria secretada por
diferentes tipos celulares, incluyendo adipocitos, monocitos, macrofagos, células B, células
T vy fibroblastos. TNF-a es una proteina soluble de 157 aminoacidos y un peso de 17.4
KDa; se han descrito hasta el momento dos diferentes receptores especificos, TNFRI y
TNFRII. Estudios experimentales han descrito que esta citosina ejerce diferentes efectos
sobre células cancerosas, en primer lugar se ha observado actividad citotéxica en una
amplia variedad de células tumorales, aunque en algunos otros tipos de cancer estimula la
capacidad migratoria e invasiva, como es el caso del cancer de colon.(Locksley et al.,
2001; Hehlgans & Pfeffer, 2005).

La activacion del receptor para TNF-a conduce al reclutamiento de proteinas
adaptadoras que activan mdultiples vias de sefales transductoras (Hehlgans & Pfeffer,
2005; Varfolomeev & Ashkenazi, 2004). La activacion de TNFRI induce la expresion de un
amplio rango de mediadores inflamatorios y factores del crecimiento, a través de la
activacion del factor de transcripcion AP-1 o del NF-xB. Este altimo factor de transcripcion
estimula la expresion de supresores de la apoptosis, tales como c-FLIP,, Bcl-2, entre otros.
Por su parte, al unirse TNF-a. a su receptor TNFRIl activa las vias de sefalizacién
asociadas a JNK, p38, MAPK, ERK y PI3K.

Se ha propuesto que el TNF- a participa en la iniciacion tumoral al estimular la
produccion de moléculas genotoxicas, especies reactiva de oxigeno y nitrogeno, las
cuales provocan dafio en el ADN (Husain et al., 2003). Ademas, influye positivamente en la

progresion tumoral al inducir angiogénesis y metastasis (Elgert et al., 1998). Diversos

estudios clinicos muestran que las personas que sufren cancer de préstata mantienen

niveles plasmaticos elevados de TNF- o (Pfitzenmaier et al., 2003).

Subunidad alfa del canal de sodio sensible a voltaje Nav 1.5

Los canales de sodio estan compuestos por una subunidad principal o, asociada a
proteinas auxiliares p. La subunidad o posee 4 dominios homdlogos (D1-D4), y cada uno

de ellos esta constituido por 6 segmentos transmembrana (S1-S6). Se han identificado 10




diferentes genes que codifican para la subunidad principal o del canal de sodio
dependiente de voltaje, cuya expresion dan como resulta 9 diferentes isoformas del canal
(Nav 1.1- Nav 1.9) (Goldin et al, 2000).

Existen crecientes evidencias de la participacion de los canales i6nicos en la
sefalizacibn molecular relacionada al transporte de iones, la actividad secretoria de
enzimas y la comunicacion intercelular en cancer (Kunzelman, 2005; Schuller, 2009; Onkal
& Djamgoz, 2009; Roger et al. 2006). La participacién de canales de sodio dependientes
de voltaje (VGSC) se ha descrito clasicamente en las células excitables, tales como
neuronas y cardiomiocitos, donde son responsables de la fase de despolarizacién del
potencial de accion, asi como son importantes para la extension de la neurita y la
liberacion de neurotransmisores. La activacion de este tipo de canales produce un

incremento en el flujo de Na', causando a su vez alteraciones en la concentracion

intracelular de Ca?', cambios en el pH, ademas de cambios en la homeostasis celular

normal (Carrie et al, 2010).

Desde la segunda mitad del siglo XX se describi6 que muestras tumorales
presentaban altas concentraciones de sodio intracelular comparadas con tejido normal,
este fendbmeno fue relacionado con la oncogénesis (Cameron et al., 1980) Estudios previos
muestran que las células tumorales provenientes de cancer de glandula mamaria, cancer
de prostata y de ovario, expresan de manera diferencial las isoformas del canal de sodio
Nav 1.5, Nav 1.6 y Nav 1.7, y estos esta en funcion del grado de invasividad del cancer.
Esto sugiere la probable participacion de los canales de sodio en la capacidad migratoria e

invasiva de las células tumorales.

Los canales de sodio dependientes de voltaje expresados en células tumorales
participan en mdltiples funciones, como motilidad lateral, galvanotaxis (Fraser, 2003),
invasion transversa y actividad secretoria de la membrana (Mycielska, 2003).
Especificamente la sobreexpresion de la isoforma Navl.5 en cancer de mama ha sido
observada en varios estudios (Gao, 2009; Roger, 2003, Fraser, 2005). En la linea celular
MDA-MB-231 de cancer de mama, se ha observado la sobreexpresion de la forma
funcional del canal Navl.5 (Fraser, 2005), esta se ha asociado con la capacidad migratoria
e invasiva de este tipo celular, lo cual correlaciona con el potencial maligno en el cancer

de mama triple negativo.




JUSTIFICACION

El cancer de mama es una de las principales causas de muerte por cancer en mujeres
adultas a nivel mundial, 11.9% del total de las registradas en 2012, siendo la metastasis el
principal responsable. Numerosos estudios experimentales, clinicos y epidemiol6gicos, han
mostrado la influencia de un microambiente inflamatorio en el desarrollo y progresion del
cancer. Aunado a esto existen evidencias de la participacion de los factores de
transcripcién que regulan la plasticidad epitelio-mesenquima, asi como proteinas integrales
de membrana, tales como canales de sodio dependientes de voltaje durante la metastasis,
sin conocerse hasta el momento con precision el mecanismo molecular involucrado. Por lo
gue el propésito del presente trabajo es evaluar si la activacion del receptor tipo toll-4
(TLR-4) por LPS, exacerba la capacidad proliferativa y migratoria de las células MDA-MB
231, provenientes de cancer de mama, a través de los factores de transcripcién asociados
al mantenimiento del fenotipo mesénquimal, SNAIL1, SNAIL2, TWIST y ZEB1, asi como
por la produccién enddgena de citocinas pro-inflamatorias, como IL-6 y TNF-a, ademas de
probar si la subunidad o del canal de sodio dependiente de voltaje Na, 1.5 participa en este

proceso.

HIPOTESIS

La activacion del receptor TLR-4 por LPS exacerba la capacidad proliferativa y

migratoria de las células tumorales MDA-MB 231 a través de aumento en los niveles de

expresion de factores de transcripcion asociados al mantenimiento del fenotipo

mesenquimal: SNAIL-1, SNAIL-2, TWIST, ZEB -1, citocinas pro-inflamatorias (Interleucina
6 y Factor de Necrosis Tumoral o) y la subunidad o del canal de sodio dependiente de

voltaje Na, 1.5.




OBJETIVO GENERAL

Determinar si la activacion del receptor TLR-4 por LPS exacerba la capacidad
proliferativa y migratoria de las células tumorales MDA-MB 231 a través de aumento en los
niveles de expresion de factores de transcripcion asociados al mantenimiento del fenotipo
mesenquimal: SNAIL-1, SNAIL-2, TWIST, ZEB -1, citocinas pro-inflamatorias (Interleucina
6 y Factor de Necrosis Tumoral o) y la subunidad o del canal de sodio dependiente de

voltaje Na, 1.5.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar el efecto estimulatorio de lipopolisacarido sobre la capacidad

proliferativa y migratoria de células MDA- MB 231

. Confirmar la presencia de TLR-4 tanto a nivel de ARNm como de proteina

. Establecer si el efecto estimulatorio de LPS sobre la capacidad proliferativa

y migratoria de las células MDA-MB-231 depende tanto de la concentracion

como de la duracion del tratamiento.
. Investigar si la presencia de LPS regula los niveles de ARNm que codifica
para los factores de transcripcion asociados al mantenimiento del fenotipo

mesenquimal: SNAIL-1, SNAIL-2, TWIST, ZEB-1.

. Establecer si la presencia de LPS regula la expresion de Vimentina, marcador del

fenotipo mesenquimal

. Evaluar si la presencia de LPS regula la expresién a niveles de ARNm y de proteina

secretada de citocinas inflamatorias: IL-6 y TNF a.

. Determinar si la activacién de TLR-4 aumenta los niveles de expresiéon de Nav 1.5




8. Analizar la participacion del NF-kB por bloqueo de la via de sefializacion activada por la
union de LPS a TLR-4.

9. Investigar si la participacion de Nav 1.5 en la capacidad migratoria es dependiente de la
activacion de TLR-4

METODOLOGIA

Modelo celular MDA-MB-231

Las células MDA-MB 231, proveniente de adenocarcinoma de mama grado Il
(efusién pleural) de una paciente caucasica de 51 afios de edad, en base a su perfil
molecular se ha clasificado como de tipo de baja claudina (antes basal B). Tiene un
fenotipo invasivo, sus células son fusiformes por lo que es un buen un indicador de la
transformacion y tumorigenicidad (Figura 5). Ha sido utilizado como modelo de tumores
xenogréficos ya que in vitro ha demostrado una alta capacidad invasiva, ademas in vivo es

atil para los modelos experimentales de metastasis al introducirse directamente a

circulacion. Es ampliamente usada como herramienta en la investigacién preclinica de

agentes quimioterapéuticos.

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

Low Density E High Density

Figura 5. Morfologia en cultivo de la linea celualr MDA-MB-231. Microfotografias de las células en
cultivo con morfologia fusiforme, sembradas a baja densidad a la izquierda y en alta densidad a la derecha




Cultivo de linea celular

Las células MCF-10A, MCF-7, MDA-MB 231, fueron sembradas en matraces

planos de poliestireno de 25 cm? de superficie, y alimentadas con medio de cultivo

Advanced- DMEM suplementados con 3% de suero fetal bovino (SFB), 1% de L-glutamina
y 1% de una mezcla de antibiético y antimicotico. Las células se mantuvieron en una
incubadora a 37° C y una mezcla de 5% de CO;, y 95% de aire. El medio de cultivo se
cambié cada 48 horas y cuando alcanzé una confluencia del 90%, las células fueron
expuestas 5 minutos a 2.0 mL de una solucién salina Tripsina- EDTA al 0.25% (Sigma-
Aldrich) para despegarlas. La suspension celular obtenida se utiliz6 para regenerar el
cultivo madre en un matraz plano nuevo, asi como para sembrar en placas de 6 y 12 pozos
para los ensayos de RT-PCR. Los experimentos de migracién, proliferacién celular,
inmunocito quimica e inmunofluorescencia fueron disefiados con la linea celular MDA-MB-
231 como modelo de estudio, manejando los cultivos celulares en las condiciones antes

descritas.

Ensayo de RT-PCR

Extraccion de ARN total

Las células fueron sembradas en placas de 6 pozos, utilizando el medio de cultivo
Advanced- DMEM, suplementado con 3% de FBS, 1% de L-glutamina y 1% de una
mezcla de antibiotico —antimicético. Una vez que alcanzaron la confluencia esperada, se
recambié el medio de cultivo, se dio inicio al tratamiento de las células con lipopolisacarido
(LPS). Una vez que se cumplié el tiempo de tratamiento, se procedié a realizar la
extraccion de ARN por medio del kit comercial FavorPrep TM, Tissue total RNA Mini
(Favorgene, Biotech Corp.) siguiendo las indicaciones del fabricante. Una vez concluida la

extraccion se determiné por espectrofotometria la concentracion y calidad del ARN aislado.

Sintesis de ADN complementario

La retro transcripcion se llevo a cabo empleando el kit High Capacity cDNA Reverse

Transcription (Applied Biosystems), para lo cual se siguio el procedimiento sugerido por el




fabricante. Posteriormente los tubos de reaccion se colocaron en un termociclador y se

aplicé el siguiente protocolo: 10 minutos a 25°C, 2 horas a 37°C, 10 min a 85° y finalmente

a4°C.

A partir del ADN complementario obtenido en la retro transcripcion se realizé

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), con el kit DreamTaqg PCR Master Mix (Thermo

Scientific), siguiendo las indicaciones del proveedor, con un volumen total de reaccion

minimo de 20 pl. Los oligonucledtidos utilizados se muestran en la siguiente tabla:

oligonucleotidos

Direccién

Secuencia

Tamano del
amplificado
(pb)

SNAIL 1 Humano

Forward

CCTTCGTCCTTCTCCTCTACTT

Reverse

GGCACTGGTACTTCTTGACATC

388

SNAIL 2 Humano

Forward

CTCTCTCCTCTTTCCGGATACTC

Reverse

CAGTGCAGCTGCTTATGTTTG

235

TWIST Humano

Forward

AGCTGAGCAAGATTCAGACCCTCA

Reverse

AGAATGCAGAGGTGTGAGGATGGT

452

ZEB-1

Humano

Forward

TTCAGCATCACCAGGCAGTC

Reverse

GAGTGGAGGAGGCTGAGTAG

E- Cadherina

Humano

Forward

TTCCCTCGACACCCGATTCAAAGT

Reverse

TTCCCTCGACACCCGATTCAAAGT

Vimentina Humano

Forward

AGAACCTGCAGGAGGCAGAAGAAT

Reverse

CTTCCATTTCACGCATCTGGCGTT

Nav 1.5 Humano

Forward

ACGGCACCTCTGATGTGTTACTGT

Reverse

TGAGGGCCTCGTGTTCTTTCTTGA

IL-6 Humano

Forward

GAGAAAGGAGACATGTAACAAGAGT

Reverse

GCGCAGAATGAGATGAGTTGT

TNF oo Humano

Forward

CAGAGGGAAGAGTTCCCCAG

Reverse

CCTTGGTCTGGTAGGAGACG

TLR-2 Humano

Forward

CCATTGCTCTTTCACTGCTTTC

Reverse

GGTGTCCATATTTCCCACTCTC

TLR-4 Humano

Forward

TGGATACGTTTCCTTATAAG

Reverse

GAAATGGAGGCACCCCTTC




Separacion electroforética de los productos de PCR

A partir de los productos de PCR se procedi6 a la separacién electroforética,
utilizando geles de agarosa al 1.2%, se cargaron las muestras en el gel con buffer 6X DNA
Loading Dye y se utilizé marcador de peso Gene Ruler 100bp DNA Laddery (ambos de
Thermo Scientific). La electroforesis se llevo a cabo bajo las siguientes condiciones: 65 V
por 80 minutos. La imagen del gel fue digitalizada en un documentador de geles, Chemidoc

(Bio Rad) empleando el software Quantitive One.

Densitometria

Esta se realiz6 mediante el software Image J que es proporcionado gratuitamente
por el Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos de América (NIH).

Ensayos de migracion

Herida

Placas de 12 pozos fueron sembradas e incubadas en medio de cultivo Advanced-
DMEM suplementado con 3% de SFB, 1% de L-glutamina y 1% de una mezcla de
antibidtico—antimicotico , una vez alcanzaron el 70% de confluencia, se inici6 pre-

tratamiento de 48 horas con LPS a diferentes concentraciones (0.25, 0.5, 1.0, 5.0 0 10.0

ug/mL). Concluido el tiempo de incubacion se realiz6 la herida con la punta de una

micropipeta P200, se lavé con PBS y se agregd nuevamente medio de cultivo (antes
descrito) incubandose 6 horas a 37°C, 5% CO2 y 95% de aire. Posteriormente las células
se tifieron con cristal violeta y se observan al microscopio. Para el andlisis de las
imagenes se tomaron fotografias a un aumento de 4X, ulteriormente fueron analizadas por

medio del software Image J.




Transwell

Para el ensayo se utilizaron Soportes Permeables Transwell® con membranas de
policarbonato (poro de 8.0um, Corning Incorporated). Se siembran células bajo las
condiciones antes descritas después de llegar a la confluencia requerida se pre-tratan con
LPS a diferentes concentraciones (0.25, 0.5, 1.0, 5.0 o 10.0 pug/ml) durante el tiempo
establecido. Una vez terminado el periodo de incubacién se prepar6 una suspension
celular que contiene 3 x 10° células ml* en medio Advanced- DMEM libre se suero y se
agregaron 100 ul en la parte superior de cada inserto, se adiciono LPS en las
concentraciones antes mencionadas. La parte inferior contenia medio completo con SFB

al 3% y LPS a las diferentes concentraciones. Se dejaron incubar a 37°C, en 95% de aire

y 5% de CO? por 12 horas. Las células que no migran son retiradas del interior del inserto

con un hisopo de algodoén. Las células con capacidad migratoria permanecen en la parte
inferior del inserto, estas son fijjadas con un metanol/acetona (dilucién 1:1) durante 20
minutos y tefiidos con cristal violeta (0.05%) por 20 minutos.

Para los ensayos de inhibicién de la migracion se adiciona 10uM de tetradotoxina en la

parte superior del inserto, 1 hora antes de agregar LPS a la concentracion correspondiente.

Ensayo de proliferacion (recuento celular)

Las células MDA-MB 231 fueron tripsinizadas y sembradas en placas de 6 pozos
utilizando el medio de cultivo Advanced-DMEM suplementado con 3% de SFB, 1% de
L-glutamina y 1% de una mezcla de antibiotico —antimicético. Después de 24 o 72 horas,
se expusieron las células a varias concentraciones de LPS (0.25, 0.5, 1.0, 5.0 o 10.0
ug/mL)  por el tiempo indicado a la concentracion adecuada para cada ensayo.
Posteriormente las células fueron tripsinizadas y re suspendidas en medio de cultivo.
Después las suspension celular fue transferida a tubos de microcentrifuga de 1.5 ml y se
realizé el recuento con el equipo Scepter 2.0 Handheld Automated Cell Counter (Merck
Millipore), equipado con un sensor de 60um, de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante. Se obtuvieron nimero de células vy la distribucion del volumen de los
histogramas mostrados por equipo, los datos fueron analizados con el Scepter 2.0
Softwere Pro 2.1.




Inmunocitoquimica

Células incubadas y tratadas el nimero de horas indicadas, fueron fijadas con
paraformaldehido (Sigma- Aldrich) al 3.7% en solucion amortiguadora PHEM (PIPES,
HEPES, EGTA, Sulfato de magnesio, pH 7.4) por 10 minutos, se lavaron con PBS y
permeabilizaron con NP-40 (Roche Diagnostics GmbH)al 0.25% durante 30 minutos,
ademas se inhibio la peroxidasa enddégena incubando con peroxido de hidrogeno al 0.5%
durante 30 minutos. Posteriormente las células fueron incubadas con solucion bloqueadora
(gelatina 0.5% y FBS 1.5%) durante 2 horas en agitacién constante. Después se incub6
con anticuerpo policlonal primario (anti-TLR-4 de conejo, Santa Cruz Biotechnology, Inc.)
a una dilucién 1:250 durante toda la noche a 4°C. Se incub6 con anticuerpo secundario
(anti conejo de cabra, Invitrogen) a una dilucion de 1:1000 durante 1 hora. Seguido por 30
minutos de incubacion con complejo avidina-HRP (invitrogen) a dilucién 1:500 durante en
agitacion constante. Finalmente durante 15 minutos se expusoé al sustrato cromégeno del

AEC Chromogen kit (Sigma- Aldrich) y se lavé con agua tridestilada 4 veces.

Medio condicionado obtenido de células tratadas por 48 horas con 20 y 40 ug/ml
de LPS fue analizado por ELISA para evaluar las concentraciones de IL-6 y TNF-a. La
determinacion se realizd por medio de Human IL-6 ELISA Development Kit 900-K16 y
Human TNF-a ELISA Development Kit 900-K25 (ambos de PEPROTECH)

respectivamente, siguiendo las indicaciones del fabricante.

Preparacion de las placas

El anticuerpo de captura se diluyé en PBS hasta una concentracion de 1ug/ml. Se
adicionardn 100 ul a cada pozo en un placa de 96, se cubrid la placa e incubd a

temperatura ambiente durante toda la noche. Posteriormente se removi6 el liquido y lavé 4

veces utilizando 300 pl de solucion amortiguadora. Se adicioné después 300 pl de solucion

bloqueadora y se incub6 por 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente se realizaron 4

lavados.




Protocolo de ELISA

Se prepararon diluciones del estandar de 0 — 2ng/ml. Adicionamos 100 pul por pozo
de las soluciones estandar y de las muestras problemas por triplicado. Luego se incubé a
temperatura ambiente por 2 horas. Se aspir6 y lavo cuatro veces; se preparé una dilucion a
una concentracién de 0.5 ug/ml del anticuerpo de deteccion, agregamos 100 pl por pozo e
incubamos por 2 horas a temperatura ambiente. Se aspir6 y lavo 4 veces nuevamente y
se adicionaron 100 pl de conjugado Avidina-HRP (dilucion 1:2000) a cada pozo,
posteriormente se incubo por 30 minutos a temperatura ambiente. Por Gltimo se aspir6 y
se dieron 4 lavados, luego adicionamos 100 ul de substrato (ABTS) e incubamos a
temperatura ambienta hasta desarrollar color. Se determiné la densidad 6ptica por medio

de un lector de microplacas a una longitud de onda de 450 nm.

Andlisis estadistico

El analisis estadistico y gréaficos se realizaron con el software SigmaPlot 11.0. Se

utilizé la prueba t de Student para evaluar la diferencia entre grupos, para considerar la

diferencia estadisticamente significativa p debe ser menor a 0.05 (p< 0.05).




RESULTADOS

Expresion diferencial del receptor tipo Toll 4 (TLR-4) en lineas celulares de mama.

La presencia de altos niveles de citocinas proinflamatorias en el microambiente tumoral se
debe no solamente a la activacion de las células del sistema inmune, sino también a la
participacion de las propias células tumorales, probablemente a través de la activacion del
receptor tipo toll-4, al igual como ocurre en los linfocitos. Con esta idea, evaluamos si
diferentes lineas celulares de mama, normales y tumorales, expresan el ARNm que
codifica para TLR-4. Ensayos de RT-PCR muestran que el nivel de expresion de TLR-4 es
directamente proporcional al grado de malignidad de las células de mama, observandose

que las células MDA-MB 231, con alto potencial metastasico, presentan elevados niveles

de expresion del ARNm que codifica para TLR-4, con respecto al observado en células
MCF-7, células tumorales con bajo potencial metastasico, y MCF-10A, células normales de
mama (Figura 6A). La presencia de TLR-4 a nivel de proteina se evidencié a través de una

inmunocitoquimica (Figura 6B).

A MCF-10A MCF-7 MDA-MB-231

CONTROL (-) CONTROL (+)

Figura 6. El receptor tipo toll-4 se expresa en las células MDA-MB-231. A) Ensayo de RT-PCR muestra
los niveles de expresion de ARNm que codifica para TLR-4 en células MCF-10A, MCF-7 y MDA-MB-231 en
condiciones de cultivo estandar, se observa un incremento directamente proporcional al grado de
malignidad de cada linea celular. B) Inmunocitoquimica que muestra la presencia del receptor toll-4 en
células MDA-MB-231, la microfotografia a la izquierda muestra el control negativo, donde se omitié el
anticuerpo primario y a la derecha se muestra el control positivo




La activacion de TLR-4 por LPS no afecta la capacidad proliferativa de células MDA-
MB-231.

La activacion de TLR-4 en las células del sistema inmune estimula no solamente su
capacidad de sintesis de citocinas proinflamatorias, sino también su capacidad
proliferativa, por lo que decidimos investigar si este Ultimo efecto se presentaba en las
células tumorales de mama. Las células MDA-MB-231 fueron tratadas con LPS a
concentraciones de 0.5 y 1.0 ug/ml por 48 horas. Se realizd el conteo celular en un

citbmetro de flujo portatil, observandose que la presencia de LPS no afecta de manera

significativa la capacidad proliferativa de las células MDA-MB 231 (Figura 7, Ay B).
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Figura 7. LPS no modifica la capacidad proliferativa en células MDA-MB-231. A) Conteo celular con
citometro Scepter 2.0 Handheld Automated Cell Counter, no se observa un cambio importante en el
ndmero de las células después de 48 h de tratamiento con LPS a las concentraciones de 0.5 pg/mly 1.0
ug/ml con respecto al control. B) Histogramas de distribucion representativo de la cuantificacion celular
(n=6)




Para este primer acercamiento empleamos dos concentraciones de LPS (0.5
y 1.0 mg/ml), por lo que decidimos ampliar nuestro estudio con otras concentraciones de
LPS por el mismo tiempo de tratamiento. Las células fueron tratadas a concentraciones

crecientes de LPS: 0.25, 0.5, 1.0, 5.0 y 10.0 ug/ml. Independientemente de la

concentracion empleada de LPS, no se observa un efecto significativo sobre la

proliferacion celular (Figura 8, Ay B).
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Figura 8. Curva dosis efecto de LPS sobre la capacidad proliferativa en células MDA-MB-231. A)
Cuantificacion celular después de 48 h de tratamiento con 0.25, 0.5, 1.0, 5.0 y 10.0 ug/ml de LPS, no se
observa una maodificacion significativa en el numero de células. B) Histogramas representativos, no se
altera la distribucion del nimero células con respecto a su tamafio, independientemente del incremento de
la concentracion de LPS.

La curva dosis-efecto muestra que LPS a diferentes concentraciones por 48 horas
de tratamiento no afecta la capacidad proliferativa en las células MDA-MB 231,
probablemente el tiempo de tratamiento sea insuficiente para observar un cambio
significativo, por lo que decidimos incrementar la duracion del tratamiento hasta 96 horas a
una concentracion fija de LPS. Las células MDA-MB 231 se mantuvieron en presencia de 1
mg/ml de LPS a diferentes tiempos: 24, 48, 72 y 96 horas. La figura 9 muestra el curso
temporal, observandose que aun incrementando la duracién del tratamiento, LPS es

incapaz de modificar la capacidad proliferativa de las células MDA-MB 231.
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Figura 9. Cuso temporal de la activacion de TLR-4 por LPS sobre la capacidad proliferativa en
células MDA-MB-231. A) Numero de células posterior al tratamiento con 1.0 pg/ml por 24, 48, 72y 96 (la
cuantificacion se realizé con citometro Scepter 2.0 Handheld Automated Cell Counter), no hay cambios en
la capacidad proliferativa después de un tratamiento tonico de hasta 96 horas. B. No se altera la
distribucion con respecto al tamafio a pesar del aumento del tiempo de exposicién, histogramas
representativos de la cuantificacion celular.

TLR-4 activado por LPS promueve el aumento de la capacidad migratoria.

Inicialmente evaluamos, en nuestro modelo celular de cdncer de mama triple negativo, los
efectos de la activacién de TLR-4 sobre la capacidad migratoria, por medio del ensayo de
herida. Las células MDA-MB-231 por su propia condicion de células metastasicas, migran
en la condicion control, sin embargo el pre-tratamiento con 0.5 y 1.0 ug/ml de LPS por 48
horas, exacerba dicha capacidad migratoria entre un 7.3 y un 33.3% respectivamente
(Figura 10, A y B). La realizacion de experimentos de migracion en camaras transwell
permitié evaluar cuantitativamente el efecto que ejerce LPS sobre la capacidad migratoria
de las células MDA-MB 231. Las células fueron pretratadas por 48 horas en presencia de
LPS, posteriormente fueron sembradas en las camaras transwell y se mantuvieron por 12

horas en presencia de la sefial inductora. El resultado final muestra que LPS induce de

manera significativa un incremento en la capacidad migratoria de las células tratadas con

respecto al control (Figura 10, C y D).
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Figura 10. Aumento de la migracion celular
mediada por la activacion de TLR-4. A) Ensayo de
herida, se puede apreciar una disminucion del area de
herida al tratar la células con LPS. B) Analisis
semicuantitativo del area de herida, se aprecia el
aumento en la capacidad migratoria de hasta 33.3 %
al agregar ala medio 1.0 ug/ml (N=3, * p< 0.01). Cy D)
Se observa un aumento en el nimero de células que
migran en el ensayo de Transwell, el incremento es de
1.4 y 1.8 veces con respecto al control con 0.5 pg/mly
1.0 ug/ml  respectivamente. Microfotografias  10x,
tincibn con cristal violeta, los datos mostrados
LPS representan la media (+ error estandar) de tres
experimentos independientes; (* p< 0.05).

Células por campo (Datos normalizados)

CONTROL 0.5 pg/mL 1.0 pg/mL

El aumento de la capacidad migratoria de las células MDA-MB-231 mediado por la
activacion de TLR-4, depende tanto de la concentracion como del tiempo de
exposicion de LPS.

Evaluamos seis diferentes concentraciones de LPS (0.25 — 10.0 ug/ml) a 48 horas
para el ensayo de Transwell en la linea celular MDA-MB-231 con el fin de construir una

curva dosis-efecto (Figura 11A). La estimulacion de la capacidad migratoria con LPS




depende de la concentracidbn empleada, se requiere de una concentracién minima de 0.5
ug/ml de LPS para observar un efecto significativo, alcanzando un valor maximo a partir de
1 mg/ml de LPS (Figura 11B).

A
CONTROL 0.25 pg/ml 0.05 pg/ml

5.0 ug/ml 10.0 pug/ml

Figura 11. LPS aumenta la capacidad
migratoria en una manera dependiente de
la concentracién empleada. A) Micro
fotografias representativa del ensayo de
Transwell, se tratan las células con
concentraciones ascendentes de LPS (0.25
— 10.0 pg/ml), se observa un aumento en la
capacidad migratoria dependiente de la
concentracion utilizada (tinciéon con cristal
violeta, 10x,). B) Cuantificacion del namero
de células que migran, se requiere al menos
0.5pg/ml de LPS por 48 horas para observar
un aumento significativo de la migracion (se
muestran los resultados de cuatro
experimentos independientes, se grafica la

025ug/mL 0.5 pgiml 10 pugiml 5.0 pg/mL 100 pg/mL media + el error estandar, * p< 0.05).

Células por campo (Datos normalizados)

LPS

Para el caso del curso temporal con el cual se establece el efecto estimulatorio de

LPS sobre la capacidad migratoria en las células MDA-MB 231, las células fueron pre-

tratadas con LPS (1.0 pug/ml) a diferentes tiempos (24, 48, 72 y 96 horas). La figura 12
muestra que es necesario que hayan transcurrido mas de 24 horas de pre-tratamiento para

que LPS sea capaz de inducir un aumento significativo en la capacidad migratoria de las




células MDA-MB 231, lo cual sugiere la participacibn de un mecanismo genémico,

relacionado con cambios en la expresion de proteinas especificas.

A
CONTROL 24 horas 48 horas

72 horas 96 horas

Figura 12. El aumento de la capacidad
migratoria depende del tiempo de
exposicion a LPS. A) Imagenes
representativas del ensayo de Transwell, que
muestran las células que migran en condicién
control y pre-tratadas con LPS 1 pug/ml durante
24, 48, 72 y 96, (tincidén con violeta de metilo
microfotografias 10x). B) Cuantificacion de la
migracion celular, la diferencia entre el nUmero
de células por campo en la condicion control y
el tratamiento con 1.0 pg/ml de LPS por 48 y
72 horas es estadisticamente significativa (se
muestran los resultados de  cuatro
experimentos independientes, se grafica la

media + el error estandar, * p< 0.05.
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La activacion de TLR-4 dependiente de LPS aumenta la expresion de citocinas pro-
inflamatorias

LPS a través de la activacion de TLR-4 induce un aumento en la sintesis de
citocinas pro-inflamatorias en células del sistema inmune. Decidimos evaluar si este mismo
efecto se presentaba en las células MDA-MB 231. Las células fueron tratadas con 1.0
ug/ml de LPS, determinamos el nivel de expresion del ARNm que codifica para IL-6 y TNF-
a, como citocinas pro-inflamatorias clasicas. La exposicion a LPS induce un aumento
significativo en la expresion del ARNm que codifica para IL-6 a partir de las 2 primeras
horas de tratamiento, manteniéndose dicho efecto estimulatorio hasta las 8 horas de
tratamiento, 2.7 veces con respecto al control (Figura 13, A y C). Para el caso del ARNm
que codifica para TNF-a, el efecto del LPS es mas rapido, ya que es posible observar un
cambio significativo a partir de los primeros 15 min de tratamiento, manteniéndose hasta

los 90 minutos (Figura 13, By D).

A

LPS

CONTROL  1h CONTROL 15min 30 min 60 min 90 min 120 min
TNF-a

-] o = —

D

w
o
(g
®

N

o
g
o

N
=}

g
o
L

4
2

Niveles de expresion de ARNm (Datos normalizados)

=4
o

Niveles de expresion deARNm (Datos normalizados)
[
w”

Control  1h 4h ’ Control  15min  30min 60 min 90 min 120 min

LPS LPS

Figura 13. La activacion de TLR-4 en las células MDA-MB-231 regula positivamente la expresion del
ARNm que codifica para citocinas pro-inflamatorias. A y B) RT-PCR punto final se utiliz6 para detectar
cambios en la expresion génica de citocinas pro-inflamatorias IL-6 y TNF-a. A) Tratamiento con 1.0 ug/ml
de LPS a diferentes intervalos y el ARNm fue analizado por RT-PCR semicuantitativo, se observa
incremento de la expresién de una manera dependiente del tiempo. B) Se aprecia el Incremento en la
expresion de TNF-a de hasta 1.5 veces después de 15 minutos de tratamiento (resultados que representan
la media de tres experimentos, *** p< 0.001. Normalizacién con respecto a p-actina)




Para evaluar el efecto de LPS sobre los niveles de expresion de IL-6 y TNF-[1 a nivel de

proteina se realizaron ensayos de ELISA, utilizando medio condicionado de células

tratadas con 20 y 40 [g/ml de LPS por 48 horas. Se observa para IL-6 que la secrecién de
esta citocina aumenta 4.5 y 6.8 veces respectivamente con respecto al control (Figura 14
A). Para TNF-[1 también observamos un aumento significativo de la expresion de 3.9y 8.1
veces respectivamente con respecto al control (Figura 14 B). Estas citocinas se han
asociado con el mantenimiento y exacerbacion de la capacidad metastasica de las células

tumorales, actuando a través de mecanismos autocrinos y paracrinos.
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Figura 14. LPS incrementa la secrecién de IL-6 y TNF-a en la linea celular MDA-MB-231. Ensayos de
ELISA tipo Sandwich para detectar niveles de IL-6 y TNF-a. A) Nivel de expresion de IL-6, se trataron
células con 20 y 40 pg/ml de LPS durante 48 horas, se observa un incremento dependiente de la
concentracion de 4.5y 6.8 veces respectivamente. B) Se aprecia el Incremento en la expresion de TNF-
o de hasta 8.1 veces después de 48 horas de tratamiento con 40 pg/ml de LPS (resultados que
representan la media de tres experimentos, *** p< 0.001)

La expresion de factores de transcripcién asociados al fenotipo mesenquimal
SNAIL-1, SNAIL-2 y ZEB-1, asi como de Vimentina incrementan via activacion de
TLR-4 por LPS

La capacidad migratoria de las células tumorales esta asociada a un aumento en
los niveles de expresion de los factores de transcripcion relacionados con la transicion
epitelio-mesénquima. Determinamos establecer si el tratamiento con 1.0 ug/ml de LPS
afecta el nivel de expresibn del ARNm que codifica para diferentes factores de
transcripcion relacionados a la transicion epitelio-mesénquima: SNAIL-1, SNAIL-2, TWIST
y ZEB-1. Las células MDA-MB 231 en presencia de LPS presentan un aumento
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significativo en tres de los cuatro factores de transcripcion investigados, observandose
claramente ademas, una diferencia significativa en su curso temporal, por ejemplo, el nivel
del ARNm que codifica para SNAIL-2 alcanza su valor maximo en las primeras 2 horas de
tratamiento (Figura 15, Ay B ), ZEB-1 por su parte, en las primeras 4 horas (Figura 15, C y
D), mientras que para SNAIL-1 son necesarias por lo menos 6 horas de tratamiento con
LPS (Figura 15, E y F). No detectamos en nuestras condiciones experimentales el ARNm
gue codifica para TWIST. La expresion de estos factores de transcripcion se ha asociado

con el mantenimiento de un fenotipo invasivo de las células tumorales.
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Como consecuencia de la expresién de los factores de transcripcion asociados a la
transicion epitelio-mesénquima (SNAIL-1, SNAIL-2 y ZEB-1), las células tumorales dejan
de expresar marcadores epiteliales, como es el caso de la E-caderina y comienzan a
expresar marcadores mesenquimales, como la Vimentina. Evaluamos los niveles de
expresion del ARNm que codifica para Vimentina en células MDA-MB 231 mantenidas en
presencia de LPS (1.0 ug/ml) por 24, 48, 72 y 96 horas. Encontramos que en las primeras
24 horas de tratamiento existe un aumento estadisticamente significativo en la expresion
de Vimentina, y que este se mantiene hasta las 96 horas de tratamiento (Figura 16, Ay B).
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Figura 16. El tratamiento toénico con LPS induce la expresion de Vimentina. A) Gel de agarosa, RT-
PCR tiempo final. B) Graficas representativas de las densitometrias de RT-PCR para Vimentina. Se
observa un incremento significativo a las 24 y 96 horas (PCR punto final, N= 3, normalizacion con respecto
a B-actina, significancia **p< 0.01, *** p< 0.001)

El incremento en la expresiéon de IL-6, TNF-a, SNAIL-1, SNAIL-2 y ZEB-1 es mediado
por la activacion de NF-xB.

En las células del sistema inmune, LPS al unirse a su receptor especifico, TLR-4,
activa una cascada de sefializacion comandada por el factor nuclear kappa-B (NF-KB), el
cual se transloca al nicleo y se une a la region promotora del ADN de los genes que
codifican para IL-6 y TNF-a, estimulando su transcripcion. Con el fin de poner a prueba la
presencia de este mismo mecanismo en las células MDA-MB 231, mantuvimos las células

en presencia de LPS (1.0 ug/ml) y de selenito de sodio (20 uM). La presencia de selenito

de sodio previene el efecto estimulatorio que ejerce LPS sobre el nivel de expresion del

ARNmM que codifica para IL-6 (Figura 17A) y TNF-a (Figura 17B), dejando en claro la

participacion del NF-xB una vez que ha sido activado el TLR-4 por LPS.
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Figura 17. Selenito de sodio previene el incremento de la expresion de citocinas pro-inflamatorias
al inhibir NF-xB. inhibicién de la expresion génica de citocinas pro-inflamatorias IL-6 y y TNF-a. por
Na,S0O3 20uM. A) Se observa recuperacion de los niveles de expresion de TNF-o. al inhibir NF-xB con
selenito de sodio. B) Prevencion del efecto estimulatorio de IL-6 por LPS al agregar selenito de sodio al
medio de cultivo, se evalu6é después de una hora de exposicion (resultados que representan la media de
tres experimentos, p< 0.001. Normalizacién con respecto a p-actina).

De manera complementaria, evaluamos el efecto que pudiera ejercer el selenito de

sodio sobre la expresion de los factores de transcripcion asociados al fenotipo

mesenquimal. La presencia de selenito de sodio reduce significativamente la expresion de
solamente dos factores de transcripcion: SNAIL-1 y ZEB-1, dependiente de la activacién de
TLR-4 (Figura 18).
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Nav 1.5 participan en la exacerbacién de la capacidad migratoria de las células MDA-
MB-231, dependiente de la activacion de TLR-4

Diversos trabajos han relacionado la expresion de la subunidad o de los canales de
sodio sensibles a voltaje (Nav 1.5) con un aumento en la capacidad migratoria de células
tumorales. Las células MDA-MB 231 expresan tanto a nivel de ARNm (Figura 19A) como
de proteina la subunidad Nay 1.5 (Figura 19B).

A

Hoescht

Figura 19. Las células MDA-MB-231 expresan a nivel de ARNm y proteina la subunidad a del canal
de sodio dependiente de voltaje NA, 1.5.

A) Se aprecia la sefial del ampificado del ARNm que codifica para NA, 1.5 (393 pb). B) Microfotografias
en 40x, representativas donde se observa sefial inmunorreactiva para Nay 1.5 en células control. Fueron
marcadas con anticuerpos especificos Nav 1.5 (rojo) y Hoescht (azul) para visualizar los nicleos.

La capacidad migratoria en las células tumorales es regulado al menos en parte por
un aumento en los niveles de expresion funcional del canal de sodio Nav 1.5. Con estos
antecedentes, decidimos examinar la posibilidad de que el efecto estimulatorio del LPS
sobre la capacidad migratoria de las células MDA-MB 231 se deba al menos parcialmente
a un aumento en los niveles de expresion del ARNm que codifica para Nay 1.5. La

presencia de LPS (1.0 ug/ml) incrementa los niveles del ARNm que codifica para el Nay

1.5, requiriéendose un minimo de 24 horas para observarse un efecto significativo,

alcanzando un valor maximo a las 96 horas de tratamiento, més de 3 veces con respecto a

la condicion control (Figura 20, A y B).
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Figura 20. LPS estimula la expresién de la subunidad a del canal de sodio dependiente de voltaje
NAv 1.5. PCR punto final utilizado para observar los niveles de expresion de ARN mensajero de Nay 1.5. A)
Gel de agarosa, RT-PCR tiempo final. B) Graficas representativas de las densitometrias de RT-PCR para
Nay 1.5. Se realiz6 tratamiento tonico con 1.0 pg/ml de LPS y este induce aumento gradual de la expresion
de Nay 1.5 dependiente de tiempo. La maxima intensidad de banda se encuentra a las 96 horas. (N= 3,
normalizacion con respecto a B-actina, significancia ***p< 0.001)

El blogueo de la actividad de los canales de sodio por TTX reduce de manera significativa
la capacidad migratoria de las células tumorales MDA-MB 231 estimulada por LPS (Figura

21, A y B). Estos resultados dejan en claro la participacion del canal de sodio en la efecto

inducido por LPS sobre la capacidad migratoria de las células tumorales de mama.
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Figura 21. El bloqueo de Nay 1.5 con TTX inhibe la migracion celular mediada por la activacion de
TLR-4. Se trataron células MDA-MB-231 12 horas con 10uM y 1.0 pg/ml LPS (microfotografias 10x,
tincion con cristal violeta,). A) Se observa una reduccién de la capacidad migratoria en el ensayo de
Transwell al inhibir con TTX la entrada de sodio a través dela subunidad o Nay, 1.5. B) Grafico
representativo de la cuantificacion celular de cada serie experimental, donde se aprecia que la migracion
estimulada por la activacion de TLR-4 se ve disminuida de manera importante por la accién de
tetradotoxina sobre el canal de sodio. Los datos mostrados representan la media (z error estandar) de
cuatro experimentos independientes; (p=0.056).

DISCUSION

La condicién clinica mas agresiva del cancer es la metastasis, ya que mas del 90%
de las muertes ocasionadas por cancer se deben a dicha complicacion. Entre los diversos
tipos de cancer, el cancer de mama se ha convertido en un problema de salud publica
tanto en México como en el resto del mundo, ya que este padecimiento ocupa el primer

lugar de incidencia y el segundo lugar como causal de muerte en la poblacion femenina

adulta. La progresién del cancer se ha relacionado positivamente con la prevalencia de un

microambiente inflamatorio, donde la activacion de receptores, como el TLR-4, reconocen
la presencia de patrones moleculares de agentes patdgenos, estimulando la produccion de
citocinas pro-inflamatorias, la cuales inciden positivamente en la capacidad metastasica de
las células tumorales. En el presente trabajo describimos que no solamente las células del
sistema inmune presentes en el microambiente tumoral son las Unicas responsables en la
produccion de citocinas, sino también las propias células tumorales, llegando a
establecerse una comunicacién autocrina y paracrina entre las células tumorales, células

del estroma circundante y células del sistema inmune.




El receptor tipo Toll 4(TLR-4) fue descrito inicialmente en la respuesta inmune
innata, pero a través de multiples estudios experimentales, clinicos, epidemioldgicos se ha
correlacionado con el fenotipo maligno de células de cancer, particularmente en cancer de
mama (Ahmed A. 2013). La activacion de TLR-4 y su via de sefalizacion, ha sido
estudiada en diferentes lineas celulares utilizando al lipopolisacarido como su ligando

exogeno.

La expresion de TLR-4 en tumores y lineas celulares de cancer de mama ha sido
previamente reportado (Gonzélez-Reyes, et al.,, Yang et al, 2010, Rajput et al., 2013),
consistente con esta informacion, confirmamos la presencia a nivel de ARN mensajero y de
proteina de este receptor en la linea celular MDA-MB 231. Un dato importante que
obtuvimos y que no habia sido reportado fue que el nivel de expresion de TLR-4 es
directamente proporcional al grado de malignidad de las células epiteliales de mama, ya
gue en ensayos de RT-PCR mostramos que las células MDA-MB 231 presentan un alto
nivel de expresién de TLR-4, en comparacion a una linea tumoral poco invasiva, MCF-7, y

una linea epitelial de mama inmortalizada, MCF10A.

En diferentes modelos de cancer se ha observado que la activacion de TLR-4 por
LPS genera efectos contrarios en la proliferacion celular. Por ejemplo, en cancer de ovario,
adenocarcinoma de coldn y carcinoma de células escamosas de la cabeza y cuello, se ha
correlacionado positivamente la activacion del TLR-4 con el aumento en la capacidad
proliferativa de las células (Helly et al., 2006; Fukata et al.2006, Sczepanski et al., 2009);
en apoyo a estas evidencias, Yang y colaboradores en el afio 2010, mostraron que el
silenciamiento del ARNm que codifica para TLR-4 (knockdown), inhibe de manera
importante el crecimiento y proliferacion de las células MDA-MB-231. En contraparte a

estos estudios, Bauer y colaboradores en el afio 2005, demostraron que la activacion de

TLR-4 inhibe el desarrollo de cancer pulmonar. Ademas, existen también evidencias de

que la activacion de TLR-4 por LPS no produce cambios en la capacidad proliferativa en
lineas celulares de cancer de pancreas (Panc-1, AsPC-1), y en la linea murina de cancer
de mama 4T1 (Ahmed et al.,, 2013). Ante esta diversidad de probables efectos y bajo
nuestras condiciones experimentales (determinacion del numero celular y de la
concentracion de proteinas), observamos que la presencia de LPS, a diferentes

concentraciones y tiempos de incubacion, no afecta la capacidad proliferativa de las




células MDA-MB 231, coincidiendo con los resultados reportados por Ahmed vy

colaboradores en el afio 2013.

La activacion de TLR-4, se ha relacionado positivamente con la capacidad
migratoria de las células tumorales, caracteristica fundamental que determina el potencial
metastasico de los tumores primarios, incluyendo el de mama. Nuestros resultados
muestran claramente que LPS al unirse a TLR-4 estimula de manera significativa la
capacidad migratoria de las células MDA-MB 231, y que este efecto depende de la
concentracion empleada y de la duracion del tratamiento. Esto mismo fue observado en
otras lineas celulares de cancer de mama (Liao et al.,2012; Yang et al., 2014), aunque se
desconoce hasta el momento el mecanismo molecular responsable. Un dato importante
gue obtuvimos fue que es necesario mantener a las células por lo menos 24 horas en
presencia de LPS para observar un cambio significativo en la capacidad migratoria, esto
sugiere la participacién de un mecanismo gendémico. La transicidn epitelio-meséngquima no
solamente implica la pérdida de expresion de los marcadores epiteliales y la ganancia en la
expresion de los marcadores meséquimales, proceso regulado por diferentes factores de
transcripcién (SNAIL-1, SNAIL-2, TWIST y ZEB-1), sino también un cambio sustancial en la
expresion de algunas proteinas integrales de membrana, asociadas a regular el flujo
iGnico, como son los canales dependientes de voltaje e intercambiadores.

Los resultados obtenidos muestran que la presencia de LPS induce un aumento
significativo en los niveles de expresion del ARNm que codifica para tres diferentes

factores de transcripcién asociados a la transicion epitelio-mesénquima, SNAIL-1, SNAIL-2

y ZEB-1, y que ademas hay una diferencia en el curso temporal con el cual se estan

expresando, siendo Snail-2, el factor de transcripcion que mas tempranamente se expresa,
seguido por Zeb-1 y finalmente Snail-1. Los trabajos reportados por el grupo de la Dra.
Angela Nieto, muestran que la expresion de los factores de transcripcion no es simultanea,

sino en cascada.

Al unirse LPS con TLR-4, activa la via de sefializacion candnica, via dependiente de
MyD88, que culmina con la translocacion del factor de transcripcion NF-xB al nacleo, el
cual regula positivamente la expresion de genes relacionados a la respuesta inflamatoria,
la sintesis de citocinas pro-inflamatorias, IL-6 y TNF- a. En el presente trabajo,
demostramos no solamente que la activacion de TLR-4 induce un aumento en los niveles

de produccion de IL-6 y de TNF-a en las células MDA-MB 231, tal y como ocurre en las




células del sistema inmune, sino también hay un incremento significativo en los niveles de

expresion del ARNm que codifica para tres diferentes factores de transcripcion asociados a

la transicion epitelio-mesénquima, SNAIL-1, SNAIL-2 y ZEB-1, y que todo depende de la

translocacion del NF-xB al nucleo de la célula (Grivennikov & Karin, 2008; Karin, 2006;
Szlosarek & Balkwill, 2003; Wu & Zhou, 2010).

El NF-kB regula directa e indirectamente otros genes que estan relacionados al
mantenimiento del fenotipo mesenquimal de las células tumorales, tales como vimentina y

E-cadherina respectivamente (Jeong et al., 2012; Karihtala et al., 2013).

Consideramos que la expresion de los factores de transcripcion y la citocinas
inflamatorias estimulada por LPS mantienen y exacerban de manera autocrina y paracrina
la capacidad migratoria de las células MDA-MB 231, y que esto dependen
fundamentalmente de la activacion del NF-xB, ya que al incubar las células en presencia

de selenito de sodio, el efecto estimulatorio de LPS no se presenta.

A partir de los trabajos de Roger et al., 2003; Fraser et al., 2005, entre otros, queda
demostrada la participacion del canal de sodio Nav 1.5 en la capacidad migratoria de las
células MDA-MB 231. Por lo que decidimos tratar de responder si el efecto estimulatorio de
LPS sobre la capacidad migratoria se debe a un cambio en la expresion funcional del canal
de sodio Nav 1.5. Nuestro trabajo es el primero que describe la correlacion positiva que se
da entre la activaciéon de TLR-4 con un aumento en la expresion del canal de sodio Nav
1.5. La presencia de TTX en el medio de cultivo previene el efecto estimulatorio de LPS

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

En el microambiente inflamatorio, durante el desarrollo y progresion del cancer de
mama, no se ha reportado la presencia de microorganismos o productos derivados de
ellos, por lo que la via de sefializacion desencadenada por la activacion de TLR-4, se debe
muy probablemente a la participacion de ligandos endégenos (Yu et al., 2012). Entre las
moléculas enddgenas que han demostrado ser mediadores de la activacién de este
receptor se encuentra HMGB1 (cancer de piel y cancer de mama); HSP60, HSP70 y
HSP90 (melanoma); S100A8, S100A9 (cancer de colon, linfomas y sarcomas); PAUF
(cancer de pancreas); proteina amiloide A sérica (cancer de pulmoén) y fragmentos de acido

hialurénico (Termeer et al., 2002; Voelcker et al.,, 2008). De igual manera, los acidos




grasos saturados, abundantes en la condicion de obesidad y factor de riesgo del cancer de
mama, tales como &cido laurico, acido miristico y acido palmitico son capaces de estimular
la actividad de TLR-4 e incrementar los niveles de expresion de proteinas con actividad
pro-inflamatoria (Lee et al, 2001; Liu et al., 2014). Adicionalmente existen agentes
quimioterapéuticos, como el paclitaxel que activan el TLR-4, contribuyendo a la
quimioresistencia que presentan las células tumorales a la familia de los taxanos (Rajput et
al., 2013; Szajnik et al., 2009).

La identificaciébn de los elementos moleculares responsables de la capacidad
migratoria de las células tumorales representa una excelente oportunidad para el uso de
antagonistas especificos que inhiban o reduzcan de manera efectiva la capacidad
metastasica de las células tumorales, asegurando un mejor pronéstico de vida de los
pacientes afectados por cancer de mama. La eleccidon del blanco farmacologico debe

considerar entre otros aspectos la relacién beneficio/riesgo.

CONCLUSIONES

La activacion del receptor TLR-4 no provoca cambios en la proliferacion de las

células MDA-MB- 231, sin importar la concentracion y el tiempo de exposicion.

LPS estimula la migracion evidenciado a través de ensayos de migracion (Cierre de
herida y Transwell) de manera dependiente de la concentracion usada y del tiempo
de exposicion. Las condiciones éptimas para observar el efecto fisiolégico son

incubacién por 48 horas con una concentracion de 1ug/ml.

El tratamiento de células MDA-MB-231 con LPS a una concentracion de 1lug/ml
regula de manera positiva la expresion del ARN mensajero que codifica para las
citocinas pro-inflamatorias 1L-6 y TNF-o, tal como se ha descrito en macréfagos y
otros modelos experimentales de cancer. Ademas se puede observar aumento en
la expresion y secrecion de IL-6 y TNF-a al tratar por 48 horas con 20 y 40 ug/ml de
LPS.




La estimulacion con lipopolisacarido a tiempos cortos regula positivamente los
niveles de expresion de factores de transcripcion y marcadores moleculares
relacionados a la TEM: SNAIL-1, SNAIL-2 y ZEB-1 y Vimentina.

La via de sefalizacion responsable del aumento de la expresion de citocinas pro-
inflamatorias y factores de transcripcion asociados al mantenimiento del fenotipo
mesenqguimal involucra al factor NF-xB, tal como se observa en los experimentos

en los que se utilizé un inhibidor de esta via, selenito de sodio (Na,SOs3).

El nivel de expresion de ARNm de la subunidad o del canal de sodio Nav 1.5 se
incrementa significativamente al activar el receptor TLR-4 con LPS, este aumento

es dependiente del tiempo de tratamiento.

La subunidad o del canal de sodio Na, 1.5 en las celulas MDA-MB-231 es
funcional y participa directamente en la exacerbacion de la capacidad migratoria en

este modelo celular.

Se necesitan mas estudios para determinar la forma en que se van activando los
factores de transcripcion asociados al mantenimiento del fenotipo menenquimal, asi
como la interaccién entre NF-kB y el sitio de unién consenso que codifica para
estos, ensayos in silico podrian utilizarse para un primer acercamiento. Ademas es
necesario a disecar el mecanismo por el cual la activaciéon de TLR-4 aumenta los

niveles de expresion y la actividad de Na, 1.5.

La comprension de la via de sefalizacién de TLR-4 puede ser de gran utilidad para
establecer biomarcadores y dianas farmacol6gicas que sirvan como apoyo para
disminuir la capacidad metastasica de los tumores de cancer de mama, sobre todo

de tipos tan agresivos como lo es el cancer triple negativo, cuya Unica opcién

terapéutica es la quimioterapia. La eleccion del desarrollo de farmacos tomando en

cuenta estas bases moleculares debe ser minuciosamente evaluado con respecto a
las funciones de cada uno de los elementos en el contexto general y no solo en la
patologia; para que el balance beneficio —riesgo sea aceptable y mejore las

O

perspectivas de vida del paciente con cancer de mama.
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