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RESUMEN

El cancer de mama ocupa el primer lugar de incidencia a nivel mundial en la poblacion
femenina adulta, y es la segunda causa de muerte en el mismo segmento poblacional. Un
alto porcentaje de las muertes provocadas por el cancer de mama, son debido al desarrollo
de metastasis. Ha resultado sumamente importante estudiar las bases moleculares de la
metastasis, con el fin de identificar biomarcadores para ser considerados como blancos
farmacoldgicos para inhibir la progresion tumoral. Esto resulta de sumo interés para el caso
del cancer de mama triple negativo, ya que hasta el momento se carece de un tratamiento
farmacoldgico eficaz. Diversos estudios reportados en la literatura cientifica, muestran que
el NO funcionaria como una sefial extracelular capaz de incidir en el potencial metastasico,
se ha correlacionado ampliamente la sobre-expresion de iNOS, enzima que sintetiza NO,

con el grado de malignidad del tumor.

En el presente trabajo evaluamos el papel del NO sobre el potencial metastasico de las
células MDA-MB 231, modelo celular del cancer de mama triple negativo, a través de la
via independiente de la actividad de la GCs. Para el desarrollo del trabajo experimental
utilizamos NOC-18, que es un donador estable y eficiente de NO, y ODQ, un inhibidor
especifico de la GCs. Las células MDA-MB 231 fueron mantenidas por lo menos 72 horas
en presencia de NOC-18, ODQ y NOC-18 + ODQ, para evaluar algunas de las
caracteristicas del potencial metastasico como son proliferacion, migracion y

quimiorresistencia.

Los resultados obtenidos muestran que el NO liberado por el NOC-18, reduce el nimero de
células y la capacidad migratoria en una subpoblacion significativa de la linea celular
MDA-MB 231, mientras que en otra subpoblacion de células MDA-MB 231 sobreviviente
al efecto del NO, induce un incremento en los niveles de expresion de un marcador nuclear
de proliferacion celular (Ki-67), asi como de proteinas asociadas a la migracion e invasién
celular, Nav 1.5 y MMP9. La capacidad de quimiorresistencia de las células MDA-MB
231 a la Doxorubicina no resulta afectada de manera significativa por la presencia de NOC-
18. Por su parte, la presencia de NO induce un incremento en la expresion de 1L-6, 1L-8,

HIF-1a y VEGF, proteinas asociadas positivamente a la migracién celular y angiogénesis.

10



El incremento de los niveles de NO vy el bloqueo de la actividad de la GCs, provocan un
incremento en los niveles de RNS, por lo que investigamos si estos altos niveles de RNS
inciden sobre la lipoperoxidacion de la membrana plasméatica o la nitrosilacion de
proteinas, los resultados obtenidos muestran que la presencia de RNS no altera los niveles
de lipoperoxidacion de la membrana plasmatica, pero si el nivel de proteinas nitrosiladas.
El conocimiento de que el NO a través de la via independiente de GCs, pueda ser una sefial
extracelular que exacerbe el potencial metastasico de las células tumorales, hace posible
proponer a la iNOS como un blanco farmacologico para reducir el desarrollo y progresion

tumoral.
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INTRODUCCION
CANCER.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define al cancer como un amplio nimero de
enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del organismo (OMS, 2017). El cuerpo
humano esta formado por trillones de células. Normalmente, las células humanas crecen y
se dividen para formar nuevas células a medida que el cuerpo las necesita. Cuando las
celulas normales envejecen o se dafian, mueren, y células nuevas las remplazan. Sin
embargo, en el cancer, este proceso ordenado se descontrola. A medida que las células se
hacen mas anormales, las células viejas o dafiadas sobreviven cuando deberian morir, y
células nuevas se forman cuando no son necesarias. Estas células pueden dividirse sin
interrupcion y pueden formar masas o tumores (Instituto Nacional del Cancer, 2015). Una
caracteristica muy importante en el céncer es la rdpida multiplicacion de las células
anormales que se reproducen sin control, invadiendo los tejidos cercanos y diseminandose
hacia otros Organos distantes produciendo metastasis (OMS, 2017; Gupta & Massagué,
2006). La metastasis es la principal causa de muerte por céancer, en el afio 2015 se
atribuyeron 8.8 millones de defunciones (OMS, 2017).

Etiologia y Epidemiologia del cancer.

La etiologia del cancer puede ser multifactorial, dentro de estos factores destacan su origen
genético o epigenético. El origen genético es el responsable de aproximadamente el 10%, y
el otro 90% corresponde a los factores epigenéticos (Siegel et al., 2014). Las alteraciones
que sufren las células son el resultado de la interaccion entre los factores génicos y los

epigénicos como:

e Carcinogenos fisicos: radiacion ultravioleta e ionizante.
e Carcindgenos quimicos: asbesto, aflatoxinas, arsénico.
e Carcinogenos biologicos: infecciones causadas por algunos virus, bacterias, el

envejecimiento.

Aproximadamente el 30% de las defunciones por esta enfermedad se deben a cinco factores
de riesgo relacionados con estilos de vida y de alimentacion como lo son un elevado indice

de masa corporal, falta de actividad fisica, bajo consumo de frutas y verduras, tabaquismo y
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alcoholismo. Infecciones como el virus del papiloma humano, hepatitis B y C (INEGI,
2017; OMS, 2017). Los factores de riesgo se van acumulando con la edad, combinandose
con la tendencia que tienen los mecanismos de reparacion celular a perder su eficiencia
(OMS, 2017). Las células de cancer presentan alteraciones en varios de sus circuitos
reguladores, responsables entre otros, de la proliferacion celular y la homeostasis (Hanahan
& Weiberng, 2000). Es un principio, en el aflo 2000, Hanahan y Weiberng, consideraron
solo 6 circuitos regulatorios alterados, pero en el 2011, agregaron cuatro mas (obsérvese en
la Figura 1):

Autosuficiencia en las sefiales de crecimiento.
Insensibilidad a las sefiales de inhibicion del crecimiento.
Evasidn de la respuesta inmune

Potencial replicativo ilimitado.

Inflamacion promotora de tumor.

Invasion y metastasis.

Angiogénesis sostenida.

Inestabilidad del genoma y mutacion.

© o N o gk~ wDhdPE

Evasion de la apoptosis.

-
©

Desregulacion de energéticos celulares
(Hanahan & Weiberng, 2011).
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2. Insensibilidad a las
sefales de
anticrecimiento.

en las sefales
de crecimiento. r‘

10. Desregulacion
de energéticos
celulares.

1. Autosuficiencia

9. Evasion de la N TH e :
apoptosis. ROMS :

3. Inflamacion
promotora de tumor.

8. Inestabilidad del
genoma y mutacion.

7. Angiogénesis 6. Invasion y
sostenida. metastasis.

FIGURA 1. Caracteristicas de las células tumorales (Imagen tomada y modificada
Hanahan y Weiberng, 2011).

Datos epidemioldgicos indican que la incidencia de nuevos casos de cancer va en aumento,
en el afio 2008 se reportaron 12.7 millones de casos nuevos y 7.6 millones de muertes (De
Martel C et al., 2012). En el afio 2012 la OMS reporté 14 millones de nuevos casos y 8.2
millones de muertes, en el 2015 8.8 millones de muertes ocasionadas por esta enfermedad,
convirtiéndose asi en una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el
mundo, y prevé que el nimero de nuevos casos aumente a 22 millones de nuevos casos en
los proximos 20 afios (Instituto Nacional del Cancer, 2017). Asimismo, destaca que
aproximadamente 70% de las muertes por cancer se presentan en paises de ingresos bajos y
medios (OMS, 2017). En los Estado Unidos de América, se diagnosticaron en el afio 2016,
1,685 210 nuevos casos de cancer y murieron 595,690 personas por dicha enfermedad
(Instituto Nacional del Cancer, 2017). En México, durante el afio 2014, se observé que dos

de cada 10 casos de cancer en varones de 20 afios y mas se deben a cancer de Organos
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digestivos, mientras que en las mujeres pertenecientes al mismo grupo de edad, 3 de cada
10 presenta tumores malignos de cancer de mama, convirtiéndose estos dos tipos de cancer,
en las principales neoplasias malignas para cada sexo, seguido del céncer en Grganos
genitales (INEGI, 2017).

Porcentaje de morbilidad hospitalaria por principales tumores malignos de la poblacion
de 20 ailos y mas segin sexo

Tumores malignos

Sistema linfatico y tejidos afines

Mama J
Organos respiratorios ¢ intratordcicos |

Organos digestivos
Organcs hematopoyéticos

e3 ob 2B

Organos gentales
Testicuk/Ovario

Nota: Se utiizd la Clasificacion Estadistica internacional de Enfermedades y Problemas Relacionados con i3 Salud
(CE-10), codigos: C15-C26, C30-C39, C50-CS8, C60-C63, C81-C96.

Fuente: SSA (2018). Base de Egresos Hospitalarios 2014

FIGURA 2. Datos estadisticos de los tipos de cancer mas frecuentes, que se presentan en

hombres y mujeres de 20 afios y mas. Tomados de INEGI, 2017.

CANCER DE MAMA.
Epidemiologia.

El cancer de mama es la principal causa de muerte por cancer en mujeres adultas a nivel
mundial (Jemal et al., 2011; Ham M., y Moon A., 2013). La mortalidad por esta
enfermedad ocurre con mayor frecuencia en paises de bajos ingresos, ya que generalmente
el diagndstico se realiza en fases avanzadas de la enfermedad, debido a la falta de acceso a

servicios de salud y a la poca sensibilizacion para la deteccion temprana. La Organizacion
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Mundial de la Salud sefiala que cada afio se detectan 1.38 millones de casos nuevos y
ocurren 458 mil muertes por esta enfermedad (INEGI, 2016; Organizacion Mundial de la
Salud, OMS, 2016b). En México durante 2014, el cancer de mama fue la principal causa de
morbilidad hospitalaria, entre los tumores malignos para la poblacién mexicana de 20 afios
y mas, representando el 19.4%, por lo que tres de cada diez mujeres son hospitalizadas por
dicha causa, y aunque en los varones apenas representa 1% de los ingresos hospitalarios por
tumores malignos, desmitifica la creencia de que esta enfermedad sea exclusiva de las
mujeres (INEGI, 2016). En el afio 2014 se presento la incidencia mas alta, con 28.75 casos
nuevos por cada 100 mil, mientras que en 2015 la incidencia disminuyo un poco con un
27.90 por cada 100 mil mujeres de 20 afios y mas (INEGI, 2016). En el estado de Puebla la
incidencia aproximada es de 30.01 a 40.00 casos por cada 100 mil mujeres, y con respecto
a la tasa de mortalidad la tasa es de 10.01 a 13.50 casos por cada 100 mil mujeres de 20
afios y mas (INEGI, 2016).

Incidencia de tumor maligno de mama en poblacion de 20 aiios y mas,
por sexo

Serie anual de 2007 a 2015

Por 100 000 habitantes de cada sexo

28.75 .
2664 262 2 4
326 2358 2281 237 9 3
21.4 q Y 9 )
<
y 14.2 13.91 15,39 14.8
11.37 1201 1261 1216 12.74
0.39 0.39 0.56 0.45 0.7 0.51 0.37 0.64 0.33
2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015
b T oyt == Hombres e MU jeres

FIGURA 3. Datos estadisticos tomados de INEGI, 2016.
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Factores de riesgo implicados en el cancer de mama.

Al igual que el resto de los diferentes tipos de cancer, el origen del cancer de mama es
multifactorial, sobresaliendo una serie de factores que contribuyen directamente a su

desarrollo:

e Tener el primer parto a una edad madura.

¢ No tener hijos.

e Toma de anticonceptivos orales y tratamientos de sustitucion hormonal
¢ Niveles elevados de estrdgenos.

e Inicio temprano de la menstruacion.

e Menopausia tardia.

e Tabaquismo.

e Consumo de alcohol.

e Dieta alta en grasas animales y trans, Obesidad.

Todos estos factores de riesgo combinados con factores ambientales y genéticos como la
herencia de mutaciones BRCALl, BRCA2 y p53 (alteraciones génicas), contribuyen al
desarrollo del cancer de mama (INEGI, 2016; OMS, 2016a; IMSS, 2015).

a) Predisposicion Genética.

Las mutaciones génicas o alteraciones genéticas, en genes como BRCAl y BRCA2
representan aproximadamente el 5% - 10% de los canceres de mama femeninos, del 5% -
20% de los masculinos y del 15% - 20% del total de los cancer de mama (Turnbull &
Rahman, 20008; Tung et al.,, 2016; American Cancer Society, 2017). Este tipo de
mutaciones son muy raras se encuentran presentes aproximadamente en el 1% de la

poblacion (American Cancer Society, 2017).
b) Tener el primer parto a edad madura o Nuliparidad.

Tener un primer hijo después de los 35 afios se asocia a una predisposicion de padecer
cancer de mama, asi como el no tener hijos. En contraste se asocia un menor riesgo en
mujeres que tiene hijos antes de los 35 y un mayor numero de hijos (American Cancer
Society, 2017)
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¢) Toma de Anticonceptivos Orales y Tratamientos de sustitucion hormonal.

Los anticonceptivos orales combinados como estrégenos y progesterona se asocian con un
pequefio aumento con riesgo de cancer de mama, particularmente entre las mujeres que
comienzan a usarlos antes de los 20 afios o antes del primer embarazo, riesgo que parece
disminuir cuando se dejan de utilizar (Bassuk y Manson, 2015; American Cancer Society,
2017). En la terapia hormonal o terapia de remplazo hormonal en la menopausia,
incrementa el riesgo de cancer de mama, debido al uso combinado de estrogenos con
progesterona. Este riesgo se asocia aln mas, cuando las mujeres comienzan a usar estos
tratamientos inmediatamente después de la aparicién de la menopausia en comparacion con
las que inician el tratamiento mas tarde (Chlebowski et al., 2013; Manson et al., 2013;

American Cancer Society, 2017).

d) Inicio temprano de la menstruacion, Menopausia tardia y Niveles elevados de

estrégenos

El riesgo es aproximadamente un 20% maés alto entre las nifias que comienzan a menstruar
antes de los 11 afios de edad en comparacién con los que comienzan a la edad de 13 afios.
Asimismo, las mujeres que experimentan menopausia a la edad de 55 afios 0 mas tienen un
riesgo un 12% mas alto en comparacion con los que lo hacen entre las edades 50-54, el
aumento del riesgo puede deberse a una mayor exposicién a la vida reproductiva (Anderson
et al., 2014; American Cancer Society, 2017). Las mujeres posmenopausicas con niveles
naturalmente altos de ciertas hormonas sexuales enddgenas tienen aproximadamente el
doble de riesgo de desarrollar cancer de mama en comparacion con las mujeres con los
niveles mas bajos, los niveles altos de hormonas circulantes se asocian y pueden reflejan
los efectos de otros factores de riesgo de céncer de mama, como la obesidad

posmenopausica (Key et al., 2011; American Cancer Society, 2017).
e) Tabaco y Alcohol

La Sociedad Americana del Céancer indico que las mujeres que iniciaron el habito de fumar
antes del nacimiento de su primer hijo tuvieron un riesgo 21% mayor de cancer de mama
que las mujeres que nunca fumaron, algunos estudios sugieren el humo puede aumentar el

riesgo, particularmente para el cancer de mama premenopausico. Fumar puede aumentar el
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riesgo particularmente a largo plazo (Macacu et al., 2015). Por otro lado, numerosos
estudios han confirmado que el consumo de alcohol aumenta el riesgo de cancer de mama
en las mujeres en un 7% -10% por cada 10g (aproximadamente una bebida) de alcohol
consumido por dia en promedio. Las mujeres que tienen 2-3 bebidas alcohdlicas al dia un
20% mas alto riesgo de cancer de mama en comparacion con los no bebedores (Liu et al.,
2015). También existe evidencia de que el consumo de alcohol antes del primer embarazo
puede afectar particularmente al riesgo. Uno de los mecanismos por los cuales el alcohol
aumenta el riesgo es incrementando los niveles de estrogeno y androgenos (Singletary y
Gapstur, 2001; American Cancer Society, 2017).

f) Dieta alta en grasas animales y trans, Obesidad.

A pesar de que los estudios iniciales sobre la dieta y el cAncer de mama se centraron en la
ingesta de grasas, estudios recientes concluyeron que no habia asociacion. Pero si hay
correlacion positiva, entre el desarrollo de cancer de mama con el sobrepeso, en mujeres
obesas se reporta el padecimiento de cancer de mama 2 veces mas que en mujeres delgadas
(La Vecchiaet al., 2011; American Cancer Society, 2017). Se cree que esto se debe a que el
tejido graso es una fuente rica de estrogenos, también se ha relacionado los nivele altos de
insulina con el desarrollo de cancer de mama en las mujeres obesas. La obesidad es un
factor de riesgo para desarrollar diabetes tipo Il, la cual también se considera como un
factor de riesgo en mujeres postmenupausicas (American Cancer Society, 2017). En
contraste, los estudios han encontrado que la obesidad protege contra el cancer de mama
premenopausico. Un gran meta-analisis revel6 que las mujeres entre 40 y 49 afios de edad,
el riesgo de desarrollar cancer de mama era un 14% menor en las mujeres con sobrepeso y
un 26% menor en las mujeres obesas en comparacion con las mujeres que tenian peso

normal (Nelson et al., 2012; American Cancer Society, 2017).
Estratificacion y Clasificacion del Cancer de mama.

Para la estatificacion del cancer de mama existen dos sistemas la clasificacion TNM: donde
T se refiere al tamafio y la extension del tumor principal o primario, N se refiere a la
extension de cancer que se ha diseminado a los nédulos linfaticos cercanos y M que indica
si el cancer ha producido metéastasis. Una vez determinado el TNM, se asigna una etapa de

0, I, I, 1 y IV, estando la etapa O in situ (las células anormales no han penetrado en los
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conductos o las glandulas de las que se originaron), la etapa | de cancer invasivo en estadio

temprano y la etapa IV la enfermedad més avanzada (Giuliano et al., 2017).

Estadio 0: corresponde al estadio in situ se refiere a la presencia de células anormales que

no han invadido tejidos cercanos.
Estadio | y II: Etapa local se refiere a los canceres confinados ala mama.

Estadio Il y IlI: Estadio regional se refiere a tumores que se han diseminado al tejido

circundante o a ganglios linfaticos cercanos.

Estadio IV: Etapa distante se refiere a los canceres que se han extendido a 6rganos lejanos o

ganglios linfaticos por encima de la clavicula (American Cancer Society, 2017).

El cancer de mama, generalmente se desarrolla en los conductos lactiferos o en los
lobulillos (carcinoma ductal y lobulillar), en los lobulillos es donde se produce la leche y
los conductos por donde se transporta hasta el pezon (Instituto Nacional del Céancer, 2015).
Estos dos tipos principales de cancer de mama in situ: carcinoma ductal in situ (DCIS) y
carcinoma lobular in situ (LCIS), también conocido como neoplasia lobular, representan el
83% y el 13% respectivamente del total de los casos de cancer de mama (American Cancer
Society, 2017). La mayoria de los canceres de mama son invasivos o infiltrados, existen 21
subtipos histolégicos distintos y al menos cuatro subtipos moleculares diferentes que
difieren en términos de factores de riesgo. La expresion génica y las técnicas de perfiles han
permitido una mejor comprension de los subtipos moleculares de los canceres de mama.
Las aproximaciones de los subtipos moleculares se han identificado utilizando marcadores
bioldgicos evaluados de forma rutinaria, incluyendo la presencia o ausencia de receptores
hormonales (estrogeno o progesterona) (HR + / HR-) y niveles excesivos de receptor 2 del
factor de crecimiento epidérmico humano (HERZ2,) y / o copias adicionales del gen HER2
(HER2 + / HER2 -) (Cheang et al., 2015). Los subtipos moleculares son:

e Luminal A (HR + / HER2-) (71%). Estos canceres tienden a ser de crecimiento
lento y menos agresivos que otros subtipos. Los tumores Luminal A se asocian con
el pronostico mas favorable (Blows et al., 2010)

e Triple negativo (HR- / HER2-) (12%). Dichos canceres son dos veces mas comunes

en las mujeres negras que en las mujeres blancas en los Estados Unidos y también
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son mas comunes en las mujeres premenopausicas. Los canceres de mama triple
negativos tienen un peor pronostico a corto plazo que otros subtipos, en parte
porgue actualmente no hay terapias dirigidas para estos tumores (Blows et al., 2010;
Haque et al., 2012)

e Luminal B (HR + / HER2 +) (12%). Al igual que los canceres luminal A, los
canceres luminales B son ER + y / 0 PR + y se definen adicionalmente por ser
altamente positivos para Ki67 (indicador de una gran proporcion de células que se
dividen activamente) o HER2. Los canceres de mama Luminal B tienden a ser de
grado mas alto y se asocian con una supervivencia mas pobre que los cénceres
luminal A (Bianchini et al., 2016)

e HER2-enriquecido (HR- / HER2 +) (5%). Los cénceres enriquecidos con HER2
tienden a crecer y propagarse mas agresivamente que otros subtipos y se asocian
con un peor pronostico a corto plazo en comparacion con los canceres de mama
HR™. Sin embargo, el reciente uso generalizado de terapias dirigidas contra el
cancer HER2" ha mejorado los resultados para estos pacientes (Haque et al., 2012;
Bianchini et al., 2016).

Una caracteristica comun que presentan las células tumorales de mama es que conforme va
ocurriendo su transformacion maligna va incrementandose de manera simultanea su
potencial metastasico, representado por un aumento en su capacidad proliferativa,
migratoria y quimiorresistente, lo cual le permite a corto, mediano y largo plazo invadir
tejidos y 6rganos cercanos Yy distantes al tumor primario del cual se originaron. Los datos
clinicos revelan que la principal causa de muerte por cancer de mama se debe a la presencia
de metastasis, por lo cual resulta de gran importancia entender a detalle dicho proceso, asi

como la identificacién de los factores extrinsecos e intrinsecos inductores de la metastasis.

METASTASIS Y NO.

La metastasis es el estado mas critico de la tumorigenesis, mas del 90% de la mortalidad
por cancer es causada por la metastasis. ElI proceso de metastasis puede ser dividido en
cuatro etapas, la primera es la transicion epitelio-mesénquima, la segunda es la invasion de

las células cancerosas a los vasos sanguineos y linfaticos, la tercera es que las células
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cancerosas sobrevivan y viajen a través de la circulacion y la ultima etapa es la
extravasacion de las células tumorales y su infiltracion a nuevos tejidos y Organos
(Grivennikov et al., 2010).

La transicion epitelio-mesénquima es un proceso mediante el cual las células epiteliales
adquieren caracteristicas fenotipicas mesenquimales, pierden la interaccion célula-célula,
aumentan su movilidad, degradan componentes de la matriz extracelular y la lamina basal,
lo que les permite llegar a vasos sanguineos o linfaticos (Kalluri y Weinberg, 2009). Las
células tumorales de mama muestran gran afinidad por invadir médula désea, pulmon e
higado. La migracion de las células tumorales comparte algunas similitudes con la
migracion de los macr6fagos que se presenta cuando ocurre un proceso infeccioso, una
coincidencia es la participacion del NO como segundo mensajero (Mller et al., 2001), por
ejemplo, especies reactivas de nitrégeno y oxigeno, que son generados por infiltracion de
células inflamatorias inducen un aumento en la proliferacion de las células tumorales
(Gupta & Massagué, 2006).

Una caracteristica adicional que presentan las células tumorales, es su resistencia a la
apoptosis, ya que estas células requieren de una defensa adicional frente a las condiciones
adversas que se presentan en el microambiente tumoral, como es la falta de nutrientes y
oxigeno, que en su momento pudieran llevar a la muerte celular. Las células tumorales
presentan una sobre-expresion de proteinas anti-apoptéticas y una reduccion o
estabilizacion de proteinas apoptdticas, estos eventos estan relacionados con un aumento en
los niveles de especies reactivas de nitrégenos (NRS), generadas a partir de la produccion
de NO (Mehlen & Puisieux, 2006).

NO y su relacién con el cancer de mama.

El NO (NO) es una molécula de sefializacion bioldgica, que ademas de participar en el
funcionamiento del sistema cardiovascular, sistema nervioso y sistema inmune, regula la
expresion de algunos genes implicados en el desarrollo y progresion del cancer,
estimulando la expresion de oncogenes o inhibiendo la expresion de genes supresores de
tumores (Forstermann et al., 1986; Rapoport et al., 1983; Khan et al., 1996; Akhand et al.,
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1999; Liu et al., 2002). EI NO es sintetizada por la enzima sintasa de NO (NOS) a partir de
L-arginina y oxigeno (Zhu et al., 2015). En el humano, se han caracterizado tres isoformas
de NOS: NOS neuronal (nNOS 6 NOS1), NOS inducible (iNOS 6 NOS2) y NOS endotelial
(eNOS 6 NOS3). Las isoformas eNOS y nNOS son consideradas constitutivas, ya que su
expresion depende de las concentraciones de calcio intracelular, mientras que la isoforma
inducible, INOS, se expresa fundamentalmente en células expuestas a endotoxinas y a
diversas toxinas pro-inflamatorias (Burke et al., 2013; Vannini et al., 2015). Las NOS
constitutiva (cNOS), cuando se activa sélo producen concentraciones nhanomolares de NO
durante segundos o minutos. Sin embargo, iINOS la isoforma inducible genera mayores
cantidades de NO, en el rango micromolar y por intervalos mas largos, como por horas o
dias (Michel & Feron, 1997; Vannini et al., 2015).
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FIGURA 4. Via de sintesis del NO (Tomada y modificada de Vannini et al., 2015).
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Una desregulacion en la produccién de NO y variaciones en los niveles de expresion de la
INOS han sido implicados en varios tipos de céncer, entre ellos el cancer de mama,
relaciondndolos tanto con la progresion tumoral y metéstasis, como con la supresion del
tumor (Hickok & Thomas, 2010). EI NO ejerce diferentes efectos en la carcinogénesis,
como es el dafo al ADN, activacion de oncogenes, inhibicidn de las enzimas responsables
de la reparacion del ADN y de genes supresores de tumores, asi como la modulacién de la
apoptosis y metéstasis (Vannini et al., 2015; Wink et al., 1998). Durante varios afios, se ha
demostrado un efecto dual del NO sobre el cancer, tomando en cuenta dos caracteristicas, la
primera que el NO producido puede funcionar como anti-tumoral, y la segunda que la sobre
expresion de las enzimas productoras de NO (NOS), tienen efectos pro-tumorales
(Weiming et al., 2002).

En varios tipos de cancer se ha encontrado una correlacion positiva entre los niveles de
expresion de iINOS y el grado de malignidad del tumor, por ejemplo, en cancer de pulmon,
cancer de colon, melanoma, glioblastoma y el cancer de mama (Granados et al., 2015). Se
han realizado multiples estudios donde se ha demostrado una correlacion positiva entre los
niveles de expresion de iNOS, en etapas mas desarrolladas del cancer de mama (estadio
I11), que en etapas menos desarrolladas (estadio 1) (Ranganathan et al., 2016). En cultivos
celulares de cancer de mama triple negativo MDA-MB231, Jin y colaboradores en 2015,
sugirieron que los niveles altos de INOS/NO estan asociados con una menor efectividad a la
quimioterapia en el cancer triple negativo. Por lo que la expresién incrementada de iNOS se
ha postulado recientemente como un factor de mal prondstico para la supervivencia en

pacientes con cancer de mama triple negativo (Granados et al., 2015; Jin et al., 2015).

Vias de sefializacion del NO implicadas en el cancer.

El NO posee dos vias de sefializacion, una de ellas es la dependiente de la Guanilato
Ciclasa soluble (GCs) con la consecuente generacion de Guanosin Monofosfato ciclico
(GMPc) y la otra via, que es independiente de la GCs, también conocida como la via
Oxidativa. En la via dependiente de GCs (NO-GCs-GMPc), el NO reacciona con el sitio
activo de la GCs y produce GMPc; el GMPc activa a proteinas cinasas dependientes de

dicho nucleotido ciclico (PKG), las cuales fosforilan diferentes sustratos proteicos
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relacionados con el potencial metastasico de las células tumorales. Existen otros elementos
que pueden ser activados por GMPc como canales ionicos y proteinas dependientes de
fosfodiesterasas (Friebe & Koesling, 2003; Vannini et al., 2015).

La via independiente o via oxidativa, por su parte, puede provocar modificaciones
postraduccionales en las proteinas, asi como también en la transcripcion, al inducir
alteraciones del ADN. Algunas de los factores que pueden sufrir cambios o alteraciones en
la transcripcion son el NF-kB y HIF-1a, debido a reacciones oxido-reduccion que esta
regulado por S-nitrosilacion (Hess et al., 2005; Liu et al., 2005). EI NO reacciona con los
radicales de oxigeno O, para formar peroxinitrito (ONOO’), el cual es un agente
fuertemente nitrosante y que junto con los nitritos (NO), nitratos (NO3) y tridéxido de

dinitrogeno (N2O3) pueden S-nitrosilar proteinas de sefializacion.

FIGURA 5. Via metabolica del NO (Tomado y Modificado de Ledn et al., 2008).

El Efecto dual del NO con respecto a la concentracion.

La funcion fisiologia del NO depende principalmente de la concentracion. A
concentraciones bajas, el NO actia como una molécula de sefializacion que regula la

relajacion del musculo liso y el flujo sanguineo, la neurotransmision, la actividad
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plaquetaria, la homeostasis del hierro, la supervivencia celular y la proliferacion celular
tanto en células normales como cancerigenas, mientras que a altas concentraciones se cree
que modula las actividades antitumorales mediadas por el sistema inmune (Wink y
Mitchelll, 1998; Vannini et al., 2015). Basandose en varios informes de mediciones de NO
en tejidos y de donadores de NO exo6genos, se han establecido concentraciones de NO en
dosis bajas (50-100 nM), dosis altas (400-1000 nM) o dosis intermedia (100-400 nM)
(Ridnour et al., 2005; Isenberg et al., 2005). A bajas concentraciones (1-100nM), actla
como una molécula de sefializacion que favorece el potencial metastasico de células

tumorales, mientras que a altas concentraciones (400-1000nM), induce apoptosis (Vannini
etal., 2015).
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FIGURA 6. Efectos fisioldgicos del NO (Tomada y Modificada de Vannini et al., 2015).

En algunos estudios realizados en cultivos celulares, utilizando donadores de NO como los
DETA-NONOATOS y NONOATOQOS, se observé que dosis bajas de NO (10 a 300nM) se

induce un incremento de la proliferacion, debido a la fosforilacion de ERK, y la
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estabilizacion de HIF-1a.; y que a altas concentraciones por encima de 300nM, induce la
fosforilacion de p53, proteina involucrada en la induccion de la apoptosis (Thomas et al.,
2004).

El NO, ademés de regular la expresion de genes especificos, es capaz de tener un efecto
postraduccional sobre diversas proteinas, como la S-nitrosilacion de los residuos de
cisteina, afectando drasticamente la funcion de las proteinas (Stamler et al., 2001). Un
ejemplo de proteinas que se nitrosilan son las caspasas, inhibiendo su actividad y por lo
tanto la apoptosis (Li et al., 2007; Rdssig et al., 1999; Tenneti et al., 1997). EI NO cuando
reacciona con el anion superoxido (O,), se forma peroxinitrito (ONOO’), un potente
oxidante, capaz de causar dafio oxidativo, nitracion y S-nitrosilacion de biomoléculas, tanto
proteinas como lipidos y ADN (Mikkelsen & Wardman, 2003). Por lo tanto, debido a su
potente reactividad quimica y a su alta difusibilidad, la produccién de NO esta finamente
regulado para dictar la especificidad de su sefalizacion y limitar la toxicidad a otros

componentes celulares.

NO/ RNS y su implicacién en la carcinogénesis.

En varios tipos de cancer se ha encontrado un incremento significativo en los niveles de
NO, y por ende un aumento en la expresion de iNOS, por ejemplo, en el cancer de mama,
cancer de pulmon, cancer de vejiga y cancer de la cavidad oral (Choudhari et al., 2013). El
NO tiene la capacidad para reaccionar con el ion superéxido (O?), para producir especies
reactivas de nitrégeno (RNS) (Martinez-Ruiz & Lamas, 2004; Wiseman & Halliwell, 1996;
Wink et al., 1996). En condiciones normales, los niveles de RNS se mantienen bajos, ya
que las células poseen sistemas antioxidantes que regulan su estado redox, limitando la

accion oxidativa de RNS y con ello algun dafio celular (Ledn et al., 2008).

Las RNS han mostrado tener una participacion especifica en diferentes funciones celulares,
actuando como segundos mensajeros en mecanismos como muerte celular programada,
transcripcion y activacion de proteinas cinasas y fosfatasas, activacion de proteinas G y de

canales ionicos, asi como en la sefializacion mitocondrial (Forman et al., 2002; West &
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Marnett, 2006). También se ha involucrado a las RNS con la progresion del cancer por su

participacion en la s-nitrosilacion de proteinas (Fukumura et al., 2006).

Se ha detectado la presencia de una gran cantidad de proteinas nitrosiladas en el desarrollo
y progresion del cancer, tales como p53, caspasas, MKPs, Bcl-2, Fas, c-Src tirosina y
actina, entre otras, las cuales regulan de manera directa o indirecta los siguientes procesos
celulares: proliferacion, apoptosis, angiogénesis, migracién, invasion y metastasis (Thom et
al., 2012).

S-nitrosilacion de proteinas.

La s-nitrosilacion de proteinas es una modificacion post-traduccional reversible que sufren
los residuos de cisteinas contenidos en las proteinas, el grupo tiol de la cisteina se combina
con una especie reactiva de nitrégeno (RNS) para formar un s-nitrosotiol (Numajiri et al.,
2011; Ghezzi et al., 2005). La s-nitrosilacion de proteinas regula una gran variedad de
funciones celulares y eventos de sefializacion, incluyendo la tumorigénesis (Hess et al.,
2005). La especie reactiva de nitrégeno predominante en el sistema celular es el N,O3, por
lo que se le atribuye ser el principal agente de s-nitrosilacion en el ambiente intracelular
(Handy & Loscalzo, 2006). Algunas de las proteinas sensibles a sufrir s-nitrosilacion
participan en la apoptosis, como es el caso de la caspasa-3, que al ser s-nitrosilada inhibe su
actividad bloqueando la via apoptotica (Thomsen & Miles et al., 1998). La proteina Bcl-2,
con actividad anti-apoptética, al ser s-nitrosilada aumenta la estabilidad de la membrana
mitocondrial, previniendo la liberacién del citocromo C y con ello la muerte celular (Green
& Reed, 1998; Azad et al., 2010; Azad et al., 2006). El potencial oncogénico de la proteina
Bcl-2 ha sido demostrado en cancer de mama, cancer de préstata y cancer colon-rectal,
donde existe una sobre-expresion de esta proteina (Buolamwini, 1999; Oxford et al., 2004).
La proteina c-Src es una subunidad accesoria de los receptores tirosina cinasa, resulta
importante su participacion en la activacion de la cascada de sefializacion iniciada por
factores de crecimiento y moléculas de adhesion celular, regulando multiples funciones
celulares, tales como proliferacion, migracion y transformacion celular (Pellman et al.,
1985; Mayer & Gupta, 1998; Pawson, 1995). La c-Src posee cuatro residuos de cisteina en

su estructura primaria, los cuales son sensibles de ser s-nitrosilados afectando
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positivamente su actividad (Rahman et al., 2010), alterando la reorganizacion del

citoesqueleto y por lo tanto la migracion celular (Huertas Fernandez, 2014).

El HIF-1o es un factor transcripcional, que bajo condiciones de normoxia se degrada
facilmente mediante las proteinas prolil-hidroxilasas (PHD), pero en condiciones hipoxicas,
se estabiliza provocando cambios a nivel transcripcional de ADN. Estudios realizados por
Li y colaboradores en 2007, demostraron que la estabilizacion de HIF-1a esta altamente
regulada a través de la s-nitrosilacion mediada por NO (Li et al., 2007). Este factor de
transcripcion se une a una region especifica del ADN conocida como Elemento Responsivo
a HIF, el cual esti4 contenido en la regién promotora de varios genes implicados en la
angiogénesis como VEGF y el Factor de Crecimiento Fibroblastico (Feoktistov et al.,
2003).

Lipoperoxidacion y Cancer de mama.

Las membranas celulares estan formadas principalmente por acidos grasos poliinsaturados
que forman parte de la familia de los fosfolipidos. En presencia de NO, estos acidos grasos
pueden ser oxidados debido a la accion de las RNS, proceso conocido como peroxidacion
lipidica o lipoperoxidacion (Almeda-Valdés, 2008). Las especies reactivas de nitrogeno
atacan los acidos grasos insaturados y poliinsaturados, afectando principalmente los sitios
con doble enlace y grupos metil (CH3") (Hybertson et al., 2011; Grimsrud et al., 2008). El
Malonil-dialdehido (MDA) es un metabolito final de la lipoperoxidacion de acidos grasos,
y se utiliza como marcador de dafio y estrés oxidativo (Block et al., 2002; Gil et al., 2006;
Carbonell et al. 2007).

En varios estudios realizados tanto en pacientes como en lineas celulares de céancer de
mama, se ha encontrado una correlacion positiva entre los niveles de lipoperoxidacion
mediante la produccion de MDA y el grado de malignidad del tumor. Estudios realizados
en pacientes de cancer de mama HER2 positivo y negativo, Victorino y colaborados en el
2014, informaron que las pacientes HER2 positivo, presentan menor lipoperoxidacion es
decir los niveles de MDA se encuentran disminuidos en comparacion con las HER2

negativo, lo que sugiere que HER2 protege de la lipoperoxidacion. En las lineas celulares
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MCF-7 consideradas de bajo potencial metastasico, y las MDA-MB 231 consideradas de
alto potencial metastasico, también se realizaron estudios de determinacion de
lipoperoxidacion donde se observé que las MCF-7 presentan un mayor grado de

lipoperoxidacion, en comparacion con las MDA-MB 231(Mahéo et al., 2005).
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JUSTIFICACION

El cancer de mama es la principal causa de muerte por cancer en las mujeres en todo el
mundo, cada afio se detectan 1.38 millones de casos nuevos y ocurren 458 mil muertes por
esta enfermedad, en México en el 2014 se presento la incidencia mas alta, con 28.75 casos
nuevos por cada 100 mil mujeres de 20 afos y mas. La metastasis es la principal causa de
muerte por cancer de mama, el patron metastasico mas frecuente involucra los ganglios

linfaticos regionales, medula 6sea, pulmdén e higado.

El NO ha sido involucrado en el desarrollo y progresion del cancer de mama, ya que se ha
detectado una correlacion positiva entre los niveles de NO e iNOS con respeto al grado de
malignidad del tumor. ElI mecanismo por el cual, el NO incide positivamente en el
desarrollo del cancer de mama no ha sido descrito a detalle, por lo que el proposito general
del presente proyecto es investigar si el NO a través de la formacion de RNS con la
consecuente lipoperoxidacion de lipidos y s-nitrosilacion de proteinas exacerban el

potencial metastésico de las células tumorales MDA-MB 231.

HIPOTESIS

El NO a través de la formacion de Especies Reactivas de Nitrogeno exacerba el potencial

metastasico de las células tumorales de mama, MDA-MB 231.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar el mecanismo molecular a través del cual el NO y las Especies Reactivas de
Nitrogeno exacerban el potencial metastasico de las células tumorales de mama, MDA-MB
231.

OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar la eficiencia de NOC-18 como donador de NO, determinando los niveles de

nitritos.

Analizar si la presencia de NOC-18 y de ODQ modifican la capacidad proliferativa,

migratoria y quimiorresistente de las células MDA-MB 231.

Evaluar los niveles de expresion del ARNm que codifica para IL-6, IL-8, Nav 1.5 y MMP9

como un indicativo del incremento en la migracion e invasion celular.

Analizar si cambios en los niveles de expresion de IL-6 e IL-8 requiere de la participacion
de NF-xB.

Evaluar los niveles de expresion del ARNm que codifica para Ki-67, VEGF y HIF-1a como

un indicativo del incremento proliferativo y angiogénico.

Evaluar si la presencia de NOC-18 y ODQ modifican los niveles de lipoperoxidacion de la

membrana plasmatica.

Investigar si la presencia de NOC-18 y ODQ modifica los niveles de s-nitrosilacion de

proteinas totales.
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METODOLOGIA

Cultivo celular de la linea tumoral MDA-MB 231

Las celulas MDA-MB 231 son una linea celular de cancer de mama proveniente de
adenocarcinoma de mama grado IV. Las células crecen en modalidad de monocapa y
fueron sembradas en matraces de cultivo de poliestireno de 25 cm? de superficie, con medio
de cultivo Advanced-DMEM suplementedo con 3% de suero fetal bovino (SFB), 1% de L-
glutamina y 1% de una mezcla de antibidtico-antimicético, y se mantuvieron en una
incubadora a 37°C en una atmosfera himeda y una mezcla de 5% de CO, y 95% de aire. El
medio de cultivo se renovo cada 48 horas y cada 5 dias se sometieron las células a un
proceso de tripsinizacion, el cual consiste en los siguientes pasos: 1) retirar el medio de
cultivo y lavar dos veces con 5 ml de PBS estéril (contiene NaCl, KCIl, KH,PO, vy
Na,HPQ,), 2) adicionar 2ml de una solucién de tripsina al 0.25% disuelta en 453 mM de
EDTA, con el fin de despegar las células del piso del matraz, 3) adicionar al matraz 4 ml de
medio de cultivo, y con ayuda de una pipeta serolégica despegarlas mecanicamente, la
suspension celular se transfiere a un tubo conico y se centrifuga a 1,500 rpm por 5 minutos
se elimina el sobrenadante y la pastilla celular se resuspende en medio de cultivo fresco, a
partir del cual se tomaron alicuotas para regenerar el cultivo madre y sembrar las células en

placas de seis pozos para los experimentos propuestos en el proyecto.

Tratamiento con NOC-18 y ODQ.

El NOC-18 es una molécula pequeria de diolato diacenio (DETA-NONOato) que libera NO
de manera mas lenta y constante que otros donadores, tiene una vida media de 20 horas. La
liberacion lenta NO permite su uso de manera eficaz en los experimentos donde se desea
observar los efectos de manera prolongada y constante. Para determinar el efecto del NO
(NO), y las especies reactivas de nitrogeno (RNS producto de la oxidacion de NO), sobre el
potencial metastasico de las células MDA-MB 231, los cultivos celulares se mantuvieron

en la presencia de NOC-18 a una concentracion de 300uM, esta concentracion fue tomada
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por bibliografia revisada, en la cual se demostro que se obtienen concentraciones adecuadas
de NO, alrededor de 400 nM.

El ODQ es un inhibidor selectivo e irreversible de Guanilato Ciclasa soluble (GCs), este
agente quimico inhibe a la GCs en un tiempo minimo de 10 minutos a una concentracién de

10 uM, por lo que utilizamos esta concentracion en nuestros experimentos.

En nuestros cultivos celulares, en las placas de seis pozos manejamos las siguientes
condiciones experimentales: Control, ODQ, NOC-18 y ODQ+NOC-18, la duracién del
tratamiento fue por 72 horas.

Ensayo de Retrotranscripcion-Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR)
a) 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 antibidtico —antimicotico (25pug/ml de anfotericina B, 10,000 pg/ml de estreptomicina y
10,000 unidades/ml de penicilina). Una vez que alcanzaron la confluencia de
aproximadamente 60%, se empez6 el tratamiento con ODQ y NOC-18. Los tratamientos
fueron por 72 horas, al finalizar el tratamiento se procedié a realizar la extraccion de ARN
por medio del kit comercial FavorPrep™, Tissue total RNA Mini (Favorgene, Biotech
Corp., China) siguiendo las indicaciones del fabricante. Una vez concluida la extraccion se
determind la concentracién por espectrofotometria (Biophotometer, Eppendorf, Alemania)
a una longitud de onda de 260nm vy la integridad de del ARN total aislado se evalué como
cociente obtenido entre la absorbancia a 260nm y 280nm, para considerarse una muestra de

calidad, el valor de este cociente debio estar entre 1.6 y 2.
b) Sintesis de ADN complementario (ADNCc)

La retro-transcripcion se llevd a cabo empleando el kit comercial High Capacity cDNA
Reverse Transcription (Applied Biosystems, EUA), para lo cual se siguio el procedimiento

sugerido por el fabricante. Posteriormente los tubos de reaccion se colocaron en un
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termociclador marca Mastercycler gradient (Eppendorf, Alemania) y se aplico el siguiente

protocolo: 10 minutos a 25°C, 2 horas a 37°C, 10 min a 85° y finalmente a 4°C.

c) Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

A partir del ADNc obtenido en la retro-transcripcion se realizo la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR), con el kit comercial DreamTagq PCR Master Mix (Thermo Scientific,

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

de 20 pl. Los oligonucleotidos utilizados se muestran en la tabla.

Oligonucleétidos | Direccidon | Secuencia Tamarfio del
amplificado
(pb)

IL-6 Forward | GAGAAAGGAGACATGTAACAAGAGT 343
Reverse GCGCAGAATGAGATGAGTTGT

IL-8 Forward | CTGCGCCAACACAGAAATTAT 555
Reverse CAGACTAGGGTTGCCAGATTTA

Nav 1.5 Forward ACGGCACCTCTGATGTGTTACTGT 346
Reverse TGAGGGCCTCGTGTTCTTTCTTGA

MMP9 Forward TAC CAC CTC GAACTT TGA CAG CGA | 358
Reverse AAA GGC ACA GTAGTG GCC GTA GAA

Ki-67 Forward | AGTACCAGGAGGTGAGGATAAA 415
Reverse CTGCACTGGAGTTCCCATAAA

VEGF Forward | CTGAGCCTCTCTACCCCAGG 289

GAGCAGGAAGAGGATGAGGG

Reverse

HIF-1a Forward | CTCAAAGTCGGACAGCCTCA 310

AATGAGCCACCAGTGTCCAA

Reverse

B-actina Forward CAAGAGATGGCCACGGCTGCT 234
Reverse TCCTTCTGCATCCTGTCGGCA

d) Separacion electroforética de los productos de PCR

A partir de los productos de PCR se procedié a la separacion electroforética segun su

tamano, se utilizaron geles de agarosa al 1.2%. La electroforesis se llevo a cabo bajo las

siguientes condiciones: 65 V por 80 minutos. La imagen del gel fue digitalizada en un
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documentador de geles, Chemidoc (Bio Rad, EUA) empleando el programa Quantitive One
4.2.0 (Bio Rad, EUA).

e) Densitometria

Esta se realizd mediante el programa Image J que es proporcionado gratuitamente por el
Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos de Ameérica (de sus siglas en inglés,
NIH).

Ensayo de migracion camaras Transwell.

El ensayo de migracién se realiz6 en los soportes permeables Transwell que contienen una
membrana de Tereftalato de polietileno con poros de 8um de diametro. Las células fueron
sembradas en placas de seis pozos y después de llegar a la confluencia requerida se pre-
trataron con NOC-18 y ODQ a una concentracion de 300uM y 10uM respectivamente, 16
horas antes de cumplir las 72 horas de tratamiento, las células fueron cosechadas y se
prepard una suspension celular de 300,000 células/ml por cada condicidn experimental. A
partir de esta suspensién celular, se agreg6 a cada inserto de las camaras Transwell, una
alicuota de 100l de suspension celular (30,000 células) y 200ul de medio libre de suero
fetal bovino pero suplementado con NOC-18 y ODQ, mientras que en la parte inferior de la
camara se agregaron 800ul de medio de cultivo completo igualmente suplementado con
NOC-18 y ODQ, para mantener el tratamiento de las células 16 horas mas, para cumplir
con un tratamiento final de 72 horas. Una vez que termino el tratamiento, se retir6 el medio
de cultivo de la cAmara superior y con un hisopo de algodon se eliminaron las células
adheridas en la membrana. Las células que migraron y estan adheridas en el lado interno de
la membrana fueron fijadas con metanol-acetona (dilucién 1:1) y tefiidas con cristal-violeta.
Se tomaron microfotografias de 8 campos diferentes con el objetivo de 20x en un
microscopio de campo claro para contar las células. Las imagenes fueron posteriormente

analizadas con el programa Image J.
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Ensayo de quimiorresistencia con MTT (Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-

difeniltetrazol).

El ensayo de MTT es un ensayo colorimétrico que nos permitio evaluar la capacidad de
quimiorresistencia que pueden presentan las células MDA-MB-231 al ser tratadas con
algun agente quimioterapeutico. Este ensayo se basa en la reduccion metabolica del
Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT). Se considera que la
accion sobre el MTT se debe principalmente a las deshidrogenasas mitocondriales, en
particular la succinato deshidrogenasa, pero también pueden intervenir reductasas
citosélicas o de otros compartimientos subcelulares, las coenzimas reducidas resultantes
(NADH y NADPH) convertiran el MTT a formazan. EI MTT es un sustrato amarillo palido
que es escindido por células vivas para producir formazan que es de color violeta,
permitiendo determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas puede ser

usado para ensayos de proliferacion o de citotoxicidad.

Las células MDA-MB-231 fueron sembradas en una placa de 6 pozos, al alcanzar un
aproximado de 60% de confluencia se dio inicio al tratamiento con NOC-18 y ODQ a una
concentracion de 300 uM y 10 uM respectivamente por 72 horas. Al terminar el tiempo de
tratamiento, las células fueron cosechadas siguiendo el protocolo anteriormente descrito, y
se procedid al posterior sembrado en una placa de 96 pozos a una densidad de 5,000
células/pozo. A las 48 horas después de haber sembrado las células en las placas de 96
pozos, se procedio adicionar Doxorubicina a una concentracion de 5 pM, manteniendo el
tratamiento con ODQ y NOC-18. Después de 48 horas de tratamiento con el farmaco
oncoldgico y las condiciones con ODQ y NOC-18, se recambié el medio de cultivo y a
cada pozo se le adicionaron 10 pL de reactivo MTT y se dejé incubando por 4 horas. Al
haber transcurrido este tiempo, se retir6 el medio de cultivo y se agregaron 100 pL de
isopropanol con HCI 0.IN a cada pozo para disolver los cristales de formazan,
posteriormente se llevd a un espectrofotometro para ser leido a 570 nm. Los resultados se
obtuvieron en unidades de absorbancia para después ser analizados y ser mostrados como

porcentaje de supervivencia celular.
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Determinacion de Nitritos (NO,).

La determinacion de nitritos se obtuvo a partir del medio de cultivo de cada una de nuestras
condiciones experimentales. Nuestros tratamientos fueron por 72 horas, con un recambio de
medio cada 24 horas, por lo que tomamos cada 24 horas muestras del medio de cultivos de
todas las condiciones, se tomo una alicuota de 1.5ml de medio de cultivo, se centrifugo a
13,200 rpm por 5 minutos y se tomd 1ml de sobrenadante, las muestras se almacenaron a 0
°c.

Se determind la concentracion de nitritos por el método de Griess, por lo que se prepararon
dos soluciones de trabajo: a) NED (N-1-naftil-etilendiamina) y b) Sulfanilamida al 1%. Se
prepard una curva estdndar utilizando como diluyente medio de cultivo y en tubos
eppendorf de 1.5 ml se agregaron 100 pl de la muestra, 50 pl de la solucion NED, 50 ul de
la solucion de sulfanilamida al 1% y 800ul de agua desionizada. Se ley6 la absorbancia en

un espectrofotémetro a 550 nm, a partir de las cuales se obtuvieron las concentraciones.

Determinacion de MDA (lipoperoxidacion).

Las células MDA-MB-231 fueron sembradas en una placa de 6 pozos, al alcanzar
aproximadamente un 60% de confluencia, se dio inicio al tratamiento con NOC-18 y ODQ
a una concentracion de 300uM y 10uM respectivamente por 72 horas. Posteriormente
fueron lisadas con PBS al 1% con la ayuda de un sonicador por 10 minutos, manteniendo
una cadena de frio con hielo seco, se centrifugaron a 10,000 rpm por 30 minutos a 4°C en
una centrifuga (Labnet International, Inc). Se realizo la determinacion de proteinas por el
método BCA utilizando el kit BCA Protein Assay Reagent (Pierce, Thermo Scientific).
Finalmente se utilizé el método de 1 metil 2 fenil indol de Gerard Monnier de 1998. Donde
se afladié en un tubo ependorf 350 pl de la solucién | diluida, 200 ul de la muestra y 50 pul
de agua, se agitaron durante 3-4 segundos, se incubaron a 45°C durante 60 minutos. Se dejo
enfriar a temperatura ambiente. Se centrifugd durante 7 minutos a 2,500rpm, se recupero el

sobrenadante y se leyo en un espectrofotometro a 586 nm. Este ensayo lo realizamos en el
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Laboratorio de la Dra. Bertha Alicia Le6n Chavez de la Facultad de Ciencias Quimicas de
la BUAP.

Ensayo de Western Blot.

Las células MDA-MB-231 fueron sembradas en una placa de 6 pozos, al alcanzar un
aproximado de 60% de confluencia se dio inicio al tratamiento con NOC-18 y ODQ a una
concentracion de 300uM y 10uM respectivamente por 72 horas. Se obtuvieron lisados
celulares con Buffer RIPA, las muestras fueron centrifugadas a 10,000 rpm por 30 minutos,
se obtuvo el sobrenadante y las muestras se guardaron a -20°C. Se realiz6 determinacion de
proteinas utilizando un kit BCA Protein Assay Reagent (Pierce, Thermo Scientific). Se
prepararon las muestras para Western Blot a una concentracion de 100pg/Ipl.
Posteriormente se cargaron las muestras en un gel de electroforesis, y se separaron las
proteinas a no mas de 120 mV. Se realiz0 la transferencia de las proteinas a una membrana
de PVDF a 20 mV por 16 horas a 4°C. Se realizé el bloqueo de la membrana con leche al
5% durante 2 horas, posteriormente se incubé la membrana con el anticuerpo primario para
HIF-1a (1:500) por 16 horas en refrigeracion. La membrana fue lavada y se incub6 con el
anticuerpo segundario durante 2 horas a temperatura ambiente. Finalmente se realizé el
revelado de la membrana de PVDF mediante el reactivo TMB (3,3’, 5,5’-Tetrametil
bencidina; Sigma-Aldrich, T0565).

Ensayo de Western Blot para proteinas s-nitrosiladas.

Las células MDA-MB-231 fueron sembradas en una placa de 6 pozos, al alcanzar un
aproximado de 60% de confluencia se dio inicio al tratamiento con NOC-18 y ODQ a una
concentracion de 300uM y 10uM respectivamente por 72 horas. Se obtuvieron lisados
celulares con Buffer HENS, las muestras fueron centrifugadas a 10,000 rpm por 30
minutos, se obtuvo el sobrenadante y las muestras se guardaron a -20°C. Se realiz6
determinacion de proteinas utilizando un kit BCA Protein Assay Reagent (Pierce, Thermo
Scientific). Se prepararon las proteinas de 1-2ug/ul en al menos 100ul para tener de 100-
200pug por condicion. Las diluciones se realizaron con Buffer HENS. En los 100ul de

muestra se agrego el reactivo MMTS, se mezcla y se deja incubar por 30 min a temperatura
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ambiente. Después se agregd acetona, para eliminar los MMTS libres, las muestras se
centrifugaron a 10,000rpm por 10 minutos a 4 °C. Se eliminé la acetona y se resuspendio el
pellet en 100 pl de Buffer HENS, se agreg6 el ascorbato de sodio y se dejo la reaccion por
2 horas, posteriormente se centrifugaron a 10,000rpm por 10 min y se elimind el
sobrenadante, el pellet se resuspendié en 40 pul de HENS y se agregaron 10 pl de buffer de
carga, se incubaron las muestras a 95 °C por 5min. Posteriormente se cargaron las muestras
en un gel de electroforesis, y se separaron las proteinas a no mas de 120 mV. Se realiz6 la
transferencia de las proteinas a una membrana de PVDF a 20 mV por 16 horas a 4°C. Se
realizd el blogueo de la membrana con leche al 5% durante 2 horas, posteriormente se
incub6 la membrana con el anticuerpo primario anti- TMT (1:1000) por 16 horas en
refrigeracion. La membrana fue lavada y se incub6 con el anticuerpo segundario durante 2
horas a temperatura ambiente. Finalmente se realizo el revelado de la membrana de PVDF
mediante el reactivo TMB (3,3°, 5,5’-Tetrametil bencidina; Sigma-Aldrich, T0565).

Andlisis Estadistico.

El andlisis estadistico y las gréficas se realizaron con el software Sigma Plot 11.0. Se utilizé
la prueba t de Student para evaluar la diferencia entre grupos, con un valor de significancia

menor de 0.05 (p<0.05). Las graficas muestran el valor promedio * error estandar.
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RESULTADOS

La bibliografia reporta que el NO ejerce un doble efecto sobre la progresion y desarrollo
del céancer, dependiendo de la concentracion de NO utilizada, por ejemplo, a bajas
concentraciones (rango nM), el NO estimula la tumorogénesis, mientras a que a altas
concentraciones (rango uM), induce apoptosis (Stepnik, 2002; Siegert et al., 2002). EI NO
recurre a dos vias de sefializacion, una es dependiente de la GCs y la otra es independiente
a la actividad de dicha enzima, esta Ultima via es conocida como la via oxidativa por la
produccidn de especies reactivas de nitrogeno (RNS). En un estudio realizado por Switzer y
colaboradores en el afio 2012, cuantificaron que 100 uM de NOC-18 libera
aproximadamente entre 100-150 nM de NO, mientras que 300 uM libera aproximadamente
400 nM de NO (Switzer et al., 2012).

El prop6sito del presente trabajo es investigar si el NO a traves de la via independiente de
GCs es capaz de exacerbar el potencial metastasico de las células MDA-MB 231,
evaluando tres de sus indicadores: capacidad proliferativa, capacidad migratoria y
capacidad de quimiorresistencia. En todas las series experimentales, las células MDA-MB
231 fueron tratadas con 10 uM de ODQ, un inhibidor especifico de la GCs, y con NOC-18,
donador de NO, a una concentracion de 300 uM, para que genere una concentracion
aproximada de 400 nM de NO (Switzer et al., 2012).

NOC-18 produce altas concentraciones de Nitritos (NO,).

El NO es un radical libre, el cual puede reaccionar con multiples moléculas quimicas,
debido a que se convierte en un cation nitrosonio (NO™) o anion nitroxilo (NO) donando o
aceptando electrones. EI NO puede también reaccionar con O, para formar especies
reactivas de nitrogeno, como lo son el peroxinitrito (ONOQO"), trioxido de dinitrogeno
(N20O3), nitratos (NO3) y nitritos (NO,), moléculas que pueden causar dafio a las células, a
nivel de ADN, nitracion y s-nitrosilacién de proteinas, lo cual podria modificar la expresion
o la funcionalidad de proteinas implicadas en el potencial metastasico de las células
tumorales. EI NO tiene una vida media corta, rango de segundos, por lo que es dificil
detectar las concentraciones de este gas, pero gracias a las multiples reacciones quimicas en

que esta involucrado, es posible determinar de manera indirecta su presencia. Inicialmente
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decidimos evaluar si el donador de NO que elegimos para nuestro trabajo experimental,
NOC-18, es un donador de NO efectivo, para lo cual evaluamos los niveles de nitritos
presentes en el medio de cultivo en presencia y ausencia de NOC-18. Las células MDA-
MB 231 fueron tratadas por 72 horas a una concentracion de 300uM de NOC-18. Mediante
la determinacién de nitritos por el método de Griess, se observa claramente que el NOC-18
induce un incremento significativo en los niveles de nitritos, casi 70 veces con respecto a la

condicidn control, lo cual lo confirma como un donador de NO efectivo (Figura 1).
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FIGURA 7. Determinacion de los niveles de Nitritos por el método de Griess. Las
células MDA-MB 231 fueron mantenidas en presencia de NOC-18 por 72 horas, no se
realizd recambio de medio de cultivo, pero cada 24 horas se adicion0 NOC-18 para
mantener constante la concentracion final de 300 uM durante todo el tratamiento. Al
finalizar el tratamiento se recuperd el medio de cultivo, a partir del cual se realizé la
determinacion de nitritos por el método de Griess. El experimento se realizo por triplicado,
la diferencia estadisticamente significativa fue considerada a partir de un valor de ***p <
0.001.
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NO exacerba la capacidad proliferativa de las células MDA-MB 231.

Inicialmente decidimos evaluar si el NO influye sobre la capacidad proliferativa de nuestra
linea celular de cancer de mama, por lo que evaluamos por RT-PCR de punto final el nivel
de expresion del ARNm que codifica para Ki-67, que es un marcador nuclear de
proliferacion celular altamente utilizado. Las células MDA-MB 231 fueron tratadas por 72h
con ODQ, NOC-18 y ODQ + NOC-18 (ODQ 10uM, NOC-18 300uM). La Figura 8
muestra claramente que el NO, representado por la condicion experimental de NOC-18,
induce un incremento significativo en el nivel de expresion del ARNm que codifica para
Ki-67, y que éste efecto es ademas, es independiente de la activacién de la GCs, ya que el
NOC-18 aun en presencia de ODQ, mantiene su efecto estimulador sobre el nivel de
expresion de Ki-67. Este resultado deja en claro que NO exacerba la capacidad proliferativa
de las células MDA-MB 231.
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FIGURA 8. NOC-18 induce un incremento en los niveles de expresién de Ki-67. Las
células MDA-MB 231 fueron mantenidas por 72 horas en presencia de ODQ (10 uM),
NOC-18 (300 uM) y ODQ + NOC-18 (10 uM y 300 uM respectivamente). Al finalizar el
tratamiento se aislo el ARN total y se utilizo para el ensayo de RT-PCR de punto final. Se
realizd una densitometria a partir de la fotografia del gel, normalizando los valores con
respecto a la condicion control. El ensayo se realizd por triplicado, la diferencia
estadisticamente significativa fue considerada a partir de un valor de **p<0.01 y
***p<0.001.

NO reduce la capacidad migratoria de las células MDA-MB 231.

Una segunda propiedad del potencial metastasico que investigamos en nuestro modelo
experimental es su capacidad migratoria, la cual fue evaluada de manera cuantitativa

mediante ensayos de migracion en camaras Transwell. Las células MDA-MB 231 fueron
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tratadas por 72h con ODQ, NOC-18 y ODQ + NOC-18 (ODQ 10uM, NOC-18 300uM). La
Figura 3a y 3b, muestra una serie de microfotografias donde observamos que las celulas
tumorales tienen preferencia por irse a los bordes de la membrana, y que al realizar el
conteo celular observamos que el NO afecta negativamente la capacidad migratoria de las
células MDA-MB 231, y que este efecto es independiente de la activacion de la GCs, ya

que el NOC-18 aun en presencia de ODQ, mantiene su efecto inhibitorio sobre la migracién

celular.
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FIGURA 9. NOC-18 reduce la capacidad migratoria de las células MDA-MB 231. Las
células MDA-MB 231 fueron mantenidas por 72 horas en presencia de ODQ (10 uM),
NOC-18 (300 uM) y ODQ + NOC-18 (10 uM y 300 uM respectivamente). Al finalizar el
tratamiento las células fueron cosechadas, y resembradas en los insertos de las camaras
Transwell, ajustando a 30,000 células por inserto por condicién experimental, la parte
inferior de la camara se llené con medio de cultivo completo y se adiciond6 ODQ, NOC-18
y ODQ + NOC-18, y la parte superior de la camara con medio de cultivo libre de suero
fetal bovino suplementado con los mismos compuestos, con el fin de mantener
concentraciones equimolares en ambos compartimientos. Se incubaron las células por 16
horas, al finalizar dicho periodo de tiempo, se retiro el medio de cultivo de la camara
superior, se eliminaron las células ubicadas en el lado externo de la membrana del inserto,
las células que migraron a lado interno de la membrana fueron fijadas y tefiidas con violeta
de cresilo. Se tomaron de manera aleatoria microfotografias en un microscopio vertical de
campo claro con el objetivo 20X. A partir de las imagenes adquiridas se realizo el conteo
celular empleando el software Image J. Los datos fueron normalizados con respecto a la
condicion control. El ensayo se realizd por triplicado, la diferencia estadisticamente
significativa fue considerada a partir de un valor de **p<0.01 y ***p<0.001.
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La capacidad de quimiorresistencia de las células MDA-MB 231 a Doxorubicina

resulta reducida por el NO.

Las celulas MDA-MB 231 provienen de un cancer de mama triple negativo, que se
caracteriza por presentar quimiorresistencia a diferentes farmacos oncoldgicos, lo cual
reduce la efectividad de la quimioterapia en su tratamiento. Uno de los principales farmacos
oncologicos empleados en la quimioterapia es la Doxorubicina, por lo que decidimos
explorar si el NO es capaz de modificar la quimiorresistencia que presentan las células
MDA-MB 231 a la Doxorubicina, ya que el NO o los donadores de NO, se han sugerido
como coadyuvantes para una terapia combinada y asi poder eliminar las células tumorales
mas rapidamente, incrementando la sensibilidad de estas células a la accion citotdxica de
los farmacos. Las células MDA-MB 231 fueron tratadas por 72 horas con ODQ, NOC-18 y
ODQ + NOC-18 (ODQ 10uM, NOC-18 300 uM), después del tratamiento, las células se
cosecharon y se sembraron en placas de 96 pozos, donde se continuo el tratamiento por 48
horas mas, ahora con la presencia adicional de 5 uM de Doxorubicina. Al finalizar las 120
horas de tratamiento, se realizo el ensayo de supervivencia celular por MTT. El gréfico de
la Figura 4 muestra que Doxorubicina por si misma, reduce aproximadamente 65% la
supervivencia celular, y si las células se mantienen en presencia de NO, el efecto citotoxico
de la Doxorubicina es mayor, pasando de un 35% de supervivencia celular a un 26%
aproximadamente, esta diferencia no es estadisticamente significativa, pero si marca una
tendencia. Este resultado apoya la posibilidad de que el NO pueda coadyuvar al efecto
citotoxico de la Doxorubicina para el tratamiento quimioterapéutico del cancer de mama

triple negativo.
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FIGURA 10. NOC-18 incrementa la quimiosensibilidad de las células MDA-MB 231 a
Doxorubicina. Las células MDA-MB 231 fueron mantenidas por 72 horas en presencia de
ODQ (10 uM), NOC-18 (300 uM) y ODQ + NOC-18 (10 uM y 300 uM respectivamente).
Al finalizar este tiempo, las células fueron cosechadas, y resembradas en placas de 96
pozos ajustando a 5,000 células por pozo por condicion experimental. Las células se
mantuvieron 24 horas en presencia de ODQ, NOC-18 y ODQ + NOC-18, una vez
transcurridas las 24 horas, se adiciond al medio de cultivo 5 uM de Doxorubicina. Se
incubaron las células por 48 horas mas, al finalizar dicho periodo de tiempo, las células
fueron sometidas a un ensayo de MTT para evaluar la viabilidad o supervivencia celular.
Los datos fueron normalizados con respecto a la condicién control. El ensayo se realiz6 por
triplicado, la diferencia estadisticamente significativa fue considerada a partir de un valor
de ***p<0.001.
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NO exacerba la condicion inflamatoria en las células MDA-MB 231, incrementando

los niveles de expresion de IL-6 e IL-8.

Un factor de riesgo para el desarrollo y progresion del cancer, es la existencia de una
condicion inflamatoria cronica. Diversos estudios han puesto en evidencia que un aumento
en los niveles de citocinas proinflamatorias, favorece el potencial metastasico de las células
tumorales. Decidimos investigar por RT-PCR de punto final si el NO era capaz de
modificar los niveles de expresion del ARNm que codifican para IL-6 e IL-8, dos citocinas
proinflamatorias. Las células MDA-MB 231 fueron tratadas por 72 horas con ODQ y NOC-
18, después del tratamiento se realizd el ensayo de RT-PCR. La Figura 5a muestra que en
todas nuestras condiciones experimentales, ODQ, NOC-18 y ODQ + NOC-18, hay un
incremento significativo en los niveles del ARNm que codifica para IL-6. Observandose un
efecto mayor en la condicion de ODQ + NOC-18, un cambio de 2.3 veces con respecto a la
condicion control, mientras que en presencia solamente de NOC-18, el cambio es de 2.1
veces, y para la condicién de ODQ), es de 1.4 veces. Este resultado nos permite sugerir que
la expresion del ARNm que codifica para IL-6 depende del NO, condicion de NOC-18,
pero que la via empleada es independiente de la actividad de la GCs, ya que al mantener
permanente el suministro de NO y bloquear la actividad de dicha enzima, el efecto se ve
potenciado con respecto a la condicion control. Para el caso de la segunda citocina
proinflamatoria, 1L-8, el resultado obtenido se muestra en la Figura 5b. La presencia de
NOC-18 induce un incremento significativo del 30% en el nivel de expresion del ARNm
que codifica para IL-8 con respecto a la condicién control. Cuando las células son
mantenidas en presencia de ODQ, el NOC-18 es incapaz de ejercer su efecto estimulatorio,

lo cual hace suponer gque es necesaria la participacion de la GCs.
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FIGURA 11. NOC-18 induce un incremento en los niveles de expresion de IL-6 e IL-8.
Las células MDA-MB 231 fueron mantenidas por 72 horas en presencia de ODQ (10 uM),
NOC-18 (300 uM) y ODQ + NOC-18 (10 uM y 300 uM respectivamente). Al finalizar el
tratamiento, se aislo el ARN total y se utiliz6 para el ensayo de RT-PCR de punto final. Se
realiz6 una densitometria a partir de la fotografia del gel, normalizando los valores con
respecto a la condicion control. a) Nivel de expresién del ARNm que codifica para IL-6; b)
Nivel de expresion del ARNm que codifica para IL-8. Los ensayos se realizaron por
triplicado, la diferencia estadisticamente significativa fue considerada a partir de un valor
de **p<0.01 y ***p<0.001.
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La expresion de IL-6 es dependiente de la translocacion del NF-xB al ndcleo, mientras

que para IL-8 es independiente.

El NO estimula la actividad de los macrofagos, induciendo un incremento en los niveles del
ARNmM que codifica para las interleucinas 6 y 8. La expresion de estas citocinas
proinflamatorias es mediada por la activacion del NF-xB, el cual al ser translocado al
nucleo, se une a la region promotora del ADN de dichos genes para estimular su expresion.
Decidimos investigar si el incremento observado en los niveles del ARNm para IL-6 e IL-8
en presencia de NOC-18 en las células MDA-MB 231, depende de la activacion del NF-kB,
al igual como ocurre en los macrofagos. Las células MDA-MB 231 antes de iniciar el
tratamiento respectivo con ODQ y NOC-18, fueron pretratadas durante 1 hora con 20 uM
de NaySes, compuesto que inhibe la activacion del NF-kB. Al finalizar el tratamiento con
ODQ y NOC-18 por 6 horas, se extrajo el ARN total y por ensayo de RT-PCR de punto
final determinamos el nivel de expresion del ARNm para IL-6 e IL-8 en las diferentes
condiciones experimentales. La Figura 6a y 6b muestran que el Na,Ses inhibe la expresion
basal del ARNm que codifica para IL-6, sin afectar la expresion de IL-8. El pretratamiento
con Na,Ses reduce de manera significativa el efecto estimulatorio que ejerce el NOC-18
sobre los niveles del ARNm que codifica para IL-6, y cuando se combina con ODQ, no hay
un cambio significativo con respecto a la condicion control, estos resultados nos hacen
sugerir la participacion del NF-kB en la transcripcion del ARNm que codifica para IL-6 en
presencia de NOC-18. Para el caso de IL-8, se observaron resultados completamente
diferentes, a pesar de ser también una citocina proinflamatoria, por ejemplo, el Na,Se; no
afecta su expresion basal, a diferencia de lo que observamos para la IL-6. Ademas, el efecto
de NOC-18 sobre la expresion de IL-8 no resulta afectado por la presencia de Na,Ses,
sugiriendo que el NO induce un incremento en la expresion de IL-8 por una via
independiente del NF-xB, lo cual se ve apoyado en la condicion de ODQ + NOC-18, que
presenta un incremento en los niveles del ARNm que codifica para IL-8 aln en presencia
de NaySes, serd necesario realizar otros experimentos con el fin de identificar esa via

independiente.
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FIGURA 12. Participacion del NF-kB en la transcripcion del gen que codifica para
IL-6 e 11-8. Las células MDA-MB 231 fueron pretratadas con Na,Ses por 1 hora antes de
iniciar el tratamiento de 72 horas en presencia de ODQ (10 uM), NOC-18 (300 uM) y
ODQ + NOC-18 (10 uM y 300 uM respectivamente). Al finalizar se aislo el ARN total y se
utiliz6 para los ensayos de RT-PCR de punto final. Se realizé una densitometria a partir de
la fotografia del gel, normalizando los valores con respecto a la condicion control. a) Nivel
de expresion del ARNm que codifica para IL-6; b) Nivel de expresion del ARNm que
codifica para IL-8. Los ensayos se realizaron por triplicado, la diferencia estadisticamente
significativa fue considerada a partir de un valor de *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001.
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NO exacerba los niveles de expresion de proteinas involucradas en la migracion e
invasion celular.

En varios modelos celulares de cancer, se ha observado la participacion del canal de sodio
Nav 1.5 en la capacidad migratoria de las células, ya que al bloquear su actividad con altas
concentraciones de TTX, se ve reducida la migracion celular. Estudios previos realizados
en nuestro laboratorio, correlacionan la presencia del ARNm que codifica para la subunidad
a del canal de sodio Nav 1.5 con el incremento en la migracion celular. Por lo que
decidimos evaluar, si el NO afecta los niveles de expresion del ARNm que codifica para
Nav 1.5. Las células fueron tratadas por 72 horas con ODQ y NOC-18, y posteriormente se
realiz6 una RT-PCR de punto final. La Figura 7a muestra claramente que la expresion del
Nav 1.5 depende de NO, y que es independiente completamente de la GCs, ya que en la
condicion de ODQ, se presenta un incremento del 22% con respecto a la condicién control,
en presencia de NOC-18, hay un aumento del 40%, y si se combina ODQ con NOC-18, se

eleva aun mas, alcanzando un 52% mas que la condicion control.

La capacidad invasiva de la célula tumoral esta asociada con un incremento en la expresion
de metaloproteinasas, enzimas responsables de degradar los elementos proteicos de la
matriz extracelular, facilitando asi la invasion de células tumorales a otros tejidos y
organos. Una de las metaloproteinasas asociadas a la invasién tumoral es la MMP9, por lo
que decidimos evaluar los niveles de expresion del ARNm que codifica para la MMP9. Las
células MDA-MB 231 fueron tratadas bajo las mismas condiciones experimentales
anteriormente mencionadas, posteriormente se realizé una RT-PCR de punto final. La
Figura 7b muestra que el NO, induce un incremento significativo en los niveles del ARNm
que codifica para MMP9, y que este efecto es independiente de la GCs, ya que el ODQ es
incapaz de modificar la expresién basal del ARNm para MMP9, y que tampoco previene el

efecto estimulatorio de NOC-18.
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FIGURA 13. NOC-18 induce un incremento en los niveles de expresién de la
subunidad a del canal de sodio Nav 1.5 y de la MMP9. Las células MDA-MB 231
fueron mantenidas por 72 horas en presencia de ODQ (10 uM), NOC-18 (300 uM) y ODQ
+ NOC-18 (10 uM y 300 uM respectivamente). Al finalizar el tratamiento, se aislé el ARN
total y se utilizo para el ensayo de RT-PCR de punto final. Se realiz6 una densitometria a
partir de la fotografia del gel, normalizando los valores con respecto a la condicién control.
a) Nivel de expresion del ARNm que codifica para el canal de sodio Nav 1.5; b) Nivel de
expresion del ARNm que codifica para MMP9. Los ensayos se realizaron por triplicado, la
diferencia estadisticamente significativa fue considerada a partir de un valor de *p<0.05,
**p<0.01 y ***p<0.001.
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NO exacerba los niveles de expresion de proteinas involucradas en la angiogénesis.

La angiogénesis, que es la formacion de nuevos vasos sanguineos, es una condicion
necesaria para el desarrollo y progresion del cancer. El crecimiento de un tumor soélido
genera una condicion de hipoxia, bajo esta condicion, como mecanismo de supervivencia,
las células tumorales expresan HIF-1a, el cual funciona como factor de transcripcion para
estimular la expresion de VEGF, factor angiogénico clasico, de esta manera, se asegura que
las células tumorales reciban el aporte apropiado de oxigeno y nutrientes, favoreciendo la
progresion tumoral. Hay antecedente que muestran que el NO a nivel endotelial, estabiliza
el HIF-1a, favoreciendo la expresion de VEGF y por consecuencia la angiogénesis. Con
esta informacion, nos propusimos investigar si el NO influye en la expresion del ARNm
que codifica para HIF-1a y VEGF, asi como en la expresion de la proteina HIF-1a en las
celulas MDA-MB 231. Las células fueron tratadas por 72 horas con ODQ y NOC-18,
pposteriormente realizamos el ensayo de RT-PCR para VEGF y HIF-10. La Figura 8a 'y 8b
ilustran claramente que el NOC-18 induce un incremento significativo en los niveles de
expresion del ARNm que codifica para HIF-1a (50%) y para VEGF (18%) con respecto a
la condicidn control. El efecto estimulatorio del NO depende de la actividad de la GCs, ya
que en presencia de ODQ, se observa una reduccion significativa al efecto estimulatorio del
NOC-18, incluso por debajo del valor de la condicion control. De manera complementaria,
realizamos un Western-Blot para detectar los niveles de expresion de la proteina HIF-1a.
De manera preliminar se puede observar en la Figura 9, que en las tres condiciones
experimentales hay una tendencia a incrementarse los niveles de expresion de la proteina
HIF-1a. Deberdn realizarse un mayor numero de experimentos para corroborar si hay

efectos significativos.
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FIGURA 14. NOC-18 induce un incremento en los niveles de expresién del ARNm que
codifica para HIF-1a y de VEGF, proteinas angiogénicas. Las células MDA-MB 231
fueron mantenidas por 72 horas en presencia de ODQ (10 uM), NOC-18 (300 uM) y ODQ
+ NOC-18 (10 uM y 300 uM respectivamente). Al finalizar el tratamiento, se aislé el ARN
total y se utilizo para el ensayo de RT-PCR de punto final. Se realiz6 una densitometria a
partir de la fotografia del gel, normalizando los valores con respecto a la condicién control.
a) Nivel de expresion del ARNm que codifica para HIF-1a; b) Nivel de expresion del
ARNmM que codifica para VEGF. Los ensayos se realizaron por triplicado, la diferencia
estadisticamente significativa fue considerada a partir de un valor de *p<0.05, **p<0.01 y
***p<0.001.
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FIGURA 15. NO induce un incremento no significativo en los niveles de expresion de
la proteina HIF-1a, a través de la via dependiente e independiente de la GCs. Las
celulas MDA-MB 231 fueron mantenidas por 72 horas en presencia de ODQ (10 uM),
NOC-18 (300 uM) y ODQ + NOC-18 (10 uM y 300 uM respectivamente). Al finalizar el
tratamiento, las células fueron homogenizadas, se determind la concentracion de proteinas
empleando el método BCA. Se realizé la separacion electroforética de las proteinas en un
gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS). Las proteinas separadas
fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa y se procedio a realizar la
inmunodeteccion de HIF-1a. La membrana fue bloqueada con una solucién de leche al 5%,
posteriormente se incubd toda la noche en presencia de un anticuerpo policlonal primario a
una dilucion 1:2000, al finalizar la incubacion, se lavo la membrana y se adiciond un
anticuerpo secundario acoplado a HRP a una dilucion 1:5000 y se incubd por 2 horas, se
revel6 la membrana con TMBS, un sustrato especifico de la HRP. Se adquirié la imagen de
la membrana en un fotodocumentador y se realizd. Se realiz6 una densitometria
normalizando los valores con respecto a la condicién control.
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Las Especies Reactivas de Nitrogeno (RNS) no producen lipoperoxidacién en la
membrana plasmatica de las células MDA-MB 231.

Las RNS, pueden causar dafio a los fosfolipidos que componen a la membrana celular, este
proceso se conoce como Oxidacion Lipidica o Lipoperoxidacion. Las RNS tienen como
blanco los dobles enlaces de los &cidos grasos insaturados y poliinsaturados produciendo
dafos en la estructura membrana celular, y de esta forma producir apoptosis. Durante la
lipoperoxidacion de &cidos grasos, se producen metabolitos caracteristicos, uno de estos
metabolitos, es el Malonil-dialdehido (MDA), el cual es el producto final de la
lipoperoxidacion. Hasta el momento hemos observado que NOC-18 eleva los niveles de
ARNmM que codifica para Ki-67, marcador nuclear de proliferacion celular, por lo que
evaluamos si la presencia de NOC-18, que conduce probablemente a la generacion de RNS,
ya que la actividad de CGs esta inhibida con ODQ, es capaz de inducir lipoperoxidacion,
cuantificando los niveles de MDA. Las células fueron tratadas por 72 horas, posteriormente
se obtuvieron homogénados celulares de cada condicion experimental para determinar la
concentracion de MDA mediante el método de Gerard Monnier. La Figura 10 muestra
como la presencia de NOC-18 reduce los niveles de MDA de manera significativa, con
respecto a la condicion control. Esto quiere decir, que el NO no produce lipoperoxidacion y
por ende dafio a la membrana celular, favoreciendo con esto la proliferacion celular, tal y

como observamos cuando se evalu6 Ki-67.
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FIGURA 16. EI NOC-18 no incrementa los niveles de MDA en las células MDA-MB
231. Las células MDA-MB 231 fueron mantenidas por 72 horas en presencia de ODQ (10
uM), NOC-18 (300 uM) y ODQ + NOC-18 (10 uM y 300 uM respectivamente). Al
finalizar el tratamiento, las células fueron homogenizadas, se determiné la concentracion de
proteinas empleando el método BCA. EI homogenado celular fue empleado para realizar la
cuantificacion de MDA. Se normalizaron los valores con respecto a la condicion control.
La diferencia estadisticamente significativa fue considerada a partir de un valor de
***p<0.001.
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EL NOC-18 vy el bloqueo de la GCs inducen s-nitrosilacion de proteinas en las células
MDA-MB 231.

La s-nitrosilacion de proteinas es una modificacion post-traduccional que se da en los
residuos de cisteina de las proteinas, que ocurre cuando el grupo tiol de la cisteina
reacciona con una RNS y se forma un s-nitrosotiol. Estas modificaciones que sufren las
proteinas pueden regular una gran variedad de funciones celulares por diferentes vias de
sefializacion, impactando en el potencial metastasico de las células tumorales, inhibiendo la

apoptosis, incremento de la invasion, migracién, angiogénesis y quimiorresistencia.

Las células fueron tratadas por 72 horas con ODQ, NOC-18 y ODQ + NOC-18, al finalizar
el tratamiento, las células fueron lisadas, se cuantificaron proteinas y se realiz6 un western-
blot para detectar proteinas totales s-nitrosiladas. La Figura 17 ilustra claramente que existe
la s-nitrosilacion de tres grupos de proteinas en funcion de su peso molecular (75, 55y 43
kDa), y que esta nitrosilacion es dependiente de NOC-18 e independiente de la actividad de
la GCs, ya que se presenta el incremento en nuestras tres condiciones experimentales. El
resultado que se presenta es preliminar, y deberan realizarse un mayor nimero de
experimentos para investigar cuales son las proteinas s-nitrosiladas, y si estas estan

relacionadas con el incremento del potencial metastasico.
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FIGURA 17. NOC-18 y ODQ inducen la n-nitrosilacion de proteinas totales en las
células MDA-MB 231, a través de la via independiente de GCs. Las células MDA-MB
231 fueron mantenidas por 72 horas en presencia de ODQ (10 uM), NOC-18 (300 uM) y
ODQ + NOC-18 (10 uM y 300 uM respectivamente). Al finalizar el tratamiento, las células
fueron homogenizadas, se determind la concentracion de proteinas empleando el método
BCA. Se realizd la separacion electroforética de las proteinas en un gel de poliacrilamida-
dodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS). Las proteinas separadas fueron transferidas a una
membrana de nitrocelulosa y se procedio a realizar la inmunodeteccion de las proteinas n-
nitrosiladas. Se adquirié la imagen de la membrana en un fotodocumentador y se realizo
una densitometria normalizando los valores con respecto a la condicion control, para cada
grupo de proteinas. La diferencia estadisticamente significativa fue considerada a partir de
un valor de *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001.
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DISCUSION

Desde el punto de vista clinico, la metéstasis es responsable de mas del 90% de las muertes
ocasionadas por cancer, ya que las personas sufren alteraciones sistémicas irreversibles.
Con respecto al cancer de mama, la OMS ha reportado la deteccion de 1.38 millones de
nuevos casos cada afo, y la muerte de 458 mil personas por esta enfermedad. En México, el
INEGI reportd que durante 2015 se detectaron 27.90 nuevos casos por cada 100 mil
habitantes. EI cancer de mama triple negativo, representa del 15 al 20% del total de casos
de cancer de mama detectados, es el subtipo mas agresivo, posee un alto potencial
metastasico, y presenta alta recurrencia, ya que no se cuenta actualmente con un

tratamiento farmacolégico apropiado (Blows et al, 2010).

Se ha determinado que en el microambiente tumoral existe una gran cantidad de citocinas
proinflamatorias, las cuales provienen de los macrofagos infiltrados, asi como de las
propias células tumorales. La activacion de macréfagos estimula la expresion de iNOs,
cuya actividad genera NO, el cual a través de la via dependiente e independiente de GCs,
incide directamente en el potencial metastasico de las células tumorales (Gupta &
Massagué, 2006). Estudios realizados en diferentes tipos de cancer, incluyendo el cancer de
mama, se ha correlacionado de manera positiva, la sobreexpresion de iNOS con el grado de
malignidad del tumor, asi como con la baja probabilidad de supervivencia de los pacientes
(Granados et al, 2015; Ranganathan et al, 2016). Se ha observado que el NO ejerce su

efecto sobre la fisiologia celular dependiendo de su concentracién (Vannini et al, 2015).

El propdsito del presente trabajo fue investigar si el NO a través de la via independiente de
GCs es capaz de exacerbar el potencial metastasico de las células tumorales de mama
MDA-MB 231, provenientes de cancer de mama triple negativo. Debido a la breve vida
media del NO, es complicado evaluar sus niveles reales, por lo que determinamos el NO de
manera indirecta cuantificando los niveles de nitritos, mediante la reaccion de Griess. Bajo
nuestras condiciones experimentales utilizamos el NOC-18, como donador de NO,
compuesto insensible a la luz, y que libera NO de manera constante con una vida media de
20 horas. La concentracion utilizada de NOC-18 en nuestros experimentos fue de 300uM,

que segun el estudio realizado por Switzer en el afio 2012, liberaria aproximadamente 400
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nM de NO, y se utiliz6 ademas ODQ para bloquear la actividad de la GCs, dejando

Unicamente activa la via independiente de GCs.

Inicialmente evaluamos el efecto del NO sobre la capacidad proliferativa de las células
MDA-MB 231, obteniendo dos resultados que pudieran ser considerados como
contradictorios. Al mantener las células MDA-MB 231 por 72 horas en presencia de NOC-
18, se observd en un microscopio de campo claro, que el NO reducia de manera drastica la
poblacién celular, hecho confirmado al realizar el conteo celular con un citdmetro de flujo
portéatil. Este primer dato coincide con estudios realizados por 89. Switzer y colaboradores
realizados en 2012, donde observaron que NOC-18 o DETA-NONOATO produce
apoptosis a una concentracion de 300uM en la misma linea celular, por su parte, Laudanski
y colaboradores en el 2001, demostraron gque otro donador de NO, Glyco-2-SNAP, reduce
la capacidad proliferativa de las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB 231, para lo cual
evaluaron por inmunocitoquimica la inmunoreactividad que presenta el anticuerpo que
reconoce Ki-67, marcador nuclear de proliferacion. De manera complementaria al conteo
celular, evaluamos el nivel de expresion del ARNm que codifica para Ki-67, observando
que contrario a lo que esperabamos, un incremento en los niveles de expresion de Ki-67 en
las células tratadas con NOC-18. Estos datos experimentales contradictorios en un
principio, nos sugieren que la exposicion al NO hace una seleccion de una subpoblacion
celular de la linea tumoral MDA-MB 231 con alta capacidad proliferativa, la cual pudiera
representar las llamadas stem-cell like, que pudieran ser las responsables de la progresion y
desarrollo del cancer de mama. Una manera de comprobarlo es aislar y expandir esta
subpoblacion celular e identificar la presencia de marcadores moleculares especificos de las

stem-cell like, tales como CD24, CD44 entre otros.

ElI NO en nuestras condiciones experimentales reduce la capacidad migratoria de las células
MDA-MB 231, segun los ensayos realizados en camaras transwell. Este resultado contrasta
con lo reportado en la literatura, por ejemplo, Jadeski y colaboradores en 2003, mostraron
que en células de cancer de mama en modelo murino (CH3), la migracion celular se ve
favorecida por la expresion de iNOS y la produccion de NO, o con el uso de un donador de
NO, nitropusiato de sodio, y que este efecto era dependiente de la actividad de la GCs, ya

gue en presencia de ODQ se redujo la migracion celular; por su parte, Zhao y colaboradores
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en 2017, demostraron que las células MCF-7 y MDA-MB231, incrementan su potencial
migratorio mediante la activacion y sobreexpresion de iNOS; en células de glioma, U87 y
C6, se observa un efecto similar (Shen et al, 2014). El resultado que obtuvimos puede
deberse a varias causas, la primera, es la duracion del tratamiento, en los casos previamente
reportados, no fue mayor a las 24 horas, en nuestra condicién fue de 72 horas; segunda
causa, el tipo de donador de NO para la concentracion efectiva de NO liberado; el NOC-18
ha sido considerado recientemente como un donador estable y efectivo de NO.
Consideramos que el NO a mayor duracion de tratamiento, puede llegar a estimular la
capacidad migratoria de las células MDA-MB 231, ya que en las primeras 72 horas de
tratamiento, observamos un incremento significativo en los niveles del ARNm que codifica
para la subunidad o del canal de sodio Nav 1.5 y de la MMP-9. Se ha descrito ampliamente
en la literatura que estas dos proteinas se encuentran ampliamente involucrados en la
capacidad migratoria (Nav 1.5) y en la capacidad invasiva (MMP9) de las células tumorales
(Vazquez et al., 2015). Entonces probablemente lo que estd ocurriendo en las primeras 72
horas de tratamiento, es que el NO esta capacitando a la célula para incrementa su potencial

migratorio e invasivo.

Las células tumorales son capaces de producir citocinas proinflamatorias, las cuales pueden
actuar de manera autocrina o paracrina con el fin de exacerbar su potencial metastésico. Las
células MDA-MB 231 al ser expuestas cronicamente a la presencia de NO incrementa los
niveles de expresion del ARNm que codifica para dos citocinas proinflamatorias, 1L-6 e IL-
8, las cuales hemos observado en trabajos previos del laboratorio que exacerban el
potencial metastasico de las células MDA-MB 231 (Vazquez M, 2015; Ruiseco K, 2015).
El uso de Na,Se; nos permitio proponer que el efecto inductor de NO sobre la expresion de
estas citocinas proinflamatoria es diferencial, para la expresion de IL-6 es dependiente de la
activacion del NF-kB, mientras que para la expresion de IL-8 es independiente, lo cual nos

Ileva a una nueva interrogante, cual sera la via de sefializacion involucrada.

Una caracteristica de las células de cancer de mama triple negativo, es que presentan
quimiorresistencia a Doxorubicina, de ahi su alta recurrencia y pobre prondstico de vida del
paciente. Decidimos evaluar si la exposicion prolongada a NO, influye sobre la
quimiorresistencia de las células MDA-MB 231 a la Doxorubicina, observamos que el NO
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no afecta de manera significativa la quimiosensibilidad de las células MDA-MB 231 en
presencia de Doxorubicina, manteniéndose el mismo porcentaje de supervivencia celular
(datos no mostrados). Algunos trabajos han propuesto al NO como un coadyuvante para el
tratamiento quimioterapéutico y otros como un factor inductor de quimiorresistencia, por
ejemplo, Ren y colaboradores en 2016, mostraron que el NO, puede colaborar con la
inhibicion de la resistencia a farmacos, de manera independiente de los transportadores
ABC, mediante la via de regulacion de HIF-1a, AKT, ERK, NF-xB y la s-nitrosilacion de
proteinas; por su parte, Sharma y colaboradores en el 2015, demostraron que en la linea
celular de cancer de mama MCF-7, tratadas con donadores de NO, producen resistencia a

un agente toxico (Kumar et al, 2016).

La angiogénesis, que es la formacion de nuevos vasos sanguineos es una condicion
necesaria para el desarrollo y progresion del cancer, que depende entre otros factores de
VEGF y de HIF-1a. En nuestras condiciones experimentales el NO influye positivamente
en la expresion del ARNm que codifica para HIF-1a. y VEGF, asi como en la expresion de
la proteina HIF-1a en las células MDA-MB 231. Este efecto estimulatorio del NO depende
de la actividad de la GCs, ya que en presencia de ODQ, se observa una reduccion
significativa al efecto estimulatorio del NOC-18, incluso por debajo del valor de la
condicion control. A nivel de proteina, se observa que hay una tendencia a incrementarse
los niveles de expresion de la proteina HIF-1a.. Las RNS como ONOO', N2O3, NO3; y NO,,
pueden producir s-nitrosilacion de proteinas especificas, por ejemplo, la nitrosilacion de los
residuos de cisteina Cys800, estimula la actividad transcripcional de HIF-1a (Yasinska &
Sumbayev, 2003), asi como su estabilizacion en condiciones de normoxia, lo que se

reflejaria como un incremento a nivel de proteina y en los niveles de expresion de VEGF.

Estudios realizados por otro grupo de investigadores, mostraron que en condiciones de
hipoxia los macréfagos presentan una elevada expresion del receptor a adenosina A;B,
debido a que HIF-1a funciona como factor de transcripcion para ADORA2B (Poth et al,
2013). Experimentos previos de nuestro laboratorio demostraron que las células MDA-MB
231 sobre-expresan el ARNm que codifica para el receptor de adenosina A,B y que este
receptor se relaciona ampliamente con un incremento en la proliferacion (Fernandez et al,

2016). En nuestros resultados suplementarios observamos que la presencia de NO induce
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un incremento en los niveles proteicos del receptor A2B, lo que estaria indicando que el

NO estuviera estabilizando la proteina HIF-1a.

Dos de los principales efectos que inducen las RNS son: el primero, dafio a la membrana
celular, como es la lipoperoxidacion de acidos grasos, los cuales resultan en la consecuente
muerte celular o apoptosis. Se ha sugerido que en la linea celular MDA-MB 231
incrementa los niveles de Malonil-dialdehido (MDA), después del tratamiento con agentes
quimioterapéuticos como Doxorubicina para incrementar la apoptosis (Mahéo et al., 2005).
Nuestros resultados en la medicién de la concentracion de Malonil-dialdehido sugieren que
las membranas celulares de las células tratadas con NOC-18, no sufren lipoperoxidacion, lo
cual indica que las células que estan vivas se encuentran en perfectas condiciones para
poder incrementar su potencial metastasico. La segunda caracteristica, es la s-nitrosilacion
de proteinas, la cual también se encuentra ampliamente relacionada con el incremento del
potencial metastasico de las células tumorales. Se ha reportado una gran variedad de
proteinas susceptibles a ser s-nitrosiladas, tal es el caso de la caspasas 3 y 9 que al sufrir
esta modificacion inhiben su actividad y por lo tanto la apoptosis (Thomsen & Miles et al,
1998), otra proteina es la Bcl-2, la cual tiene efectos antiapoptéticos, la c-Src implicada en
la migracion y el HIF-1a. implicado en el proceso angiogénico (Feoktistov et al, 2003;
Buolamwini, 1999; Oxford et al, 2004; Huerta-Fernandez, 2014). En nuestros resultados de
Western-Blot para proteinas totales s-nitrosiladas, detectamos un incremento en los niveles

de proteinas nitrosiladas cuando la GCs es inhibida o en presencia de NOC-18.

En resumen, podemos decir que el NO liberado por el NOC-18, reduce el numero celular y
la capacidad migratoria en una subpoblacién significativa de la linea celular MDA-MB
231, mientras que en otra subpoblacion de células MDA-MB 231, probablemente con
caracteristicas de stem-cell like, induce un incremento en los niveles de expresion de un
marcador nuclear de proliferacion celular (Ki-67), asi como de proteinas asociadas a la
migracion e invasion celular, Nav 1.5 y MMP9. La presencia de NO induce un incremento
en la expresion de IL-6, IL-8, HIF-la, VEGF, ADORAZ2B, proteinas asociadas
positivamente al potencial metastasico de las células tumorales, incluyendo las células
MDA-MB 231. La presencia de RNS no altera los niveles de lipoperoxidacion de la

membrana plasmatica, pero si el nivel de proteinas nitrosiladas. EI conocimiento de que el
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NO a través de la via independiente de GCs, pueda ser una sefial extracelular que exacerbe
el potencial metastasico de las células tumorales, hace posible proponer a la iNOS como un

un blanco farmacolégico para reducir el desarrollo y progresion tumoral.
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CONCLUSIONES

El NO estimula la capacidad proliferativa de las células MDA-MB 231, mediante

un mecanismo independiente de GCs.

La quimiorresistencia de las células MDA-MB 231 a la Doxorubicina, se ve

reducida con NO.

El NO disminuye la capacidad migratoria de las células MDA-MB 231, y este

efecto es independiente de la via mediada por GCs.

Los niveles de expresion del ARNm que codifica para el canal de sodio Nav 1.5y la
MMP9, proteinas relacionadas positivamente con la migracion e invasion celular se
encuentran incrementadas, después de la presencia cronica de NO. Lo que nos
sugiere que las células tumorales de mama MDA-MB 231, podrian estar
sintetizando proteinas que le ayude a incrementar su capacidad migratoria e

invasiva.

El NO incrementa la condicion inflamatoria al estimular la expresién de IL-6 e IL-8,
donde la expresion de IL-6 es dependiente de la activacion del NF-kB, mientras que

es independiente para el caso de IL-8.

El NO favorece la expresion de factores angiogénicos, en células MDA-MB 231,
incrementando los niveles de expresion de HIF-1a y VEGF, siendo este efecto

dependiente de la activacion de la via de sefializacion de GCs.

El NO reduce el nivel de lipoperoxidacion de la membrana plasmética en las células

MDA-MB 231, e incrementa la nitrosilacion de proteinas totales.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO
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FIGURA 17. NOC-18 induce una disminucion en el namero de células. Las células
MDA-MB 231 fueron mantenidas por 72 horas en presencia de ODQ (10 uM), NOC-18
(300 uM) y ODQ + NOC-18 (10 uM y 300 uM respectivamente). Al finalizar el
tratamiento se realizo el conteo celular con un clitdmetro de flujo portatil Scepter 2.0. El
ensayo se realizé por triplicado, la diferencia estadisticamente significativa fue considerada

a partir de un valor de ***p<0.001.
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Figura 18: Western Blot para proteinas implicadas en la angiogénesis, después del
tratamiento con ODQ y Noc-18 por 72 horas. a) Microfotografia de la expresion proteica
del receptor de adenosina Azg, en células MDA-MB231, tratadas con ODQ 10uM y NOC-
18 300uM. b) Analisis densitometrico cuantitativo donde se observé un incremento, en las
celulas tratadas con Noc-18 y ODQ+ Noc-18 con un valor de (p < 0.001, p < 0.001)
respectivamente. *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001.
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Figural9: Determinacion de Nitritos por método de Gries, en células Tratadas con
ODQ y Noc-18 por 72horas. a) Se realizd la determinacion de la concentracion de
Nitritos (NO2), del medio de cultivo celular de nuestras células tratadas con ODQ y Noc-
18. Se encontrd un incremento de la concentracion con respecto al control en las células
tratadas con NOC-18 y ODQ+NOC-18, con diferencias estadisticamente significativas con
un valor de (p <0.001, p <0.006) respectivamente. *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001.
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