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Resumen

Los estrogenos juegan funciones importantes en la fisiologia reproductiva de los
mamiferos. Entre éstas, destaca su participacion en el desarrollo de la glandula
mamaria, mientras que en condiciones patologicas como en el cancer de mama,
regulan la proliferaciéon y progresion tumoral por medio de la activacién de receptores
nucleares a estrégenos, principalmente, de los receptores a estrogenos alfa que son
antagonizados por la accién de Moduladores Selectivos de Receptores a Estrogenos. El
descubrimiento del receptor de membrana a estrégenos GPR30, mostr6 una mayor
complejidad de estos mecanismos, en la medida en que han aparecido reportes que
proponen que el GPR30 esta implicado en la progresion tumoral, ademas de poder ser
activado por algunos moduladores como el Tamoxifeno y el 4-Hidroxitamoxifeno. La
funcion inicial del sistema KISS1/KISS1R, se circunscribio al contexto del cancer como
inhibidores de la metéastasis. Los estrogenos regulan tanto positiva como negativamente
la expresion de KISS1 en el hipotalamo para activar al eje reproductivo de los
mamiferos. En el presente trabajo, mediante PCR en tiempo real evaluamos si el
sistema KISS1/KISS1R es blanco génico de los estrégenos, utilizando al modelo de las
células MCF-7 de cancer de mama humano. Los resultados demuestran que KISS1 es
modulado negativamente por el 17p-Estradiol, involucrando la participacion putativa del
receptor GPR30, mientras que KISS1R es modulado de forma positiva por el 17(3-
Estradiol, accién en la que no participan los receptores membranales. Estos
descubrimientos podrian tener implicaciones sobre la progresion del cancer de mama y

formacion de metastasis.



Summary

Estrogen plays important roles in mammalian reproductive physiology. Amongst
these are participation in the development of the mammary gland, whereas in
pathological conditions such as breast cancer, regulate the proliferation and tumor
progression through activation of nuclear estrogen receptors, mainly from the estrogen
receptors alpha that are antagonized by the action of Selective Modulators of Estrogen
Receptors. The discovery of membrane receptor for estrogen GPR30, showed a greater
complexity of these mechanisms, as they have appeared reports that suggest that
GPR30 is involved in tumor progression, besides being able to be activated by some
modulators as Tamoxifen and 4-Hydroxytamoxifen. The initial function KISS1/KISS1R
system was limited to the context in inhibiting cancer metastasis. Estrogens regulate
both positively and negatively KISS1 expression in the hypothalamus to activate the
reproductive axis in mammals. In this paper, real-time PCR KISS1/KISS1R evaluate
whether the system is white gene of estrogen, using the model of MCF-7 human breast
cancer. The results show that KISS1 is negatively modulated by 173-Estradiol, involving
the participation putative receptor GPR30, while KISS1R is positively modulated by 17f3-
Estradiol, in which no action involving membrane receptors. These findings may have

implications for breast cancer progression and metastasis.
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1. Introduccion

La fisiologia de los organismos esta orquestada por una gran variedad de
sefiales endogenas y exdgenas que coordinan una multitud de procesos bioldgicos en
los seres vivos. Las hormonas forman parte de estos mecanismos de regulacion. Las
hormonas son mensajeros quimicos que han controlado diversos procesos fisiol6gicos
en los organismos a lo largo de la evoluciéon. Estas moléculas coordinan funciones
como el crecimiento, la alimentacion, la reproduccidn, la sobrevivencia, el estrés, entre
otros. También juegan un rol critico en la etiologia de algunas patologias, como el
cancer de mama.

Las hormonas sexuales como los estroégenos, juegan un papel crucial en el
funcionamiento reproductivo de los mamiferos, asi como en otros procesos fisiol6gicos.
Su produccion en el organismo depende principalmente de las gonadas (Sasano et al.,
1989) aunque también pueden ser sintetizados localmente en otros tejidos.

La participacion de los estrogenos en la carcinogénesis de mama ha sido
investigada desde hace algunos afios (Henderson et al., 1988). Se ha propuesto que en
el cancer de mama, intervienen promoviendo la proliferacion de las células epiteliales
de la glandula mamaria (Santner et al.,, 1993). El mecanismo de accién involucra la
activacion de receptores nucleares a estrogenos (RE) expresados por las células
tumorales, y los méas estudiados son los denominados receptores a estrogenos alfa
(REq). Estos receptores son blanco farmacolégico de compuestos conocidos como
Moduladores Selectivos de Receptores a Estrégenos (SERM’s por sus siglas en inglés),
es decir, antagonizan la accion de los RE; estos compuestos frecuentemente son
empleados en la clinica como terapia antiestrogénica para inhibir el crecimiento tumoral
(Wen-Ling et al.,, 2008). El descubrimiento posterior de un receptor de membrana a
estrogenos conocido como GPR30, mostré que la accion de los estrogenos en este
proceso podria ser mas complejo de lo que originalmente se pensaba. El tema es
controversial, ya que hay estudios que ponen en duda el papel del GPR30 como
receptor estrogénico (Otto et al., 2008, 2009).

La primera linea celular de carcinoma de mama humano metastasico, que fue

creada como modelo in vitro para el estudio de la influencia de los estrogenos sobre el



cancer de mama fueron las células MCF-7 (Soule et al., 1973). La ventaja que ofrece
esta linea celular, como modelo de estudio, es la presencia de los RE (Brooks et al.,
1973) y del receptor GPR30 (Carmeci et al., 1997).

El receptor GPR30 que fue descrito en las células MCF-7 (Carmeci et al., 1997),
es activado por su agonista selectivo, el G-1 (Bologa et al., 2006), por el 17B-Estradiol
(ligando endodgeno), por algunos SERM’s como el Tamoxifeno (Tam) y el 4-
Hidroxitamoxifeno (4-Oht) (Filardo et al., 2000). Funcionalmente, se ha propuesto que el
GPR30 esta implicado en la progresiéon tumoral (Filardo et al., 2006).

En el contexto reproductivo, los estrogenos son indispensables para la activacion
del circuito hipotadlamo-hipdfisis-génada, también conocido como el eje reproductivo.
Recientemente, se ha descubierto la participacion de un sistema de informacion
conocido como KISS1/KISS1R en la regulacion de este eje. El gen KISS1 codifica a las
kisspeptinas, un grupo de péptidos de diferente tamafio y peso molecular, mientras que
KISS1R es el gen codificante del receptor de las kisspeptinas. KISS1, fue descrito por
primera vez en el campo del cancer, particularmente en el melanoma, como un gen
supresor de metéastasis (Lee et al., 1996). Afios mas tarde, varios estudios demostraron
su participacién en la activacion del eje reproductivo en mamiferos. En este eje, los
estrogenos regulan la expresion de KISS1 en el hipotadlamo (Smith et al., 2005); esta
accion de los estrégenos es mediada por la activacion del REa en las neuronas
kisspeptinérgicas. En el cancer, se ha propuesto que las kisspeptinas inhiben la
expresion de proteasas (Yan et al.,, 2001), y que inducen la apoptosis en células
tumorales (Navenot et al., 2009); sin embargo, hasta el momento no se conoce con
precision el mecanismo de accion de las kisspeptinas en cancer. El sistema
KISS1/KISS1R es expresado por las células MCF-7, lo que las convierte en un modelo
apropiado para estudiar la regulacion del sistema KISS1/KISS1R en cancer de mama.

Por lo descrito previamente y debido a que no se conoce la regulacion del
sistema KISS1/KISS1R en céancer, es importante estudiar si las kisspeptinas y su
receptor son blancos génicos de los estrogenos en el tejido epitelial mamario, ya que
todos son factores involucrados en el cancer de mama. En el presente trabajo, el

objetivo fue estudiar si el Estradiol tiene un efecto regulatorio del sistema



KISS1/KISS1R en células de cancer de mama humano MCF-7, asi como evaluar la
participacion del GPR30 en estos efectos.

A continuacion, en la seccion de antecedentes, se describen generalidades de
los estrogenos y de los receptores nucleares y membranales que median sus acciones.
Posteriormente se explica la relacion de los estrogenos con el cancer de mama y los
efectos generales de los SERM’s. Finalmente se describe al sistema KISS1/KISS1R y

su relacién con el cancer.

2. Antecedentes

2.1 Estrégenos

Los estrogenos forman parte de la familia de hormonas esteroides. Los
esteroides son moléculas derivadas del colesterol, entre los cuales la testosterona es el
precursor de los estrogenos. Los estrogenos son formados a través de una reaccion
que comprende la aromatizacion del anillo A y que es catalizada por un complejo
enzimatico llamado P450 aromatasa, el cual utiliza la forma reducida NADPH y oxigeno
molecular como cosustratos (Miller y Larionov, 2004). El estrogeno natural mas potente
en el humano es el 17B-Estradiol, seguido por la estrona y el estriol. Cada una de estas
moléculas es un esteroide de 18 atomos de carbono, que contienen un anillo fendlico A
(un anillo aromético con un grupo hidroxilo en el carbono 3) y un grupo hidroxilo en la
posicion 17 del anillo D. El anillo fendlico A es la principal caracteristica estructural, de
la cual depende la union selectiva y de alta afinidad hacia los RE (Duax et al., 1988).
Los estrogenos son producidos principalmente por las génadas y en menor proporcion
por las glandulas adrenales (Baquedano et al., 2007), aunque numerosos estudios han
reportado su sintesis periférica en tejidos como el adiposo, el muscular (Longcope et
al., 1978), la piel (Schweikert et al., 1976) y el 6seo (Sasano et al., 1997).

Los estrogenos son fundamentales en el desarrollo y mantenimiento de la
funcién reproductiva de los mamiferos e intervienen en muchos procesos fisiolégicos,
incluyendo el sistema musculo-esquelético, el inmune, el nervioso central y el
cardiovascular, principalmente (Gustafsson, 2003). Las acciones de los estrégenos

incluyen efectos protectores contra enfermedades cardiovasculares, la regulacion del



metabolismo del colesterol, la proteccion al hueso y al dafio neuroldgico, asi como un
rol importante en la morfogénesis de la glandula mamaria (Forster et al.,, 2002). Los
mecanismos de acciébn mediante los cuales los estrogenos ejercen sus efectos
involucran la modulacion de la expresion génica mediante mecanismos regulatorios de
la transcripcion. Las respuestas celulares a los estrogenos son mediadas por
receptores que inician una gama compleja de eventos moleculares a partir de la unién
del ligando. Estas respuestas pueden ser divididas en dos mecanismos: a) clasicos,
que involucran a RE, y se caracterizan por cambios en la regulacion génica y ocurren
en un plazo de horas o dias, y b) no clasicos (iniciados en la membrana celular), que
involucran a receptores membranales, y se caracterizan por activar vias de
transduccion de sefales y ocurren en cuestion de segundos, minutos u horas
(Bjornstrom and Sjoberg, 2005). A continuacién se describen los receptores

estrogénicos actualmente conocidos.

2.2 Receptores a estrogenos

La identificacién del primer receptor para los estrogenos se realizd en 1973 a
partir de extractos de Utero de rata, y actualmente se conoce como receptor a
estrogenos alfa (REa) (Jensen and De Sombre, 1973). En 1996, se describié un
segundo receptor a estrégenos a partir de la préstata de rata, el cual fue denominado
receptor a estrégenos beta (REB) (Kuiper et al., 1996).

Los RE son parte de la familia de factores de transcripcion dependientes de
ligando y que reconocen elementos de respuesta a estrégenos (ERE por sus siglas en
inglés) que tipicamente se localizan en el extremo 5 de los genes de respuesta a
estrégenos. A partir de la union del ligando ocurren cambios conformacionales que
llevan a la dimerizacién del receptor, seguido de la uniéon al DNA en los sitios proximos
al promotor en donde el reclutamiento de coactivadores y correpresores conlleva
finalmente a la regulacién de la expresiéon génica (Prossnitz et al., 2008). En cuanto a
su distribucion, se ha reportado que el REa se expresa de manera abundante en
hipofisis, vagina, Utero, epididimo y testiculo, mientras que el REf es abundante en

ovario y prostata; la coexpresion de ambos receptores se ha reportado en hipdfisis,
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hipotalamo, timo, Utero y ovario (Kuiper et al., 1997; Dechering et al., 2000). Se ha
propuesto que las diferencias funcionales entre el REa y el REB, se deban a las
diferencias presentes en el dominio de activacion transcripcional y en su distribucién
entre los diferentes tejidos. También se ha sugerido que la existencia de dos RE, los
cuales son capaces de heterodimerizarse, podria explicar la gran variedad de efectos
biolégicos de los estrégenos. Se han realizado estudios en donde se ha reportado que
el tipo de proteinas correguladoras que interaccionan con el complejo ligando-dimero,
varia segun sea el caso de homodimeros del REa o del RE, o de heterodimeros REa-
RER, variando entonces el efecto final (Dechering et al., 2000).

El receptor GPR30 se descubrié en la linea celular de cancer de mama humano
MCF-7 (Carmeci et al., 1997). A finales de la década de 1990, el GPR30 fue clonado
como resultado de la elaboracion de una biblioteca gendmica de GPCR’s (O"'Dowd et
al., 1998). EIl GPR30 es una proteina de 7 pases transmembranales acoplada a
proteinas G. El 17B-Estradiol presenta una alta afinidad de union por el GPR30 con una
Kd de 3 a 6 nM, en comparacién con la uniéon a otros esteroides como la estrona y el
estriol (Revankar et al., 2005; Thomas et al., 2005). En el afio 2000 se identifico su
funcién como receptor de membrana a estrogenos, se reportd la activacion de las
MAPK'’s, Erk-1y Erk-2 en respuesta al 17p3-Estradiol y a los antagonistas de RE como el
ICI 182,780 y el Tam (Filardo et al., 2000). Posteriormente se describio una fase tardia
de la via de sefalizacion activada por este receptor, en donde se demostré que la
activacion de adenilato ciclasas, conlleva a un incremento en AMP ciclico que resulta
secundariamente en la inactivacion de Erk-1 y Erk-2, los cuales son activados al inicio
de la via de sefalizacion del GPR30 (Filardo et al., 2002).

En otro estudio, se demostro la presencia de un sitio de unién especifico para el
Estradiol en la membrana plasmatica de células de cancer de mama SKBR3 que
expresan al GPR30 pero que carecen de RE, asi como en células embrionarias de
rifidn humano 293 (HEK 293) transfectadas con el GPR30 (Thomas et al., 2005).

La localizaciéon del GPR30 sigue siendo un tema de debate, ya que en contraste
con la evidencia ya descrita que apoya su presencia en la membrana plasmatica
(Thomas et al, 2005), otros reportes lo ubican en la membrana del reticulo

endoplasmico y del aparato de Golgi (Revankar et al., 2005, Matsuda et al., 2008).



En un estudio de tamizaje usando células COS7 transfectadas con el GPR30, se
identific6 un compuesto que se une con alta afinidad al GPR30, el G-1, por lo que se le
considera el primer agonista selectivo para el GPR30 (Bologa et al.,, 2006). Mas
recientemente, se ha identificado un antagonista para el GPR30, denominado G15, el
cual ha evidenciado un papel funcional del GPR30 en el sistema nervioso y
reproductivo (Dennis et al., 2009).

Las acciones fisiologicas del GPR30 aun siguen siendo tema de investigacion.
Sin embargo, se tiene evidencia de su expresion tanto en el sistema nervioso central
como en el sistema nervioso periférico. En el cerebro de la rata, tanto del macho como
de la hembra se ha demostrado su expresion en el nucleo paraventricular y en el nicleo
supraoptico (Brailoiu et al., 2007). En cultivos primarios de neuronas GnRHérgicas de
primates, se reportd que el GPR30 media los efectos de los estrégenos sobre las
oscilaciones del calcio intracelular de estas neuronas, que son sefiales excitatorias para
la liberacion de neurotransmisores (Noel et al., 2009).

En el sistema reproductivo, se ha identificado al GPR30 en células de la
granulosa y de la teca del hamster, y que su expresién puede ser regulada por
gonadotropinas. Ademas, en ese mismo estudio se observé que media los efectos
estrogénicos para inducir la formacion del foliculo primordial en el ovario (Wang et al.,
2007). En el cancer, el GPR30 regula la expresion de genes involucrados en la
proliferacion y sobrevivencia de varias lineas de células tumorales (Maggiolini et al.,
2004; Vivacqua et al., 2006; Albanito et al., 2007).

Hasta el momento, el procedimiento que se realiza para diagnosticar si un cancer
de mama es dependiente 0 no de estrogenos es mediante la evaluacién de la expresion
de los RE. Sin embargo, en un estudio donde se evaluaron 361 carcinomas de mama
invasivos, la expresion del GPR30 se correlaciond positivamente con el tamafio del
tumor y con la presencia de metéastasis distante (Filardo et al., 2006). Estos datos
sugieren que la expresion del GPR30 puede ser un marcador molecular para el
pronéstico de la progresion de tumores malignos de mama.

Es bien conocido la existencia de efectos estrogénicos contradictorios, como
efectos agonistas y antagonistas sobre determinados tejidos, que ahora podrian

explicarse con la existencia del GPR30 que es activado con los farmacos (Tam) que



tipicamente se habian utilizado para bloquear los efectos mediados por los RE, de tal
forma que el descubrimiento del receptor GPR30 podria contribuir de manera
importante a la comprensién de nuevos mecanismos de accion de los estrogenos en

condiciones fisiologicas y patoldgicas.

2.3 Estr6genos y cancer de mama

El cancer de mama es el mas frecuente y con mayor mortalidad entre las
mujeres del mundo. El panorama epidemiolégico de esta patologia en la poblacion
mexicana se transformé en los Ultimos 50 afios y ha pasado a ser un problema de salud
publica (Brandan and Villasefior, 2006).

El cancer de mama es una enfermedad en la que se desarrollan células malignas
en los tejidos de la mama. El tumor aparece cuando una célula acumula mutaciones,
generalmente durante varios afios, escapando de los procesos que controlan su
proliferacion y muerte. La glandula mamaria se compone de Iobulos y lobulillos
conectados mediante conductos, y esta enfermedad afecta a una, o ambas, de las
estructuras mencionadas. Aproximadamente el 80% de los carcinomas son ductales, y
el resto, lobulillares.

El riesgo méas importante para sufrir cancer de mama es el sexo del individuo, ya
que la relacion es de 100 mujeres por cada hombre. La incidencia de esta enfermedad
se incrementa con la edad, duplicandose aproximadamente cada 10 afios hasta la
menopausia, etapa en la cual el ritmo de crecimiento disminuye. En el 46% de las
mujeres mexicanas afectadas por el cancer de mama, éste se presenta antes de los 50
afos y el grupo de edad més afectado es el de 40-49 afios (Rodriguez-Cuevas et al.,
2001).

El cancer de mama se relaciona con el estado hormonal, y la evidencia
disponible indica que el periodo de exposicién a estrogenos es un factor critico de la
carcinogénesis de mama. La menarca temprana y menopausia tardia se asocian a
periodos prolongados de exposicion a estrogenos, y adicionalmente la nuliparidad y los

embarazos en edad avanzada aumentan el riesgo de desarrollar cancer de mama



(McPherson et al.,, 2000). Contrariamente, se sabe que la prefiez y la lactancia son
factores protectores contra esta enfermedad (Romieu et al., 1996).

La conexion entre los estrégenos y el cancer de mama surgié a partir de estudios
epidemiologicos que mostraban una mayor incidencia de cancer en mujeres que se
habian sometido a terapias hormonales sustitutivas (Hulka, 1980). Después de 51
estudios epidemiolégicos, en 1997, se defini6 la asociacion entre tratamientos
hormonales y riesgo de cancer de mama (Collaborative Group on Hormonal Factors in
Breast Cancer, 1997); en tales estudios se observd que el riesgo de cancer de mama
se incrementd 2.3% después de un afio del uso de hormonas comparado con el
incremento de un 2.8% por afio en mujeres con retraso natural del inicio de la
menopausia. Sin embargo, el riesgo de cancer de mama no fue significativo sino hasta
después de 5 afios de terapia hormonal, lo cual disminuy6 dentro de los afios siguientes
cuando se suspendié el uso hormonal. Actualmente, varios estudios postulan que los
procesos tumorigénicos en las glandulas mamarias son frecuentemente modulados por
los estrégenos debido a que estimulan el crecimiento del epitelio mamario y de esta
manera las células son susceptibles a acumular dafios en el DNA aumentando el riesgo
de desarrollar un tumor maligno (Pike et al., 1993).

Cuando un tumor es clasificado como dependiente de estrogenos, en el
tratamiento se incluyen blogueadores de la sefial estrogénica que generalmente
consisten en antagonistas de los RE, de los cuales, el mas empleado es el Tam.

Actualmente, la investigacion en el campo del cancer de mama se enfoca a
distintos niveles, incluyendo las bases moleculares y celulares de la enfermedad. En
ese sentido, un modelo in vitro que ha sido ampliamente utilizado para estudiar los
mecanismos de accion mediante los cuales los estrogenos ejercen sus efectos sobre
las células tumorales, son las células MCF-7. Estas células fueron derivadas de un
cultivo primario de células de carcinoma de mama humano obtenidas de la efusion
pleural de una paciente con cancer metastasico avanzado, las células fueron
mantenidas en crecimiento durante varias semanas con medio de Eagle suplementado
con aminoacidos no esenciales y subcultivadas alrededor de 71 veces (Soule et al.,
1973), hasta ser convertidas en una linea celular para el estudio del cancer de mama.

Méas tarde, en las mismas células, se caracterizaron los RE, convirtiéndose en la



primera linea celular responsiva a estrégenos (Brooks et al., 1973). En 1997, se
caracterizo el receptor GPR30 en estas células, la que las convirti6 en un modelo
interesante para el estudio de los mecanismos no clasicos (iniciados en la membrana
celular) de los estrogenos. Ademas, se conoce que estas células expresan el gen de las
Kisspeptinas, KISS1, asi como el gen del receptor de las mismas, KISS1R (Marot et al.,
2007). Por lo descrito previamente, las células MCF-7, son consideradas un buen

modelo para el estudio del papel de los estrégenos sobre el epitelio tumoral mamario.

2.4 Moduladores Selectivos de Receptores a Estrogenos (SERM’s)

El objetivo primario del tratamiento del cancer de mama metastéasico consiste en
paliar los sintomas y controlar el crecimiento tumoral. En las pacientes con cancer de
mama dependiente de estrégenos, el tratamiento de eleccién es el endocrino, porque
tiene eficacia similar a la quimioterapia, pero con mejor tolerancia (Buzdar, 2001). Los
tratamientos endocrinos tienen dos blancos principales como parte de su mecanismo de
accion: bloquean la produccion de estrogenos, que en las mujeres pre-menopausicas
puede ser mediante la ablacion ovarica y en las mujeres pos-menopausicas por medio
de la administracion de inhibidores de la aromatasa para bloquear la conversion
periférica de androgenos a estrogenos. El segundo mecanismo es el bloqueo de la
accion de los estrogenos a nivel de sus receptores nucleares, mediante farmacos
antiestrogénicos, como el Tam y otros blogueadores selectivos (Martinez-Prieto et al.,
2009).

Debido al papel de mediadores de los RE en el inicio y desarrollo del cancer de
mama, muchos estudios han enfocado su atencion sobre la terapia antiestrogénica
utilizando antagonistas farmacolégicos de los RE, de tal forma, que incidan sobre el
crecimiento y la progresion tumoral. Un aspecto relacionado con dichos estudios es la
caracterizacion funcional de los SERM’s, tales como el Tam, que es un antiestrogeno
sintético no esteroide, aprobado por la FDA en 1977 y que se prescribe a pacientes con
enfermedad temprana y avanzada. La probabilidad de respuesta varia de 60 a 70%,
con duracién de la misma de 12 a 15 meses (Klijn et al., 2001). La principal desventaja

del Tam es que la mayoria de las mujeres que responden de inicio, sufren recurrencia y



resistencia al mismo; ademas, se asocia con incremento de cancer endometrial
(Vivacqua et al., 2006), lo que sugiere que el Tam puede actuar como un
agonista/antagonista tejido-especifico. En ese sentido, se ha demostrado que el Tam y
el 4-Oht, presentan afinidad de unién por el GPR30, mimetizando la accion de los
estrogenos iniciada en la membrana celular (Thomas et al.,, 2005). En otro estudio
reciente, se demostré que el Tam estimulé la proliferacion de las células MCF-7, un
efecto mediado por el receptor GPR30, lo que sugiere un rol importante de la
sefalizacion del GPR30 en el desarrollo de la resistencia al Tam en los pacientes con

cancer de mama (Ignatov et al., 2009).

2.5 El sistema KISS1/KISS1R en cancer

En 1996, buscando genes supresores de metéastasis y utilizando una técnica de
hibridacion sustractiva en células de melanoma maligno, se detecto por primera vez la
expresion del gen KISS1, al que inicialmente se le llamé metastina; se concluyo que su
expresion suprime el potencial metastasico de estas células malignas (Lee et al., 1996).

El gen KISS1 codifica al precursor de las kisspeptinas, denominado prepro-
kisspeptinas, que es una proteina de 145 aminoacidos que contiene un péptido sefial y
una region central de 54 aminoacidos flanqueada por dos sitios de protedlisis, los
cuales generan un péptido denominado inicialmente metastina y que actualmente se le
conoce como kisspeptina-54 (Kp-54). La Kp-54 sufre cortes proteoliticos para generar
otros fragmentos de menor tamafo: 14, 13 y 10 aminoécidos respectivamente (Kp-14,
13 y 10) (Tena-Sempere, 2006). En el raton y la rata, el fragmento méas largo de las
kisspeptinas esta compuesto de 52 aminoacidos; aunque en general la similitud de
secuencia con los productos del gen KISS1 humano es relativamente baja (~52%), la
Kp-10 esta altamente conservada entre el humano, el ratén y la rata, donde solamente
existe un aminodacido de diferencia en la secuencia (Mead et al., 2007). La Kp-54 es la
mas abundante en la circulacion y alcanza sus niveles mas altos en la placenta durante

el tercer trimestre del embarazo (Horikoshi et al., 2003).
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El receptor KISS1R (inicialmente denominado GPR54) fue identificado en 1999
por Lee y colaboradores como un receptor huérfano. Hasta el afio 2001 no habia sido
descubierto el ligando natural del KISS1R, sin embargo, en ese mismo afio algunos
grupos de investigacion de manera independiente identificaron a la Kp-54 como un
potente agonista enddgeno de KISS1R (Kotani et al.,, 2001; Ohtaki et al., 2001). El
KISS1R esta acoplado a proteinas G de la subfamilia G411, y Su estimulacion resulta en
la activacion de la fosfolipasa C y en la liberacibn de calcio de los depdésitos
intracelulares (Kotani et al., 2001; Neves et al., 2002).

Los niveles de expresion mas altos de KISS1 se han reportado principalmente en
la placenta, el pancreas, el hipotdlamo y el rifidn (Lee et al., 1999; Kotani et al., 2001),
mientras, que los de KISS1R ocurren en la hipdfisis, la placenta, el pancreas, el cerebro
y la médula espinal (Kotani et al., 2001, Muir et al., 2001).

Las primeras funciones biolégicas asignadas al sistema KISS1/KISS1R se
enmarcaron en el contexto de la biologia del cancer. Asi, desde la clonacion inicial del
gen KISS1 (y la caracterizacion de la metastina) hasta la fecha, un numero de
publicaciones han propuesto la posible funcion anti-metastasica de KISS1 en diversos
tumores: melanoma (Shirasaki et al., 2001), de esofago (Ikeguchi et al., 2004), de
mama (Kostadima et al., 2007), de ovario (Prentice et al., 2007) y gastrico (Dhar et al.,
2004). Sin embargo, en el cancer hapatocelular (Ikeguchi et al., 2003, Schmid et al.,
2007) e incluso en cancer de mama (Marot et al., 2008) se ha encontrado todo lo
contrario, es decir, niveles de expresion altos de KISS1 y KISS1R se correlacionan con
mayor progresion del tumor y un pobre diagnostico en la sobrevivencia de los
pacientes. A pesar de todos estos estudios, no se conoce con detalle el mecanismo de

accion de las kisspeptinas y su regulacién en cancer.

11



3. Planteamiento del problema

Debido a que los estrogenos son hormonas importantes en la fisiologia del tejido
epitelial mamario y en condiciones patolégicas estan involucrados en el desarrollo de
tumores de mama, es de relevancia clinica estudiar si estas hormonas ejercen un
efecto regulatorio sobre el sistema KISS1/KISS1R, cuyo papel como regulador de la
metastasis es respaldado por estudios recientes. Ademas, en este contexto, es de gran
transcendencia analizar si esta accion putativa ocurre a través del receptor membranal
GPR30 y si los SERM'’s tienen algun efecto sobre dicho mecanismo. Para evaluar estas
posibilidades, nos propusimos utilizar como modelo de trabajo a la linea celular MCF-7,
gue es responsiva a los estrogenos y ha sido empleada en una gran cantidad de

trabajos como modelo in vitro del cancer de mama.
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4. Hipotesis

Los estrogenos modulan la expresion geénica del sistema KISS1/KISS1R en

células MCF-7, a través del receptor membranal GPR30.

5. Objetivos

5.1 General

Estudiar la modulacion estrogénica de los genes KISS1/KISS1R en células MCF-

7 y la mediacion del receptor GPR30.

5.2 Particulares

e Evaluar los efectos del 17p-Estradiol sobre los niveles del mRNA de KISS1 y
KISS1R en las células MCF-7.

e Determinar el efecto de la activacion de receptores membranales sobre los
niveles de expresion de KISS1 y KISS1R en las células MCF-7 empleando al
agonista selectivo del GPR30, el G-1, y al 17B-Estradiol-BSA.

e Evaluar el efecto de compuestos SERM'’s sobre los niveles del mMRNA de KISS1
y KISS1R en las células MCF-7.
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6. Material y métodos
6.1 Cultivo celular

En el presente estudio, se trabajo con las células MCF-7 (REa+, RER+, GPR30+)
entre los pases 13 y 17. Se cultivaron en placas de 100 mm de diametro (Greiner Bio-
one) con medio de cultivo D-MEM (Gibco) suplementado con 10 % de suero fetal bovino
(Gibco) y 10 pg/ml de penicilina/estreptomicina (Gibco). Los cultivos se mantuvieron
dentro de una incubadora a 37°C, en alta humedad y una atmoésfera de 5 % de CO, en
aire. El medio de cultivo se cambio cada tercer dia y las células se subcultivaron al
llegar a una confluencia del 80 al 90 %. Esto ultimo se realiz6 mediante una disociacién
con solucién salina balanceada con tripsina al 0.05 % y EDTA-4 Na 0.53 mM (Gibco),
seguida de centrifugacion a 600 g por 5 min. Inmediatamente después, el sedimento
conteniendo las células fue resuspendido en D-MEM vy estas fueron resembradas en
nuevas placas de cultivo a menor densidad.

Para evitar cualquier efecto debido a esteroides presentes en el suero y al rojo
fenol, el medio de cultivo se sustituyo 24 h antes del tratamiento por un medio de cultivo

OPTI-MEM reducido en suero y libre de rojo fenol (Gibco).

6.2 Tratamientos

Los tratamientos consistieron en aplicar al 17p-Estradiol (Sigma), al 17p3-
Estradiol-BSA (una modalidad del 17B-Estradiol impermeable a la membrana
plasmatica) (Sigma), al agonista selectivo del GPR30, el G-1 (Calbiochem), al Tam
(Sigma) y al 4-Oht (Sigma); todos a concentraciones de 1, 10 y 100 nM por 24 h. Para
cada grupo tratado y el grupo control se utilizé una n=4. Al final del tratamiento el medio

se aspir0 y las células se congelaron a -80°C hasta su analisis.

6.3 Extraccién de RNA total y transcripcion reversa

La extraccion del RNA total se llevé a cabo mediante el método de tiocianato de
guanidina (Chomczynsky and Sacchi, 1987). El material extraido se sometid6 a un
tratamiento con DNasas (Ambion) para eliminar la presencia del DNA gendmico

contaminante, seguido de un dltimo tratamiento con inhibidor de DNasas para
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desactivar a la enzima (Fermentas). Finalmente se cuantificé en un espectrofotometro

(Nanodrop Technologies).

A partir del RNA total, se sintetizé una cadena complementaria de DNA (cDNA)
mediante transcripcion reversa. La reaccion se llevd a cabo mediante una etapa previa
de 5 min a 65°C, seguido de un segundo paso de 60 min a 42°C. El volumen de la
mezcla de reaccion fue de 20 pl conteniendo 2 pg de RNA total, 1 ul de un
oligonucledtido iniciador dT 2 uM (Invitrogen), 4 ul de amortiguador 5X (Invitrogen), 2 ul
de DTT 50 mM (Invitrogen), 1 ul de dNTP’s 20 mM (Invitrogen), 0.5 ul de inhibidor de
RNasas 5,000 Unidades (40 U/ul) (Invitrogen) y 1 ul de la enzima transcriptasa reversa
10,000 Unidades (200 U/ul) (Invitrogen).

6.4 Reaccion en Cadenade la Polimerasa (PCR)

Para verificar la eficiencia de la transcriptasa reversa, se amplificé un
fragmento de 173 pb correspondiente al gen de f-actina (un gen de expresion
constitutiva) mediante la PCR convencional. Cada reaccién se llevdé a cabo en un
termociclador (Perkin Elmer Geneamp 2400) con un volumen de reaccion de 10 pl
conteniendo 6.55 pl de agua, 1 pl de una solucion amortiguadora 10X, 0.3 pl de MgCl,
50 mM, 0.1 pl de dNTP’s 20 mM, 1 pl de oligonucledtidos iniciadores 4 uM del gen
constitutivo (ver tabla 1), 0.05 ul de taq polimerasa platinum 500 Unidades (5 U/ul)
(Invitrogen) y 1 pl de cDNA. Como control negativo se incluyeron reacciones sin molde.
Las reacciones se realizaron bajo las siguientes condiciones: una fase de
desnaturalizacién por 2 min a 94°C, seguido de 23 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a la
temperatura media de hibridacion y 45 s a 72°C para la polimerizacion. Finalmente una
fase de extension durante 7 min a 72°C. Los productos obtenidos se analizaron
mediante electroforesis en gel de agarosa teflido con bromuro de etidio 10 mg/ml

(Invitrogen) y comparados con un marcador de peso molecular (Fermentas).

6.5 PCR en tiempo real

La PCR, en la modalidad de tiempo real, es un método muy sensible para la
cuantificacion de secuencias especificas de acidos nucleicos. Incluye simultaneamente

la amplificacion y el andlisis de la muestra sin requerir que ésta sea manipulada. Existen

15



varios métodos de la PCR en tiempo real. El presente trabajo fue realizado usando
SYBR® Green, una molécula de bajo peso molecular que presenta afinidad por el DNA

de doble cadena y al ser oxidado fluoresce. La fluorescencia emitida por el SYBR®
Green es directamente proporcional al numero de copias de DNA de doble cadena
obtenido en cada ciclo de la PCR y es monitoreada durante cada ciclo de la reaccion.
Debido a que en la primera fase del proceso de amplificacién de un fragmento de DNA
por la PCR, todos los elementos quimicos se encuentran en abundancia, la eficiencia
de amplificacion es muy cercana al 100%. Mas importante aun, esta eficiencia de
amplificacion es constante para las diferentes muestras a analizar. Es en esta etapa en
donde la concentracidn inicial de la muestra es directamente proporcional al nimero de
ciclos requeridos. Por el contrario, en la siguiente fase los oligonucle6tidos iniciadores o
el cDNA blanco comienzan a ser factores limitantes de la amplificacién, por lo que la
eficiencia disminuye. Hacia el final de la reaccion de la PCR la cantidad de productos
obtenidos se mantiene constante sin importar cuantos ciclos mas se prolongue la
reaccion. En esta etapa es frecuente observar que muestras con diferentes
concentraciones iniciales tengan el mismo namero de copias al final de la reaccion. En
cierto punto de la reaccién los productos de la amplificacion acumulados son suficientes
para superar la fluorescencia de fondo, lo cual es cuantificado como la maxima de la
segunda derivada de la curva y se correlaciona con la cantidad inicial de muestra en la
reaccion de la PCR, ya que al fijar un nivel de fluorescencia dentro de esta primer fase
de la reaccidn (es decir, si fijamos el nimero de moléculas finales), entonces el nUmero
de ciclos que fueron necesarios para que la fluorescencia alcance este valor fijo, sera
inversamente proporcional a la concentracién inicial de moléculas. Este punto es
denominado Cp (por sus siglas en inglés de crossing point). El software del sistema
reporta autométicamente los valores de Cp, los cuales se pueden utilizar para llevar a
cabo cuantificaciones absolutas o relativas.

El nimero de copias relativas entre dos muestras (experimental y control) puede
ser determinado por la diferencia de sus valores de Cp. Debido a que la PCR es un
proceso exponencial, el nimero de copias relativo es equivalente a la eficiencia de la
PCR elevado a la potencia de la diferencia de los valores de Cp de las dos muestras a

comparar. Para los calculos se supone que la eficiencia de la reaccion es igual entre
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muestras y es del 100 %. Por ser una reaccion exponencial, una eficiencia del 100 %
duplica la cantidad de productos en cada ciclo de la reaccion, por lo que se le atribuye
un valor de 2. Por otra parte, debido a que es muy dificil mantener cantidades exactas
de DNA en diferentes muestras, los resultados del gen a cuantificar deberan ser
normalizados con una referencia, para lo cual se emplea un gen presuntamente
invariable. Con base en esto, los calculos a realizar se efectian de la siguiente manera:
Primero, para normalizar las concentraciones de cDNA se obtiene la diferencia entre los
valores de Cp de la muestra y los valores de Cp del gen constitutivo. Al dato obtenido se
le nombra ACp. Posteriormente se calcula la diferencia entre ACp del grupo tratado y el
grupo control, obteniendo el dato denominado AACp. Posteriormente se obtiene la
cantidad relativa elevando 2 al negativo del AACp negativo (ver tabla 2) (Bernard and
Wittwer, 2002).

ACD = Cp muestra ~ Cp gen constitutivo

AACP = ACPratado - ACPcontrol

Cantidad relativa = 2 24¢P)

Tabla 2. Calculos realizados para el andlisis de resultados, donde
Cp es el ciclo de la reaccién que correlaciona la cantidad inicial de
muestra. El resultado final es expresado como cantidad relativa de
fragmentos de cDNA a cuantificar, lo cual equivale a la expresion
relativa del gen de interés.

La evaluacion de la expresion de KISS1 y KISS1R se realiz6 mediante
cuantificacion relativa, para lo cual se utilizé el LightCycler™ (Corbet Research). Cada
mezcla de reaccion contuvo 1 ul de cDNA, 0.6 ul del par de oligonucleotidos a una
concentraciéon de 2 pM, 6 ul de la mezcla de reaccién SYBR® Green Master Mix 2X
(Fermentas) y 4.4 ul de agua, teniendo un volumen total de 12 ul. Para normalizar la
concentracion del cDNA, también se cuantificd la expresion del gen constitutivo de p-

actina.
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Las condiciones de reaccion fueron las siguientes: un ciclo de 30 s a 94° C para
activar a la enzima polimerasa mediante la desnaturalizacion del anticuerpo acoplado a
ésta (hot start), después un numero de ciclos correspondientes a cada par de
oligonucleédtidos de interés en los que durante 1 s se somete a 94°C para la
desnaturalizacion del cDNA, seguido de 8 s a la temperatura media de hibridacion de
cada uno de los oligonucleétidos iniciadores y 10 s a 72'C para el proceso de
polimerizaciéon. Finalmente, un ciclo de transicién de 65°C a 94 C para determinar la
especificidad del producto amplificado, el cual, se evalu6 mediante una curva de
disociacion. El software del sistema LightCycler analiza este proceso automaticamente
construyendo una gréfica de la deteccién de fluorescencia en funcion de la temperatura.

Los valores obtenidos se analizaron mediante el método AACP.

Tabla 1. Caracteristicas de los oligonucleétidos iniciadores disefiados para la PCR

s: sentido, a: antisentido

PRODUCTO DE SECUENCIA (5°-3") TAMANO DEL
INTERES PRODUCTO (pb)
s: CCATCATGAAGTGTGACGTTG
B-Actina a: ACAGAGTACTTGCGCTCAGGA 173

S: ACTCACTGGTTTCTTGGCAGC

KISS1 a: ACCTTTTCTAATGGCTCCCCA 70
S: CGACTTCATGTGCAAGTTCGTC
KISS1R a: CACACTCATGGCGGTCAGAG 81

6.6 Estandarizacion de la PCR en tiempo real

Antes de evaluar la expresion génica, se procedié a estandarizar la técnica de
la PCR-tiempo real con la finalidad de establecer las condiciones o6ptimas de
amplificacion de cada par de oligonucleétidos utilizados y asegurarnos de que los

productos de la reaccion fueran los esperados y no artefactos.
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Curva de disociacién para los oligonucleétidos iniciadores correspondientes a -
actina, KISS1y KISS1R.

Mediante una curva de disociacion, se valido la amplificacion especifica del gen
constitutivo B-actina (173 pb) y de los genes de interés, KISS1 (70 pb) y KISS1R (81pb).
Esta curva tiene su fundamento en la temperatura en la que se disocian las cadenas de
DNA correspondientes al producto amplificado, ya que es especifica para cada
fragmento de DNA segun su tamafio y secuencia; al registrar la disociacion de la doble
cadena de DNA en funcion de la temperatura es posible identificar amplificaciones
inespecificas (artefactos), puesto que al graficarse se observarian varios picos de
disociacion. Por el contrario, si se trata de un producto Unico se presentard solamente
un pico de disociacion.

Como se puede observar en las imagenes A y B de la figura 1, donde se grafica
la derivada de la fluorescencia en funcion de la derivada de la temperatura para cada
una de las reacciones de la PCR, la especificidad de los productos amplificados fue la
esperada. En cada una de las reacciones se observdO una sola temperatura de
disociacion (un solo pico), indicando asi que se gener0 Unicamente un producto de
amplificacion. Esto se observo en la reaccién para B-actina y KISS1, es importante
mencionar que se corrieron en la misma reaccién porque la temperatura media de
hibridacion fue la misma para cada par de oligonucleétidos (figura 1A). Los controles
negativos de RNA sin retrotranscribir y agua no mostraron amplificacion. En la reaccién
para KISS1R, también se observéd un solo producto de amplificacion (figura 1B). Para
confirmar lo anterior, se realizé una electroforesis en gel de agarosa con las muestras
gue presentaron esta sefial. Y como se puede observar en la figuralC, Unicamente se
encontraron los productos de amplificacion esperados: 173 pb (B-actina), 70 pb (KISS1)
y 81 pb (KISS1R), lo cual indica que no hubo amplificaciones inespecificas. Los

controles negativos de RNA y agua, no mostraron amplificacion.
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Figura 1. Curva de disociaciéon para B-actina, KISS1 (A) y KISS1R (B), mostrando una Unica
temperatura de disociacion especifica y comprobado mediante electroforesis en gel de agarosa
(C) para los productos de amplificacibn. Como puede observarse, todas las reacciones
presentaron una curva de disociacion con un pico Unico. En todas las reacciones se utilizd
cDNA de las células MCF-7 en condiciones basales. M: marcador de peso molecular, carril 1: -
actina, carril 4: KISS1, carril 7: KISS1R, carriles 2, 3, 5, 6, 8, 9: controles negativos.

6.7 Analisis estadistico

Los resultados se expresan de manera relativa al grupo control, por lo que éste
fue normalizado a uno y no presenta varianza entre muestras. Los datos fueron
analizados mediante la prueba estadistica no paramétrica Kruskal-Wallis One-Way
ANOVA. En caso de diferencias significativas se compararon los grupos de pares

utilizando el andlisis para datos independientes Mann-W hitney U-Test. Los datos con P

< 0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
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7. Resultados

A continuacion se muestran los resultados obtenidos del anélisis de la
expresion génica para KISS1 y KISS1R en las células MCF-7 tratadas con el 17p3-
Estradiol, 17B-Estradiol-BSA, G-1, Tam y 4-Oht. Todos los tratamientos mostrados a

continuacion se aplicaron a 3 concentraciones diferentes: 1, 10 y 100 nM por 24 h.

7.1 Cuantificacion de la expresion génica para KISS1

En la figura 2 se muestra el efecto de la exposicion de células MCF-7 al 17p-
Estradiol por 24 h, sobre la expresion del mRNA de KISS1. Observamos que la
concentracion intermedia (10 nM) del 17B-Estradiol provocod la disminucion
estadisticamente significativa de KISS1 en un 52% con respecto al grupo control. Las

otras dos concentraciones no provocaron efectos estadisticamente significativos.
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Figura 2. Efecto inhibitorio del 173-Estradiol sobre la expresion relativa del mMRNA de KISS1 en células
MCF-7. Cada barra representa el promedio + SEM de 2 experimentos independientes, con una n=4 en
cada uno de ellos. Los datos fueron analizados utilizando el método AACp para la determinacién de la
expresion relativa por la PCR en tiempo real. *(P<0.02), diferencia significativa al compararse con el

grupo control.
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Para evaluar el efecto de la activacion de receptores de membrana a estrégenos
sobre la expresion de KISS1, se trataron las células MCF-7 con el 17p-Estradiol-BSA
(impermeable a la membrana celular) por 24 h. Como se aprecia en la figura 3, se
encontré que todas las concentraciones utilizadas disminuyeron significativamente la
expresion de KISS1 con respecto al grupo control: 1 nM en un 61%, 10 nM en un 60% y
100 nM en un 49%.
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Figura 3. Efecto inhibitorio del 17B-Estradiol-BSA sobre la expresion relativa del mRNA de KISS1 en
células MCF-7. Cada barra representa el promedio + SEM de 2 experimentos independientes con una
n=4 en cada uno de ellos. Los datos fueron analizados utilizando el método AACp para la determinacion
de la expresion relativa por la PCR en tiempo real. *(P<0.001), diferencia significativa al compararse con
el grupo control.
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Para evaluar la participacion del receptor membranal GPR30 sobre la
expresion de KISS1, las células MCF-7 fueron tratadas por 24 h con el agonista
selectivo del GPR30, el G-1. Se encontr6 que la expresion de KISS1 disminuyd
significativamente en un 42% con la concentracion de 1 nM, mientras que la de 10 nM
provoco una disminucion del 36% (figura 4). La disminucion no fue estadisticamente

significativa en respuesta a la concentracion mas alta (100 nM) del G-1.
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Figura 4. Efecto inhibitorio del G-1 sobre la expresién relativa del mRNA de KISS1 en células MCF-7.
Cada barra representa el promedio + SEM de 2 experimentos independientes, con una h=4 en cada
unos de ellos. Los datos fueron analizados utilizando el método AACp para la determinacién de la
expresion relativa por la PCR en tiempo real. * (P<0.001), © (P<0.01), diferencia significativa al

compararse con el grupo control.
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Ademas de la activacion del receptor GPR30 con el G-1, también se probd el
efecto agonista de los SERM'’s sobre el mismo receptor. Para evaluar esta posibilidad,
las células MCF-7 fueron tratadas por 24 h con el Tam. Se encontr6 que la
concentracién de 1 nM y 100 nM disminuyeron significativamente la expresiéon de KISS1
en relacion al grupo control en un 30% y 32%, respectivamente. La concentracion

intermedia de 10 nM no tuvo un efecto significativo.
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Figura 5. Efecto inhibitorio del Tamoxifeno sobre la expresién relativa del mMRNA de KISS1 en células
MCF-7. Cada barra representa el promedio + SEM de 2 experimentos independientes, con una n=4 en
cada uno de ellos. Los datos fueron analizados utilizando el método AACp para la determinacién de la
expresion relativa por la PCR en tiempo real. * (P<0.01), diferencia significativa al compararse con el
grupo control.
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Por su parte, en la figura 6 se observa el efecto de la exposicion de las células
MCF-7 al 4-Oht por 24 h. Las concentraciones utilizadas no mostraron un efecto

significativo sobre la expresion de KISS1.
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Figura 6. Efecto nulo del 4-Hidroxitamoxifeno sobre la expresion relativa del mRNA de KISS1 en
células MCF-7. Cada barra representa el promedio + SEM de 2 experimentos independientes, con una
n=4 en cada uno de ellos. Los datos fueron analizados utilizando el método AACp para la

determinacion de la expresion relativa por la PCR en tiempo real. Sin diferencia significativa.
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7.2 Cuantificacion de la expresion génica para KISS1R

Los resultados mostrados previamente sugieren que el gen KISS1 es regulado
negativamente por el 17p-Estradiol, probablemente con la participacion del receptor
GPR30. Por lo tanto, en el presente trabajo también se evalu6 si el gen KISS1R es
blanco de la regulacién estrogénica. Para ello, las células MCF-7 fueron tratadas con el
17B-Estradiol por 24 h (figura 7). Se encontré6 que la concentracion de 100 nM
incrementd significativamente la expresion de KISS1R hasta 2 veces en relacion al

grupo control, mientras que las concentraciones menores no tuvieron un efecto

significativo.
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Figura 7. Efecto estimulatorio del 17B-Estradiol sobre la expresién relativa del mRNA de KISS1R en
células MCF-7. Cada barra representa el promedio + SEM de 2 experimentos independientes, con una
n=4 en cada uno de ellos. Los datos fueron analizados utilizando el método AACp para la
determinacion de la expresion relativa por la PCR en tiempo real. * (P<0.01), diferencia significativa al

compararse con el grupo control.
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Para evaluar si los receptores membranales estan implicados en la regulacion de
KISS1R, las células MCF-7 fueron tratadas con el 173-Estradiol-BSA por 24 h. Como se
aprecia en la figura 8, ninguna de las concentraciones utilizadas afecto

significativamente la expresion de KISS1R.
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Figura 8. Efecto nulo del 17B-Estradiol-BSA sobre la expresion relativa del mRNA de KISS1R en
células MCF-7. Cada barra representa el promedio + SEM de 2 experimentos independientes, con una
n=4 en cada uno de ellos. Los datos fueron analizados utilizando el método AACp para la

determinacion de la expresidn relativa por la PCR en tiempo real. Sin diferencia significativa.
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En la figura 9, se aprecia el efecto de la activacion del receptor GPR30 en las
células tratadas con el G-1 durante 24 h. Ninguna de las concentraciones utilizadas

presento un efecto significativo sobre la expresion de KISS1R.
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Figura 9. Efecto nulo del G-1 sobre la expresién relativa del mRNA de KISS1R en células MCF-7.
Cada barra representa el promedio + SEM de 2 experimentos independientes, con una n=4 en cada
uno de ellos. Los datos fueron analizados utilizando el método AACp para la determinacion de la

expresion relativa por la PCR en tiempo real. Sin diferencia significativa.
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También se evaluo el efecto de los SERM’s sobre la expresion de KISS1R al
actuar como agonistas del GPR30, para lo cual, las células MCF-7 fueron tratadas con
el Tam por 24 h. Como se aprecia en la figura 10, las concentraciones utilizadas no

tuvieron un efecto significativo sobre la expresion de KISS1R.
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Figura 10. Efecto nulo del Tamoxifeno sobre la expresion relativa del mRNA de KISS1R en células
MCF-7. Cada barra representa el promedio + SEM de 2 experimentos independientes, con una n=4 en
cada uno de ellos. Los datos fueron analizados utilizando el método AACp para la determinacion de la

expresion relativa por la PCR en tiempo real. Sin diferencia significativa.
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Finalmente, las células MCF-7 expuestas al 4-Oht durante 24 h, presentaron
una disminucion significativa en la expresion de KISS1IR en un 31% con la
concentracién de 1 nM en relacion al grupo control. Las dos concentraciones mayores

no tuvieron un efecto significativo (figura 11).
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Figura 11. Efecto inhibitorio del 4-Hidroxitamoxifeno sobre la expresion relativa del mMRNA de KISS1R
en células MCF-7. Cada barra representa el promedio + SEM de 2 experimentos independientes, con
una n=4 en cada uno de ellos. Los datos fueron analizados utilizando el método AACp para la
determinacion de la expresion relativa por la PCR en tiempo real. * (P<0.001), diferencia significativa al

compararse con el grupo control.
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8. Discusion

Es bien conocido que las hormonas esteroides, particularmente los estrogenos,
presentan una amplia gama de efectos sobre mudltiples tejidos blanco en
practicamente todo el organismo. Entre ellos, destaca su papel fundamental en el
desarrollo normal y neoplasico de la glandula mamaria, de tal manera que son
considerados como uno de los factores de riesgo mas importantes en la
carcinogénesis de mama. Los mecanismos mediante los cuales estas hormonas
llevan a cabo su accion involucran la activacion de receptores tanto nucleares como
membranales, los cuales influyen sobre la maquinaria transcripcional para regular la
expresion de genes relacionados con diversas funciones celulares como la
proliferacion. Sin embargo, en condiciones patolégicas como en el cancer de mama,
no se tiene del todo claro los tipos de receptores que median los efectos

estrogénicos, asi como los genes blancos regulados en dicha condicion.

El uso de lineas celulares como modelo in vitro para el estudio del cancer de
mama ha facilitado el avance en la comprension de los mecanismos celulares y
moleculares que subyacen a esta patologia. Las células MCF-7 han sido exhaustiva y
exitosamente usadas como modelo de tumor mamario para estudiar los efectos de los
estrogenos en tales condiciones. En el presente trabajo propusimos como hipétesis que
la modulaciéon estrogénica de las células MCF-7, incluye al sistema KISS1/KISS1R
como blanco génico, el cual, juega un rol importante para inhibir la metastasis. En el
contexto reproductivo, varios estudios postulan que en el ndcleo periventricular antero-
ventral del hipotalamo de roedores, KISS1 es regulado positivamente por el 17pB-
Estradiol, mientras que en el nucleo arcuato lo regula negativamente (Smith et al.,
2005). El resultado final de esta regulacidn es la activacion del eje hipotalamo-hipdfisis-
gonada y consecuentemente la funcién reproductiva. Sin embargo, no se ha explorado
por completo si en el cancer de mama ocurre una regulacién similar, asi como los
receptores estrogénicos que mediarian dichas acciones. Para analizar esta posibilidad,
utilizamos a las células MCF-7 responsivas a estrogenos (REa+, RER+, GPR30+), en
donde se determino el efecto del 173-Estradiol, del 17B3-Estradiol-BSA, del G-1, del Tam
y del 4-Oht, sobre los niveles de expresion del sistema KISS1/KISS1R.
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El Tam y el 4-Oht son SERM'’s, es decir, son antagonistas parciales de los RE.
En afios recientes se demostré que los SERM’s pueden mimetizar las acciones de los
estrogenos iniciadas en la membrana celular, al actuar como agonistas parciales del
receptor membranal GPR30 (Filardo et al., 2000), lo que supone un funcionamiento
mas complejo de los SERM’s de lo que originalmente se pensaba.

Nuestros resultados, proporcionan evidencia experimental de que el gen de las
kisspeptinas, KISS1, es modulado negativamente por la accién de los estrogenos,
mientras que el gen de su receptor, KISS1R, es modulado parcialmente de forma
positiva. La primera evidencia en la disminucion de KISS1 se observé con el 17(3-
Estradiol, quien lo disminuyé en un 52% después de 24 h del tratamiento. Cuando las
células fueron tratadas con el 17B-Estradiol-BSA, un compuesto que solo activa a
receptores membranales a estrégenos por ser impermeable a la membrana celular,
encontramos que también disminuy6 significativamente la expresion de KISS1 hasta un
61%. Este ultimo resultado sugiere que no es necesario que el 17p-Estradiol entre a la
célula para disminuir la expresion de KISS1 y propone que la activacion de receptores
membranales es suficiente para afectar negativamente la expresion de KISS1. Estos
resultados coinciden con un reporte previo realizado en las células MDA-MB231
transfectadas con los REa y 3, donde se encontré que la concentracion de 100 nM del
17B-Estradiol disminuyé significativamente el nivel de expresion de KISS1 después de
24 h (Marot et al., 2007); sin embargo, en ese estudio no se evalud la participacion de
receptores membranales a estrégenos como el GPR30. En otro estudio, la proteina AP-
20, se demostré6 que es un regulador transcripcional positivo de KISS1 en lineas
celulares de cancer de mama mediante su interaccién con la proteina SP1 (Mitchell et
al., 2006). En neuronas hipotaldmicas de raton GT1-7, se demostré que los estrégenos
regulan la expresion de KISS1 a través de un complejo formado por el REa y las
proteinas SP1/SP3 (Li et al., 2007). En otro trabajo realizado en ratas, se demostré que
el agonista selectivo del REB, no previno el incremento hipotalamico del mRNA de
KISS1 después de la ovariectomia (Navarro et al., 2004), sugiriendo que el REf no

participa en la regulacién negativa de KISS1 en el hipotalamo.
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Un efecto similar producido por el 17B-Estradiol-BSA se observé al aplicar el
agonista selectivo del GPR30, el G-1; se encontrd que afect6 la expresion de KISS1 al
disminuirlo significativamente hasta un 41%, sugiriendo que la activacion del GPR30
forma parte del mecanismo que regula negativamente a KISS1 en las células MCF-7.
En otro estudio, se demostr6 que el G-1 incrementd la proliferacion de células
tumorales mediante su unién especifica al GPR30, evidenciando la funcionalidad del
receptor en la proliferacion tumoral (Albanito et al.,, 2007). En ese sentido, se ha
propuesto al GPR30 como un marcador molecular de diagnoéstico negativo durante la
progresion de tumores mamarios (Filardo et al., 2006, Filardo et al., 2008).

Actualmente, se sigue estudiando el papel funcional del GPR30 en cancer, sin
embargo, hasta el momento no hay reportes que demuestren la relacion del GPR30 con
la expresion del gen supresor de metastasis KISS1. Por lo tanto, el presente trabajo es
la primera evidencia de la participacién putativa del GPR30 en la regulacion negativa de
los estrogenos sobre KISS1 en células de cancer mamario, involucrando un mecanismo
no clasico, es decir, un mecanismo independiente de los RE. Ademas, se demuestra
una regulacion estrogénica de KISS1 similar a la que sucede en el nucleo arcuato del
hipotalamo, pero utilizando un modelo de células de cancer de mama. Estos resultados
apoyan la idea de que las acciones de los estrégenos son dependientes de la
distribucion de sus receptores para afectar la fisiologia de un tejido especifico.

Por su parte, los SERM’s presentaron un efecto parcial sobre los niveles de
expresion de KISS1. El Tam lo disminuy6 significativamente hasta un 32% después de
24 h de tratamiento, mientras que el 4-Oht no present6 un efecto significativo. A
diferencia de las concentraciones utilizadas en el presente trabajo, Marot y
colaboradores (2007), encontraron que 1 uM del Tam incremento la expresion de KISS1
en las células MCF-7 después de 24 h de tratamiento. Estos resultados diferentes
podrian deberse a la diferencia de concentraciones utilizadas en cada estudio. En el
nuestro, encontramos que 1 nM del Tam fue suficiente para disminuir un 30% la
expresion de KISS1, mientras que 100 nM lo disminuyé un 32%. De acuerdo a lo
anterior, es posible que el Tam a concentraciones altas tenga un efecto positivo sobre
KISS1, mientras que a concentraciones bajas, tenga un efecto negativo sobre su

expresion. Se necesitaran de mas estudios para evaluar esta posibilidad. De
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confirmarse totalmente que el Tam actia como un agonista del GPR30, nuestros
resultados sugieren un efecto novedoso del Tam al conocido y que pudiera impactar en
la terapia antiestrogénica del cancer de mama con resultados negativos; ya que estaria
disminuyendo la expresién de un gen supresor de metastasis (KISS1), ademas, al
activar al GPR30 estaria promoviendo la proliferacion de las células tumorales. En el
caso del 4-Oht, se ha demostrado que presenta mayor afinidad por el GPR30; sin
embargo, en nuestras condiciones experimentales, este compuesto no presentd un
efecto significativo sobre KISS1 en las células MCF-7. Se necesitaran de mas estudios
para evaluar la accién agonista del 4-Oht sobre el GPR30O y de sus efectos en las
células MCF-7.

Por otro lado, se ha reportado que las acciones de las kisspeptinas son
mediadas por su receptor KISS1R, cuyo papel se ha investigado en el campo
reproductivo y parcialmente en el cancer. Sin embargo, se desconoce su regulacion
génica en cancer de mama. Por lo tanto, en el presente trabajo, también se investigo si
los estrogenos modulan a este receptor. Encontramos que a las 24 h de tratamiento con
el 17B-Estradiol, se present6 un incremento significativo en la expresion de KISS1R de
hasta 2 veces. El 173-Estradiol-BSA y el G-1 no tuvieron efectos significativos sobre la
expresion de KISS1R. Estos resultados sugieren que el incremento en los niveles del
MRNA de KISS1R en las células MCF-7 requiere de la entrada del 17B-Estradiol a la
célulay de la activacion de los RE, a diferencia de lo encontrado para KISS1. El Tam no
presentd ningun efecto sobre KISS1R. En el estudio previo realizado por Marot y
colaboradores (2007), encontraron que 1 pM del Tam incrementd la expresion de
KISS1R en las células MCF-7. Estos resultados diferentes, podrian deberse a las
diferentes concentraciones utilizadas. En nuestro estudio, la concentracion mas alta fue
de 100 nM, sin embargo, no se observé ningun efecto significativo sobre KISS1R. Por
su parte, el 4-Oht, disminuyé significativamente la expresion de KISS1R en un 31%.
Este ultimo resultado ha sido dificil de explicar, aunque es probable que el 4-Oht esté
actuando como agonista de algun tipo de receptor, que puede ser nuclear o membranal
(GPR30).

Es importante considerar que en el presente estudio Unicamente se determiné la

expresion génica de las kisspeptinas y de su receptor a nivel de RNA mensajero, lo cual
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es un indicio de un posible efecto a nivel de la sintesis proteica, que hasta no ser
evaluado directamente no es posible afirmar. De ser proporcional la disminucién en la
expresion de KISS1 con la disminucion en la expresion proteica, el resultado final
tendria implicaciones sobre la capacidad de las células tumorales para originar nuevas
metastasis en el cancer de mama. Estos hallazgos son prometedores por sus
implicaciones clinicas que pudieran tener para correlacionar los niveles de expresion de
receptores estrogénicos (entre los que destacaria el GPR30) y niveles de expresion de
KISS1/KISS1R, con la finalidad de realizar un diagnostico de la progresion de tumores

de mama.

9. Conclusioén

Nuestros hallazgos, sugieren que en las células MCF-7 de cancer de mama
humano, el gen supresor de metéastasis KISS1 es modulado negativamente por los
estrogenos, involucrando la participacion putativa del receptor membranal GPR30;
mientras que al gen KISS1R es modulado de forma positiva también por los estr6genos,
accion en la que no participan los receptores membranales. Estos descubrimientos
podrian tener implicaciones sobre la progresion del cancer de mama y formacion de
metastasis. En este contexto, se demuestra la participacion del receptor de membrana

GPR30 en las acciones de los estrogenos en células de cancer de mama.
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