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Analisis del Efecto de la Expresion de NIK en Cancer de Mama

1. Introduccion

1.1. Cancer:

El Cuerpo Humano esta compuesto por millones de células que en condiciones
normales crecen, se dividen y mueren de una manera ordenada. Durante los
primeros afos de vida de una persona las células normales se dividen
rapidamente para facilitar el crecimiento. Una vez que se llega a la edad adulta, la
mayoria de las células solo se dividen para remplazar a las células que han sufrido
dafo o que se encuentran en proceso de apoptosis. Cuando las células en alguna
parte del cuerpo comienzan a crecer de manera descontrolada se origina el

Cancer (1).

El cancer es un conjunto de enfermedades caracterizadas por la proliferacion
descontrolada y autonoma de las células. Estas células pueden multiplicarse sin
control y evadir los mecanismos de muerte celular, estas y otras caracteristicas
eventualmente conducen a la invasion de tejidos adyacentes y en muchos casos
la diseminacion de las células hacia sitios distantes y el establecimiento de nuevos

tumores.

El cancer es uno de los principales problemas de salud publica a nivel mundial
debido a la alta incidencia y mortalidad de esta enfermedad. A pesar de que se
han logrado grandes avances para reducir las tasas de mortalidad e incidencia, el
cancer es responsable del mayor numero de muertes en comparacion con las

enfermedades cardiovasculares en personas menores de 85 afios. Desde el 2008,



el cancer es la principal causa de mortalidad en el mundo y la tercera causa en la
poblacion mexicana, esto se debe principalmente a que el 60% de los casos son
detectados en etapas avanzadas, por lo que la tasa de mortalidad en México en el
2009 fue de 65 por cada 100,000 habitantes. En la mayoria de los pacientes que
desarrollan algun tipo de cancer, la enfermedad ocurre de forma esporadica ya
que no cuentan con algun antecedente hereditario y en la mayoria de estos casos
se desarrolla en edad avanzada a consecuencia de la acumulacion de
alteraciones genéticas que ocurren a lo largo de la vida de este tipo de pacientes.
Sin embargo, existe un pequefio porcentaje de pacientes que debido a su historial

hereditario, presentan susceptibilidad a desarrollar algun tipo de cancer.

Desde el punto de vista molecular, el cancer se inicia debido a la acumulacién de
alteraciones en genes esenciales que controlan la proliferacion y muerte celular de
las células (2). En general, todos los tipos de cancer comparten varios rasgos o
capacidades moleculares y celulares como 1) potencial replicativo ilimitado, 2)
adquisicion de auto-suficiencia respecto a senales de crecimiento, 3) evasion de
senales inhibitorias de crecimiento, 4) evasion de apoptosis, 5) formacion de
nuevos vasos sanguineos (angiogénesis) y 6) capacidad de invadir tejidos
adyacentes y generar metastasis. Recientemente, se han descrito nuevas
caracteristicas de las células cancerosas, como alteraciones del metabolismo
energético tumoral y la evasion del sistema inmune (Fig.1). Ademas, se ha
reconocido el papel del microambiente tumoral y la inflamacion en el desarrollo y

mantenimiento de los tumores (3).
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Figura 1. Principales caracteristicas de las células Cancerosas

A nivel mundial, la mayor parte de la mortalidad anual por cancer es

principalmente debido al cancer de pulmén, estébmago, higado, colon y mama (4).

1.2. Cancer de Mama

El cancer de mama surge por la transformacion maligna de las células epiteliales
que revisten los conductos o lobulillos de la glandula mamaria. Estos ductos estan
formados por células luminales y células mioepiteliales o basales, asi como de una
membrana basal que reviste al ducto (Fig. 2). Las células luminales se desarrollan

a partir de la capa interna de revestimiento del ducto mamario. Las células basales



(mioepiteliales) se caracterizan por la expresion de citoqueratinas (CK) 5 y 14 asi

como del receptor EGF (EGFR).
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Figura 2. Lobulillo o Ducto de la Glandula Mamaria.

El cancer de mama es el mas comun entre las mujeres en todo el mundo, pues
representa el 16% de todos los canceres femeninos. Se estima que tan solo en
2012 ocurrieron 521,000 muertes a nivel mundial a causa de este padecimiento y
aunque este cancer esta considerado como una enfermedad del mundo
desarrollado, la mayoria (69%) de las defunciones por esa causa se registran en
los paises en desarrollo. En México, el cancer de mama, es la primer causa de
mortalidad por tumores malignos y constituye la segunda causa de muerte en la
poblacién femenina de 30 a 54 anos y desde 2006, el cancer de mama es
responsable de mas muertes al afio que el cancer cérvico-uterino (5). Es por ello

que durante varios afos se han analizado las caracteristicas de las células



cancerosas para poder comprender los mecanismos moleculares que conducen a

la iniciacion y progresion del cancer (6).

A pesar de que actualmente existen tratamientos mas eficaces para tratar de
manera oportuna el cancer de mama, las tasas de incidencia y mortalidad a causa
de esta neoplasia siguen siendo muy elevadas, De tal forma que es necesario
llevar a cabo un exhaustivo analisis para determinar los factores que estan
involucrados en el origen y desarrollo de esta enfermedad, con la finalidad de

generar futuras estrategias mas adecuadas que permitan eliminar el cancer.

Los factores relacionados con el desarrollo, proliferacion, crecimiento y muerte
celular, son de vital importancia para entender los mecanismos que conducen a la

enfermedad (3).

1.3 Tipos de Cancer de Mama

Existe una gran variacion de parametros para clasificar a los diferentes tipos de
cancer de mama, la mas actual y sugerida es la clasificacion molecular ya que

proporciona un mejor diagnostico en su aplicacion clinica (7).

La clasificacion molecular del cancer de mama ha sido posible gracias a los
recientes avances tecnoldgicos en ciencias gendmicas. Estos avances han
permitido definir subtipos moleculares que presentan caracteristicas clinicas
especificas y ha sido posible generar estrategias terapéuticas mas eficaces para

cada tipo molecular (8).



Esta clasificacion se realiza en base a la expresién simultanea de miles de genes
analizados en un solo experimento mediante la técnica de microarreglos de
expresion. De esta forma, en base a los perfiles de expresion del cancer de mama,
se han definido 5 tipos principales de cancer de mama, el subtipo luminal, HERZ2,

basal, claudin-low y el tipo normal (9).

Subtipo Luminal: Se caracteriza por una elevada expresién del receptor de
estrogenos (ER) y el receptor de progesterona (PR). Se denomina luminal ya que
poseen caracteristicas de células epiteliales luminales. Este tipo de cancer
presenta una baja expresién de genes involucrados en la proliferacion celular.
Este subtipo se puede dividir en 2 grupos Luminal A y Luminal B. El Subgrupo A
se caracteriza por la expresion de ER, PR, Bcl-2 y CK8/18 y por la nula o baja
expresion de HER2. El subtipo luminal A tiene un mejor prondstico ademas de que
este tipo de tumores tiene un riesgo reducido de formacion de metastasis. Este
tipo de cancer puede tratarse con hormonas de tercera generacion inhibidoras de
aromatasa o con un antagonista del receptor de estrogenos (tamoxifen). En
contraste, el subgrupo Luminal B, presenta un fenotipo mayormente agresivo asi
como un alto indice proliferativo y un peor prondstico. Los tumores pertenecientes
al subgrupo luminal B, también expresan ER, PR y generalmente expresan HER2
y EGFR. La caracteristica biolégica principal de este Subgrupo es la expresion de

genes de proliferacién como es MK167 y Ciclina-1.

Subtipo HER2+: Entre el 15 y el 20% de todo el cancer de mama corresponden a
este subtipo. Se caracteriza por la alta expresién del gen HER2 y otros genes

asociados con la via de HER2. Presentan una sobre expresidon de genes
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relacionados con la proliferacion celular, angiogénesis y protedlisis; y una baja
expresion de genes del subtipo luminal. Son altamente proliferativos vy

aproximadamente 40% presentan mutaciones en el gen p53.

Subtipo basal: Este tipo de tumores se caracteriza por la nula expresion de ER,
PRy HER2, de tal forma que se les conoce como tumores triples negativos porque
no expresan ninguno de estos receptores. Se les denomina basal, porque sus
perfiles de expresion, se asemejan a los perfiles de células basales que se
encuentran en los ductos de la glandula mamaria. El subtipo basal, expresa
genes involucrados en proliferacion y altos niveles de marcadores de células
basales como citoqueratina 5/6, 14 y 17. Este tipo de tumores es clinicamente muy
agresivo, y tiene alta capacidad de metastasis. Ademas, actualmente no existen
terapias especificas para este tipo de tumores, por lo que los pacientes que
presentan este subtipo tienen un mal prondstico en respuesta a varias terapias.
Interesantemente, en este subtipo molecular la via de NF-kB esta activa

constitutivamente y su activacion confiere ventajas proliferativas.

Subtipo Normal: Tiene perfiles de expresién muy parecidos al de las células
normales de la glandula mamaria. Estos tumores se caracterizan por la expresion
de muchos genes caracteristicos de células adiposas y otros genes expresados
por células no epiteliales. Los tumores de tipo normal tienen un mejor prondstico y
los pacientes suelen responder adecuadamente a las terapias ya que son menos

agresivas en comparacion con otros subtipos (7).



Subtipo Claudin-Low: Se caracteriza por la ausencia de marcadores de
diferenciacion luminal y por la sobreexpresion de marcadores de la transicidon
epitelio-mesénquima y genes involucrados en la respuesta inmune. Se denomina
Claudin- low, porque estos tumores expresan bajos niveles de proteinas de
adhesion como claudinas 3, 4, 7 y e-cadherina. Al igual que el subtipo basal, la
mayoria de los tumores claudin-low son triples negativos para ER, PR y HERZ,
ademas, este subtipo también tiene una alta activad de la via NF-kB.
Interesantemente, los tumores Claudin- low tienen perfiles de expresion similares
a los perfiles de células troncales cancerosas (CTCs), las cuales son responsables

del mantenimiento y progresion de los tumores.

Los tumores de tipo Claudin-low son mas agresivos en comparacion con los otros
subtipos y los pacientes con este tipo de cancer, tienen un prondstico menos
favorable en respuesta a las terapias convencionales. Debido a esto, es
importante analizar y estudiar las vias de sefializaciéon asi como los factores

moleculares que intervienen en la progresién del cancer (10).

1.4. NF-kB

La familia de NF-kB esta formada por un grupo de factores de transcripcién que
regulan la expresion de diversos genes implicados en la regulacion de multiples
procesos celulares como inflamacion, adhesién, proliferacion, diferenciacion,
apoptosis, invasion y metastasis.(11). Esta via puede ser activada por diversos
estimulos incluyendo citosinas como TNFa e IL-1, radiacién UV, entre otros

(12,13).



Este factor de transcripcién fue descubierto en 1986 en el laboratorio de David
Baltimore donde observaron que esta proteina actuaba como modulador de la

transcripcion de la cadena ligera de las inmunoglobulinas en los Linfocitos B (14).

La familia NF-kB esta formada por cinco proteinas; p105/p50, p100/p52, RelB,
RelA y c-Rel. Estas proteinas pueden formar homo o heterodimeros para unirse a

los sitios kb en el promotor de sus genes blancos y activar su transcripcion (15).

Estos factores de transcripcion, comparten entre si un dominio N-terminal
denominado RHD (Rel Homology domain). Este dominio esta formado por 300
aminoacidos y es el responsable de la dimerizacién entre los miembros de la
familia NF-kB, asi como de la asociacion con inhibidores de NF-kB (IkB) y de la

union con sitios kB en el ADN.

Los miembros de la familia NF-kB pueden dividirse en 2 subfamilias; la subfamilia |
incluye a las proteinas RelA, RelB y c-Rel, las cuales poseen un dominio TAD (en
inglés transcription activation domain) localizado en el extremo Carboxy-terminal.
El dominio TAD es necesario para la regulacion positiva de la expresidén génica.
Esta clase de proteinas son sintetizadas en su forma madura. La subfamilia Il
incluye a los miembros p105 y p100, los cuales carecen de un dominio TAD y son
sintetizados como precursores. Estas proteinas tienen que ser procesadas
proteoliticamente para formar las proteinas maduras denominadas como p50 y

p52 respectivamente (16).
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Figura 3. Miembros de la familia de NF-kB y sus inhibidores. Se muestran los
miembros de la familia NF-kB, sus dominios y su estructura funcional.

También se detalla la estructura de la familia de inhibidores IkB.

La familia de NF-kB es regulada por inhibidores de NF-kB denominados IkB, entre
los cuales se encuentran IkBa, IKBB e IkBe. Estos inhibidores interaccionan y
forman complejos con NF-kB causando la retencion de las moléculas en el
citoplasma impidiendo asi su translocacion al nucleo. Las proteinas |kB a su vez
son reguladas por cinasas IKK's, las cuales fosforilan y provocan la degradacion

de estos inhibidores, permitiendo que los dimeros se trasloquen al nucleo (17).
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La translocacion nuclear de factores NF-kB puede llevarse a cabo mediante dos

vias de sefalizacion, la via candnica y la via alternativa.

La via Canonica puede ser activada por diversos estimulos incluyendo varias
citosinas y productos virales o bacterianos. Estos ligandos se unen a receptores
especificos en la membrana de las células provocando la activacion de un
complejo de cinasas IKK formado por una subunidad de IKKa, IKKB y la subunidad
regulatoria NEMO. Este complejo de cinasas induce la fosforilacion de IkB
provocando su degradacién y desencadenado la translocacion nuclear de los

heterodimeros p50-RelA (18).

La via Alternativa o no Canodnica es activada mediante receptores que estan
involucrados en la formacion de 6rganos linfoides y desarrollo linfocitico como es
el caso de la linfotoxina 3 (LTBR), el receptor activador de NF-kB (RANK) y CD40.
Esta via se encuentra regulada por la cinasa inductora de NF-kB (NIK), la cual
fosforila al complejo IKK, formado por dos dimeros de la cinasa IKKa. NIK e IKKa
participan en la fosforilacion del extremo C-terminal de p100. Esta fosforilaciéon
provoca la poliubiquitinacion de p100 causando la degradacion del extremo C-
terminal de la proteina. El extremo carboxy terminal de p100 impide que el
heterodimero p100/RelB sea translocado al nucleo, de tal manera que p100
funciona como un inhibidor de NF-kB reteniendo al dimero en el citoplasma hasta
que es procesado por el proteosoma. Este procesamiento es necesario para que

se lleve a cabo la translocacion nuclear del heterodimero p52/RelB (19,20).

11



La via de NF-kB esta involucrada en muchos procesos celulares por lo que se ha
considerado que juega un papel importante para la expresion de la mayoria de los
marcadores tumorales en diversos tipos de cancer (21). Evidencias recientes han
demostrado que la via de NF-kB esta constitutivamente activa en una poblacién de
células troncales cancerosas (CTCs). Las CTCs son una subpoblacion dentro de
un tumor, las cuales pueden auto-renovarse y diferenciarse en varios tipos de
células tumorales. Las CTCs son altamente tumorigénicas, y relativamente
resistentes a la quimioterapia convencional y radioterapia. Las CTCs son las
responsables de mantener el crecimiento de un tumor y se piensa que son las
responsables de la formacién de metastasis. Algunos estudios previos han
propuesto que la activacion de NF-kB en CTCs regula la capacidad de auto-
renovacion de estas células, sin embargo, aun no se precisa el mecanismo

molecular mediante el cual ocurre la regulacion (22).
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Figura 4. Principales vias de activacion de NF-kB.
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1.5. NIK

NIK es una cinasa serina treonina también llamada MAP3K14 (mitogen-activated
protein 3 kinase 14). El gen NIK se localiza en el cromosoma 17g21 y codifica una
proteina de 104 kDa, la cual se localiza principalmente en el citoplasma, aunque

también se encuentra en nucleo (23).

NIK induce la activacion de la via alternativa de NF-kB a través de la fosforilacién
de IKKa, aunque también se ha reportado que NIK forsforila a IkBB y puede
participar en la activacion de la via candnica. En condiciones basales, la proteina
NIK es degradada continuamente gracias a la interaccion con las proteinas
ubiquitin ligasas TRAF2 y TRAF3 las cuales permiten la unién de proteinas clAP1

y clAP2 que en conjunto provocan la degradacion de NIK (24).

La proteina NIK es necesaria para la activacion de la via de NF-kB inducida por
TNFa y participa en el procesamiento de p100 a p52 (25). La proteina NIK tiene
varios dominios que le permiten interactuar con IKKa, p100 y con las moléculas
que regulan su estabilidad. Los cuatro dominios de NIK son la region basica, la
region rica en prolina, el dominio cinasa y el dominio de union a TRAF que se
localiza en el extremo C-Terminal. El extremo carboxy terminal de NIK es el
responsable de las diversas interacciones, a través de este dominio NIK puede
interactuar con IKKa, p100 y las ubiquin ligasas TRAF1, 2, 5y 6. TRAF3 interactua
con NIK a través del extremo N-terminal, interesantemente, la delecién de este
dominio provoca la estabilizacion de NIK ya que TRAF3 es necesario para la

degradacion de esta cinasa (26).
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Figura 5. Dominios de NIK y sitios de interaccion.

La proteina NIK tiene también sefales de importe y exporte nuclear localizadas en
el extremo N-Terminal y el C-Terminal respectivamente. Estas sefales son las

responsables de que NIK pueda entrar y salir del nucleo.

El papel de NIK en la activacion de la via no canodnica se ha podido elucidar
mediante el estudio de una mutacion a nivel molecular en el gen de NIK que
ocurre de forma natural en ratones. Esta enfermedad es Ilamada Alymphoplasia
(aly). Aly-NIK es incapaz de unirse a IKKa y p100, por lo tanto las células con aly-

NIK fallan al activar la via no candnica de NIK (26,27).

1.6 NIK en Cancer

Estudios previos han demostrado que muchas neoplasias hematoldgicas poseen

alteraciones en el gen de NIK, en la actividad de NIK o en la expresién de la
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proteina y se ha determinado que la inhibicién de NIK reduce la sobrevivencia de

las células cancerosas (28,29).

En células de mieloma multiple se han observado varias mutaciones y deleciones
en los genes TRAF2, TRAF3 y clAP’s que regulan la degradacién de NIK. La
alteracion de estos genes ocasiona acumulacion de NIK y sobre-activacion de la

via no canénica de NF-kB (30).

Estudios posteriores, han demostrado que la sobre-expresion de NIK en
fibroblastos de Rata ocasiona la transformacion celular de estos fibroblastos, de
manera que NIK parece ser una cinasa importante en el inicio y progresion del
cancer. La inhibicion de NIK mediante RNA de interferencia en leucemia de
células T disminuye la actividad de NF-kB y suprime el crecimiento tumoral en
ratones con inmunodeficiencia severa combinada (NOD/SCID). Estos resultados
demuestran que la regulacion en la expresion de NIK juega un papel muy
importante en la activaciéon de NF-kB en ATL’s y fibroblastos murinos, sugiriendo

también que NIK es un atractivo blanco para el estudio del cancer (28).

En tumores sélidos, existen algunos reportes que resaltan la importancia de NIK
en la tumorigenesis, sin embargo, el mecanismo por el cual NIK modula el

crecimiento tumoral no ha sido explorado completamente (31).

En células de melanoma metastatico y melanoma primario, la inhibicién de NIK
provoca una disminucion en la proliferacién y un aumento en la apoptosis. Asi
mismo, la inhibicion de NIK causa una disminucién en la expresion de genes

implicados en tumorigénesis (23).
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En cancer de mama, se ha demostrado que las lineas celulares de tipo basal,
tienen activa la via de NF-kB y expresan niveles altos de NIK. En contraste, las
lineas celulares de tipo luminal expresan bajos niveles de NIK y poca actividad de
NF-kB (Fig. 6). Cabe mencionar que NIK esta involucrado con la proliferaciéon del

cancer de tipo basal (9).
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Figura 6. Expresion de NIK en distintas lineas celulares de cancer de mama

de tipo lumina y basal (9).

La actividad de esta proteina podria jugar un papel muy importante en el
mantenimiento del cancer de mama asi como en los procesos moleculares
relacionados a la actividad de NF-kB. NIK parece ser un blanco terapéutico
atractivo para disminuir la capacidad tumorigénica de las células, sin embargo, es

necesario realizar mas estudios para entender los mecanismos y procesos en los
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que esta proteina esta involucrada. En el laboratorio hemos analizado la inhibicion
de NIK en lineas celulares de cancer de mama y hemos demostrado que NIK
afecta la capacidad tumorigénica e invasiva de las células cancerosas. Con
respecto a la sobre-activacion de NIK, aun se desconocen los efectos de la

expresion en células de cancer de mama.

2. Hipétesis:

NIK es una proteina esencial que activa la via no candénica de NF-kB, involucrada
en procesos de diferenciacion, invasion y migracion. La expresion forzada de NIK
en células de cancer de mama probablemente induzca la sobreexpresion de

genes asociados a dichos procesos.

3. Objetivo general

Evaluar el efecto de la sobreexpresion de NIK en la adquisicon de un fenotipo

tumorigenico de la linea celular MCF-7.

4. Objetivos Particulares

e Sobre-expresar NIK establemente en la linea celular MCF-7 mediante
transfeccion celular con el vector pT-REx-DEST30 el cual contiene el marco
de lectura del gen NIK.

e Determinar y comprobar que las lineas estables transfectadas
sobreexpresan NIK

e Analizar la expresion de los genes NANOG, SOX2, OCT4, VIM, SNAIL,

MUC1 y CXCR4 en las lineas estables transfectadas que sobreexpresan
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NIK para determinar si la expresion de NIK induce la expresion de
marcadores que promueven la tumorigenesis.

e Determinar el efecto de la sobre-expresion de NIK en la capacidad
clonogénica (formacion de colonias a partir de un numero limitado de
células) y tumorigénica (capacidad de formar tumores en ratones
inmunosuprimidos) de las células MCF-7 transfectadas.

e Analizar el efecto de la sobreexpresion de NIK en la regulacién de genes
involucrados en invasion, migracion, asi como los relacionados con la
adquisiciéon de un fenotipo tumorigénico (OCT4, NANOG, SOX2, VIM,
SNAIL, MUC1 y CXCR4) en las células MCF-7.

e Determinar la expresion de proteinas de la via de NF-kB que son reguladas

por NIK (p52, RelB y p65)

5. Método

5.1 Cultivo celular

Las células MCF-7 fueron obtenidas de ATCC y cultivadas en medio RPMI-1640
suplementado con 5% de SFB, en condiciones de 37°C y 5% de CO, estas
mismas condiciones fueron utilizadas para cultivar las células MCF-7

transfectadas.

5.2 Sobre-expresion de NIK

Para sobre-expresar NIK se utilizd el vector pT-REx-DEST30-NIK (NIK+), el cual

contiene el marco de lectura que codifica para el gen NIK y como control se utilizé
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el mismo vector con el marco de lectura para el gen bacteriano LacZ (pT-REx-

GW30-lac2).

Figura 7. Diagramas de los vectores empleados A) vector +NIK que contiene
el marco de lectura de NIK asi como el de resistencia a Neomicina (G-418).
De igual forma en B) se muestra el diagrama del Vector Control con el marco

de lectura a resistencia a G-418

5.2.1 Amplificacién y expresiéon del vector pT-REx-DEST30-NIK y el vector

pT-REx/GW/30/lacZ.

Para obtener la cantidad necesaria de plasmido para la transfeccion se amplifico
los vectores utilizados mediante transformacion bacteriana. Para llevar a cabo la

transformacion se utilizé el kit TransformAID de Fermentas en bacterias E. Coli-
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DHb5-alfa introduciendo los vectores mediante choque térmico siguiendo las

condiciones indicadas por el fabricante.

Las bacterias transformadas se sembraron en placas de agar LB Broth con
100pg/ml de ampicilina. Las bacterias transformadas se seleccionaron debido a la

expresion de un gen bacteriano que confiere resistencia a ampicilina.

/O

Plasmido

recombmant E. Coli

Célula hospedadora

Célula
transformada

Figura 8. Transformacion Bacteriana.

Para la extraccion del plasmido se utilizé el Kit High Speed Maxi Prep (QIAGEN)

utilizando las condiciones recomendadas por el fabricante.

5.2.2. Digestion de plasmido

El plasmido se digiri6 con las enzimas de restriccion Eco-RV y MLU1 con la
finalidad de comprobar su identidad. Para la digestion con EcoRV se incubd
durante 1hra 37°C y se inactivo a 80°C durante 20 minutos. La digestion con Mlu1

se realizé durante 1hr a 37°C y se inactivd a 65°C durante 20 minutos.
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Posteriormente, el DNA se corrié en un gel de agarosa al 0.8% para comprobar

que el plasmido obtenido era el correcto.

5.3. Transfeccion en células MCF-7

Para transfectar las células, se utilizo el protocolo de Lipofectamina LTX
(Invitrogen), brevemente, las células se transfectaron con 3000ng de plasmido y
7.5l de lipofectamina en medio sin suero durante 16 horas y posteriormente se
retiré el medio y se agregé medio con 5% SFB. Los plasmidos utilizados tienen el
gen de resistencia al antibidtico G418, por lo que se realizaron curvas de seleccion
para determinar la minima concentracion que provoca muerte masiva en 7 dias.
La seleccion de las células transfectadas inicio 48 horas después de la
transfeccion y se seleccionaron con 100mg/ml de G418 (Gibco) durante 3
semanas. El medio de seleccion fue remplazado cada tercer dia. Las células se

trabajaron a una confluencia de 80% para los posteriores experimentos.

5.4. Extraccion de RNA y RT-PCR.

El RNA total se extrajo utilizando Trizol Reagent (Life technologies, Inc.,
Gaithersburg, MD), siguiendo las instrucciones del fabricante. La integridad del
RNA se analizé en un gel de agarosa al 1% en condiciones desnaturalizantes. La
concentracion de RNA se determind mediante el uso de NanoDrop. El ensayo de
RTPCR se llevd acabo usando 2000ng de RNA de ambas lineas transfectadas
(MCF-7 +NIK y MCF-7 Control) utilizando el kit High Speed cDNA (Applied
Biosystems). Posteriormente, 1 pl de cDNA obtenido fue utilizado para llevar a

cabo una reaccion de PCR con oligonucleétidos especificos para los genes
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estudiados. La secuencia de cada primer y la temperatura de fusién (Tm) se
encuentran en la Tabla 1. Para la reaccion de PCR, se utilizd el siguiente
programa: 1 ciclo de 95 °C por 10 minutos, seguida de 25-35 ciclos de 95°C por 30
segundos, Tm por 30 segundos, 72°C por 30 segundos y finalmente un ciclo de
extension de 72°C por 5 minutos. El numero de ciclos para cada gen se determiné
mediante una curva de saturacion. Para visualizar los productos amplificados, se

realizo electroforesis en gel de agarosa al 1.8% con bromuro de etidio.

Tabla 1.

OLIGONUCLEOTIDO SECUENCIA Tm (°C)
NIK F 5-TTAGAAACACCCCGCAGTTC-3’ 56°
NIKR 5-TCCACACGTGGTTCAGACAT-3’ 56°
Snail F 5-CCTGCTGGCAGCCATCCCAC-3’ 64°

Snail R 5-TCCTGGAGCCGAAGGGAGGC-3’ 64°
Nanog F 5-CCAGTCCCAAAGGCAAAC-3’ 56°
Nanog R 5-AGGCATCCCTGGTGGT-3’ 56°
Sox2 F 5-AGGAGTTGTCAAGGCAGAG-3’ 56°
Sox2 R 5-CCGCCGATGATTGTTATT-3" 56°
Oct4 F 5-ACATCAAAGCTCTGCAGAAAGAAC-3’ 56°
Oct4 R 5-CTGAATACCTTCCCAAATAGAACCC-3’ 56°
Vimentina F 5-TGGCCGACGCCATCAACACC-3’ 64°
Vimentina R 5-GTCCTCGGCCAGGTTGTCGC-3’ 64°
MUC F 5- CAGCTGCCCGTAGTTCTTTC-3" 56°
MUC R 5- AGACGTCAGCGTGAGTGATG- 3’ 56°
IKKa F 5- GACTTGATGGAATCTCTGGA- 3’ 50°
IKKa R 5- GATGCCATATTTCTTTCTGC- 3° 50°
IKKB F 5-GCAGCAGAAGTACACAGTGA- 3’ 54°
IKKB R 5- ATGTCCACCTCACTCTTCTG- 3° 54°
TBP F 5- CCACAGCTCTTCCACTCACA -3° 56°
TBP R 5°- CTCATGATTACCGCAGCAAA - 3° 56°
CXCR4 F 5- CTGAGAAGCATGACGGACAA- 3’ 56°
CXCR4 R 5- GACGCCAACATAGACCACCT -3’ 56°
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5.5. Fraccionamiento de proteinas citosolicas y nucleares

Para la extraccidn de proteinas citosdlicas y nucleares se utilizaron 2 millones de
células, brevemente, las células fueron raspadas y se centrifugaron a 1500 rpm
durante 1 minuto. El pellet de células se resuspendio en 500ul Buffer A (100 mM
Hepes (pH 7.5), 500 mM MgCI2, 4M KCI, 500 mM EDTA, 250mM EGTA)
suplementado con 1x de un Coctel Inhibidor de Proteasas (PIC). Las proteinas se
incubaron en hielo durante 15 minutos. Posteriormente se adiciond una solucién
NP-40 al 10% y se resuspendio con ayuda de un equipo Vortex, incubando en
hielo durante 2 min. Inmediatamente terminado el tiempo de incubacién se
centrifugd a 5000 rpm a 4°C durante 5 min. Finalmente se extrajo el sobrenadante
ya que este contiene las proteinas Citosdlicas y se almacend a -20°C. El pellet
restante que contiene las proteinas nucleares se disolvi6 en Buffer C (100mM
Hepes (pH 7.5), 4M NaCl, 500mM EDTA, 50% Glicerol, 1X PIC) y se incubd la
muestra a 4°C durante 30 min. Posteriormente centrifugamos a 8000 rpm durante
5 min a 4°C y se trasladé la fase acuosa conteniendo las proteinas nucleares a un

tubo Eppendorf y se almacenaron a -20°C.

5.6. Western Blot

Para la deteccion de las proteinas de interés se utilizé el método de Western Blot
que consistido en la transferencia de proteinas tanto nucleares como citosodlicas
para reconocer a p52, RelB, tubulina y nucleolina. Para llevar a cabo la
transferencia se utilizaron geles de poliacrilamida utilizando un Gel separador al

10Xy un Gel Concentrador 10X. Para cerciorarnos que cada carril del gel contenia
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la misma concentracion proteica de cada muestra se cuantificaron utilizando el Kit
Bradford y posteriormente se calcul6 la concentracion utilizando una Curva Patrén
para que cada muestra contuviese 40mg. Posteriormente se prepararon las
muestras adicionando 2.5ul de Buffer de Carga por cada 10ul de muestra. Se
coloco en el Gel para transferir a 80v durante 2hrs. Posteriormente se transfirié el
contenido del Gel a una membrana utilizando una camara semi-humeda durante
20 min a 15V. En seguida se incuba la membrana en Solucion de Bloqueo al 5%
durante toda la noche. Posteriormente se dividié la membrana de tal manera que
se pudiese identificar las proteinas de interés utilizando los siguientes anticuerpos
primarios para RelB (1/100), p52 (1/100), Nucleolina (1/300) y Tubulina (1/200).
Incubando durante 2 horas a temperatura ambiente. Al concluir este tiempo se
realizaron lavados para retirar los excesos y falsos positivos de Anticuerpo
primario y posteriormente se incubd con anticuerpo secundario (1/2000) durante 2
horas a temperatura ambiente. Nuevamente se realizaron lavados para retirar el
exceso de anticuerpo secundario. Por ultimo se utilizé el Kit de revelado Millipore
Luminol para identificar la expresion de las proteinas y se utilizé el equipo Versa

Doc para revelar la membrana.
5.7. Inmunofluorescencias

Para analizar la expresibn de las proteinas de interés, se realiz
inmunofluorescencia de p52, p65, RelB, p50 y NIK. Brevemente, 5x10° células se
lavaron con PBS y se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 20 minutos y se
permeabilizaron con 0.1% de Triton durante 30 min. Posteriormente las células se

lavaron con PBS y se bloquearon con albumina 5% durante 1 hora y después se
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incubaron con los anticuerpos primarios overnight a 4°C. Las imagenes se

capturaron en un microscopio confocal (Zeiss LSM 510).
5.8. Ensayos Clonogénicos

Para examinar la capacidad clonogénica de las células que sobreexpresan NIK se
realizaron ensayos clonogénicos en agar suave. Brevemente, 1000 células
individuales se colocaron en medio DMEM suplementado con 5% de suero y 0.3%
de agarosa de bajo punto de fusién y se sembraron en placas de agar con 0.5%
de agarosa de bajo punto de fusién. Después de 40 dias en cultivo, las colonias se

tineron con 0.1% de cristal violeta y se contaron con el software ImageJ.
5.9. Ensayos de formacion de tumores

Para determinar el potencial tumorigenico de las células que sobre-expresan NIK,
se utilizaron 1 x 10° células, las cuales fueron inyectadas de manera subcutanea
en ratones inmunodeficientes nu/nu hembras de 6 semanas. Los ratones fueron
examinados cada semana para identificar la presencia del tumor. Después de 150
dias, se midié el tumor con un vernier y se calculé el volumen del tumor mediante
la siguiente formula: Volumen del tumor = (Diametro mas largo) X (Diametro mas

corto)?/2.
6. Resultados
6.1. Digestidén de Plasmidos

Para transfectar células MCF-7 con los plasmidos correspondientes, se

amplificaron los plasmidos en bacterias DH5a y posteriormente se realizaron maxi
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preparaciones para obtener suficiente cantidad de vector para las transfecciones
posteriores. Una vez extraida la cantidad de plasmido requerido, se determind la
identidad de los plasmidos mediante enzimas de restriccion elegidas con base a
los programas Mapper y NEBcutter V2.0, los cuales determinan el sitio de
restriccion en ambos vectores. Para digerir el plasmido pT-REx-DEST30-NIK se
utilizaron las enzimas EcoRV y MLU1 y para el vector pT-REx-GW30-lacZ se

utilizé BamHI y finalmente MLU1.

La digestién del vector pT-REx-DEST30-NIK con EcoRV y MLU1 genera dos
fragmentos de 5208pb y 3577pb, lo cual concuerda con el mapa de restriccion del

plasmido.

La digestion del vector pT-REx-GW30-lacZ con MLU1 genera 4 fragmentos
debido a que la enzima MLU1 reconoce 4 sitios de restriccion dentro del plasmido.
Los fragmentos generados son de 780pb, 425pb, 642pb y 7152pb. La digestiéon
del vector con BAMH1 genera dos fragmentos de 5868pb y 3131pb debido a que

solo existen dos sitios de restriccion para esta enzima.

Los resultados de la digestion nos permitieron verificar la identidad de los
plasmidos, ya que todos los fragmentos generados, corresponden con los sitios de

restriccion virtuales obtenidos con los programas antes mencionados.
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Figura 9. Digestion del plasmido +NIK. En 1) Marcador de peso, 2) Plasmido

extraido con el Kit High Speed Maxi Prep (QIAGEN) 3) Digestion del Plasmido

con la enzima EcoRV y Mlu1.
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Figura 10. Digestion del Plasmido Control (LacZ). En 1) Marcador de Peso, 2)

Plasmido extraido con el Kit High Speed Maxi Prep (QIAGEN), 3) Digestion
del Plasmido con la Enzima Mlu1, 4) Digestion del Plasmido con la enzima

BAMHI
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6.2. Células transfectadas

Para llevar a cabo la sobre expresion de NIK en la linea celular MCF-7 se
transfectaron las células en base al protocolo de Lipofectamina LTX (Invitrogen).
Los plasmidos transfectados contienen secuencias de expresidon para resistencia a
G-418 por lo que fue necesario disefiar una curva de concentracion de este
antibidtico para determinar la concentracidn minima que ocasione la muerte del
100% en células sin transfectar en 10 dias. Mediante esta curva se determiné que
una concentracién de 100ug/ml provoca la muerte de las células que carecen del
vector de interés, por lo que esta concentracién de antibidtico facilité la seleccién
de las células que exitosamente adquirieron el plasmido. Después de 4 semanas
de seleccion se obtuvieron lineas celulares estables que crecieron aun en
presencia del antibidtico (Fig.11B) y se observd que las células control no
transfectadas fueron sensibles al antibiético y mueren separandose del sustrato.

(Fig.11A)

A

Figura 11.- Donde A se refiere a la imagen de las células MCF-7 control no
transfectadas tratadas con 100pg/ml de G-418 y B se refiere a la imagen de

las células MCF-7 transfectadas tratadas con 100ug/ml de G-418.
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6.3. Sobre expresion de NIK en las células transfectadas

Para comprobar la sobre-expresion de NIK se extrajo ARN de las células
transfectadas utilizando Trizol Reagent (Life technologies, Inc., Gaithersburg, MD),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Para verificar la integridad del ARN, se
corrié un gel de agarosa al 1% en condiciones desnaturalizantes (Fig. 12). En la
figura podemos observar la presencia de dos bandas de 28s y 18s, ademas se
observa que el RNA 28s es mas abundante que el 18s por lo que podemos
concluir que el ARN es integro. Asi mismo la concentracién y pureza de ARN se
determind mediante el uso de NanoDrop teniendo como resultado una
concentracion de 3983.2 ng/ul con una pureza de 1.83 para las células con el
vector control y 5974.8 ng con una pureza de 1.84 para las células con el vector

NIK+.

Figura 12. Electroforesis para comprobar la integridad del ARN extraido. En
A se analiz6é a una concentracion de 1l = 3983.2 ng y en B a 1.5ul = 5974.8
ng.
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Posteriormente se realizd el ensayo de RT-PCR usando 2000ng de ARN de las
lineas transfectadas (MCF-7 +NIK y MCF-7 Control) utilizando el kit High Speed
cDNA (Applied Biosystems) con la finalidad de retrotranscribir el ARNm y obtener
ADNc. Posteriormente, 1 yl de ADNc obtenido de cada linea fue utilizado para
llevar a cabo una reaccion de PCR con oligonucleotidos especificos para NIK.
Posteriormente analizamos la expresion del transcrito y comprobamos que en la
linea celular transfectada con el vector NIK+ expresa mayores niveles de NIK en
comparacion con la linea celular transfectada con el vector Control (Fig.13). La

linea estable NIK+ expresa 2.8 veces mas NIK que la linea control.

M C NIK+ C NIK+

GusB NIK

Figura 13. Analisis de productos de PCR de GUSB y NIK en Gel de Agarosa
al 1.8% M- marcador de peso, C- células estables trasfectadas con el vector
control, NIK+ -células estables transfectadas con el vector que contiene el
ORF de NIK. Este ensayo se repitiéo en 3 ocasiones posteriores arrojando el

mismo resultado.
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Para verificar que el pase celular no alter6é el efecto de sobre-expresion en las
lineas celulares, se extrajo RNA de pase 1, 2, 3y 4 y se determiné la expresion de
NIK mediante PCR. Los resultados nos indican que las células de pase 4 siguen
sobre-expresando NIK, por lo que decidimos usar pase 3 para todos los

experimentos (Fig.14).

PASE 1 PASE 2 PASE 3 PASE 4
C1 N1 C1 N1 C2 N2 C2 N2 C3 N3 C3 N3 C4 N4 C4 N4
- , ,
- we - . — . L B
.e . .. ' -~e

NIK GusB NIK GusB NIK GusB NIK GusB

Figura 14. PCR para NIK en distinto pases celulares donde C1, 2, 3 y 4
corresponden a los ensayos con el Vector Control. En N1, 2, 3 y 4 ensayos

PCR para NIK con el Vector NIK+.

6.4. Western Blot

Para comprobar que la expresién de NIK activa los factores NF-kB, se extrajeron
proteinas citosodlicas y nucleares de las células transfectadas con el fin de detectar
la expresion de proteinas involucradas tanto en la via candnica asi como, en la

via no canonica. La deteccion de las proteinas de interés se llevd a cabo mediante
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el método de Western Blot que consistié en la transferencia de proteinas tanto
nucleares como citosdlicas para reconocer a p52, p65, RelB, tubulina y nucleolina
(Fig. 15). De manera interesante, los resultados obtenidos muestran que al sobre-
expresar NIK, la expresion de RelB, p52 y p65 muestra un incremento en su
expresion a nivel nuclear, esto, con respecto a las proteinas de las células control
(Fig. 16). Mientras que el extracto proteico citosolico se observa que mantienen un
comportamiento similar entre ambas lineas (NIK+ y Control). Por lo que podemos
suponer que la expresion de NIK juega un papel muy importante para la activacion

de ambas vias de NF-kB.

CcC CN NC NN

RelB

po2

p65

Tubulina

. - Nucleolina

Figura 15. Western Blot para p52, RelB y p65. En CC proteinas citosodlicas de
células control. CN= proteinas citosolicas de células NIK+. NC= Proteinas
nucleares extraidas de células control. NN= proteinas nucleares de células

NIK+.
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Figura 16. Densitometria del Western Blot contra RelB, p52 y p65.

6.5 Caracteristicas de las lineas estables

De manera interesante, se observo que las células estables que sobre-expresan
NIK presentan caracteristicas morfolégicas muy distintas a las células
transfectadas con el vector Control. Las células NIK+ poseen una morfologia mas
alargada en comparacion con las células Control, estas células poseen una
morfologia tipo mesenquimal, mientras que las células control presentan un
fenotipo epitelial (Fig.17). EI cambio en la morfologia observada se asemeja a
células que han experimentado una transicion epitelio mesénquima, recientemente
se ha demostrado que la TEM genera células tipo troncales que pueden auto-
renovarse y/o diferenciar en otras células cancerosa. De manera interesante, en la

linea luminal MCF-7, la cual presenta bajos niveles de NIK, probablemente al
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sobre expresar o forzar la expresion de NIK se induzca a una morfologia

mesénquimal caracteristica de las lineas basales como la linea de cancer de

mama MDA-231.

Figura 17. Cultivos celulares a través de microscopio a 40X. En A células
transfectadas con el vector control pT-REx/GW-30/lacZ. En B células

transfectadas con el vector pT-REx/DEST-30/NIK. En C células MDA231,

células de cancer de mama de tipo basal.
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6.6. Analisis de Marcadores de fenotipo tumorigénico.

Para determinar si existe la posibilidad de que las células transfectadas con el
Vector NIK+ expresen genes de CTC o genes asociados con la TEM realizamos
ensayos de PCR mediante el protocolo anteriormente detallado. De manera
interesante los resultados demostraron que al sobreexpresar NIK ocurre un
incremento en la expresion de los genes NANOG y SOX2, los cuales son factores
de transcripcion involucrados en la auto-renovacion y multipotencia de las CTC.
Por el contrario, el gen MUC-1 esta disminuido en las células que sobre-expresan
NIK. MUC-1 estd asociado a células epiteliales diferenciadas y se encuentra

ausente en CTC.

Por otra parte, los genes SNAIL y Vimentina, los cuales estan involucrados en la
transicion epitelio mesénquima también presentaron una pequeia sobre expresion
en las células NIK+ con respecto a las células control, de igual forma, el gen
CXCR4 se demostré una ligera sobre expresion en las células que sobre expresan
NIK (Figs.18 y 19). Cabe mencionar que el gen CXCR4 es un gen blanco de la via
de NF-kB ademas de estar asociado a motilidad y a la proliferacion de las células

cancerosas en sitios metastasicos especificos.
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Figura 18. PCR de marcadores asociados a CTC y TEM. En C PCR de células
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Figura 19. Densitometria de PCR de marcadores tumorigénicos expresados

en las células control y NIK+.
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6.7. Ensayo de clonogenicidad

Debido a que las CTC poseen una mayor capacidad de generar colonias, se
analizé la capacidad clonogénica de las células que sobreexpresan NIK por lo que
se realizaron ensayos clonogénicos en agar suave colocando 1000 células en
medio DMEM suplementado y en las condiciones reportadas en la seccion de
método. De manera interesante, las células transfectadas con el Vector NIK+
desarrollaron un mayor numero de colonias asi como un mayor tamafo de estas
mismas, con respecto a las células transfectadas con el vector control (Fig. 20 y

21)

Numero de colonias

Figura 20. Clonogenicidad de células control y de células NIK+.
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Figura 21. Las colonias formadas por las células que sobreexpresan NIK son
de mayor tamafio que las colonias formadas por las células control, esto se
observa de manera cualitativa y cuantitativa como muestra la figura. La
grafica muestra el promedio de 3 experimentos, pvalue = 0.0013 por lo que

los valores obtenidos son estadisticamente significativos.

Estos resultados sugieren que las células que sobre-expresan NIK probablemente

poseen un mayor numero de CTC y por ende una mayor clonogenicidad.

6.8. Ensayo tumorigénico

Cabe mencionar que una de las principales caracteristicas de las CTC es la
capacidad de formar tumores cuando se trasplantan en ratones inmunodeficientes.

Para determinar si las células NIK+ pueden adquirir un comportamiento semejante

38



a las CTC, se inyectaron de manera subcutanea 1 x 10° células a ratones
inmunodeficientes nu/nu hembras de 6 semanas. Se examinaron cada semana
durante 2 meses en las condiciones indicadas por el bioterio. El grupo de ratones
a los que se les injertaron células con el Vector Control solo 1 de 5 mostré una
pequefia tumoracion, el resto no mostraron generacion o presencia de algun tumor
durante el tiempo de observacién. En contraste, el grupo de ratones a los que se
les injertaron células con el Vector NIK+, 3 de 5 ratones mostraron generacion
tumoral. Posteriormente al medir el volumen de los tumores, determinamos que
los tumores generados por las células con el vector NIK+ tienen un mayor volumen

con respecto a los tumores generados por las células con el Vector Control.

Figura 22. Crecimiento tumoral en ratones inmunodeficientes. En ambos

grupos se observan para NIK+ solo 4 de 5 casos y en el grupo Control solo 3
de 5 casos ya que los ratones faltantes murieron durante el proceso. Tres de

los 4 ratones transplantados con las células NIK+ formaron tumores con un
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volumen semejante, mientras que los ratones inyectados con las células

control solo formaron 1 tumor de un tamafio muy pequeio.
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Figura 23. Descripcidon cuantitativa de los tumores generados.

7. Discusion de Resultados

NIK juega un papel muy importante en el desarrollo, mantenimiento y progresiéon
del cancer, principalmente a través de la activacién de los factores de transcripcion
NF-kB. Los genes implicados en la via, como son, p52, RelB y p65 han sido
asociados a procesos inflamatorios, respuesta inmune y cancer. Particularmente,
el gen p52 se ha observado sobre expresado en diversos tipos de cancer
principalmente en cancer de mama y colon (32). Los resultados obtenidos
muestran una mayor expresion de las proteinas p52, RelB y p65 en las células
que sobre-expresan NIK con respecto a las control, por lo que podemos suponer

que la sobre-expresion de NIK incrementa la actividad de la via NF-kB. Estudios
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previos han relacionado la expresiéon de NF-kB con la malignidad del cancer de
Mama y han determinado que el cancer de mama de tipo basal tiene una mayor

actividad de NF-kB, la cual provoca un incremento en la proliferacion celular (2).

Las lineas de cancer de tipo luminal expresan niveles muy bajos de moléculas de
la via de NF-kB y tienen poca actividad de NF-«kB. La linea celular MCF-7 es una
linea luminal con caracteristicas epiteliales y con baja expresion de NIK.
Sorprendentemente, la sobreexpresion de NIK en MCF-7 provoca un cambio en la
morfologia de las células, observandose una morfologia similar a la de las células
mesénquimales. Se sabe que las células epiteliales pueden perder ciertas
caracteristicas como la adhesion célula-célula y la polaridad apico-basal
adquiriendo caracteristicas mesenquimales. Las células mesenquimales pueden
desarrollar capacidad de invasion, movilidad y resistencia a apoptosis. Este
proceso es denominado Transicién Epitelio Mesénquima (TEM). La TEM es un
proceso molecular y celular que se presenta durante el desarrollo embrionario y
esta asociado a algunos procesos patolégicos como el Cancer. Las células que
han experimentado una transicién epitelio mesénquima presentan una morfologia
mayormente alargada. Esto es debido a que durante la TEM los elementos del
citoesqueleto son reorganizados y el citoesqueleto periférico de actina es
reemplazado por fibras de estrés, mientras que los filamentos intermedios de
citoqueratina son reemplazados por Vimentina (33). De manera interesante,
observamos que la sobre-expresiéon de NIK provoca un ligero incremento en la
expresion de Vimentina, por lo que para ser biolégicamente relevante tendria que

replicarse el experimento. Estos resultados sugieren que NIK puede regular la
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TEM mediante la expresion de genes asociados a células mesenquimales,
otorgando caracteristicas mesenquimales a células con un fenotipo epitelial. Otro
gen involucrado en la TEM es el gen Snail, este gen es un inductor de la TEM
debido a que inhibe la expresién de E-cadherina y ocasiona la pérdida de la
adhesion intercelular (34). De manera interesante, observamos que la sobre-
expresion de NIK también provoca un aumento en la expresion de SNAIL, este
gen es un inductor de la migracion e invasion de las células cancerosas, por lo que
podemos suponer que la expresién de NIK puede favorecer la TEM y fomentar la
migracion de las células cancerosas. Por otra parte, se sabe que Snail también
puede inhibir la expresion del gen MUC-1. La principal funcion de MUC-1 en
células normales es recubrir la superficie apical de las células epiteliales (34). De
manera interesante, NIK provoca una disminucion de la expresion de MUC-1,
estos resultados sugieren que NIK puede promover que las células MCF-7 pierdan
sus caracteristicas epiteliales. Estos resultados sugieren que NIK probablemente
pueda regular la expresidon de genes involucrados en la TEM modificando o
alterando el fenotipo celular transformando a células epiteliales en células con

caracteristicas mesénquimales.

La TEM es un evento importante para la propagacion del cancer debido a que
facilita la migracion e invasion de las células cancerosas (35). Recientemente se
ha descrito que la induccién de la TEM genera células con propiedades similares a
las células troncales cancerosas (CTC). Las CTC son una poblacién de células
presentes en la mayoria de los tumores. Estas células son las responsables de la

progresion y mantenimiento del cancer. Las CTC presentan una gran capacidad
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de auto renovacion y son capaces de formar diferentes tipos celulares que
conforman un tumor. Las CTC expresan factores de transcripcion asociados con
pluripotencia, los cuales, facilitan la auto-renovacién (NANOG, SOX2 y Oct4) y
mantienen el estado indiferenciado de las células. En cancer, se sabe que la
expresion de estos genes esta directamente relacionado con la agresividad de la
neoplasia (36). Interesantemente, observamos que la expresién forzada de NIK
provoca un incremento en la expresion de NANOG y SOX2 en comparacion con
su expresion en las células control, por lo que tal vez pudiese tener cierta
importancia biolégica de repetirse este ensayo, ya que en el caso de SOX2 la
expresion de este se observa casi duplicada con respecto a las células control.
Otro gen que ha sido reconocido como marcador en diversos tipos de cancer
ademas de estar relacionado a CTC, es el gen CXCR4, este gen esta involucrado
en la migracion celular, metastasis, progresion y diseminacion del cancer, en
especial en tipos de cancer de mama, pulmén y linfomas (37). Al observar los
resultados se determiné que la expresion de este gen probablemente se encuentre
relacionada con la expresién de NIK puesto que al sobre expresarlo, se observo
un ligero incremento en la expresion de CXCR4. De igual manera, habria que
replicar este ensayo para obtener una importancia biolégica. Por lo anterior
podemos suponer que la expresion forzada de NIK puede contribuir a la

generacion de células con caracteristicas fenotipicas semejantes a las CTC.

Una de las principales caracteristicas de las CTC es la clonogenicidad. Esta
propiedad es vital para la proliferaciéon celular asi como para la formacién de

tumores. Por tal motivo, se analizé el potencial clonogénico de las células que
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sobrexpresan NIK, de manera interesante, la sobreexpresion de NIK aumenta la
capacidad clonogénica de las células MCF-7 observandose un incremento en el
numero y el tamafio de las colonias. Se ha reportado que las células con una
mayor capacidad clonogénica tienden a ser mayormente invasivas, presentan
caracteristicas de un linaje mas agresivo y ademas poseen una mayor poblacién

de CTC.

Nuestros resultados muestran que la expresion de NIK juega un papel muy
importante en el mantenimiento de las células de cancer de mama y facilita la
adquisicién de caracteristicas de CTC. Es importante puntualizar que una de las
caracteristicas primordiales de las CTC es la capacidad de formar tumores cuando
estas se trasplantan en ratones inmunodeficientes (38). Por este motivo, se
analizé el potencial tumorigénico de las células que sobreexpresan NIK y las
células MCF-7 control. Los resultados muestran que las células control solo
formaron un tumor en 1 de los 4 ratones trasplantados, mientras que las células
que sobre-expresan NIK formaron tumores en 3 de los 4 ratones trasplantados.
Estos resultados sugieren que NIK puede inducir caracteristicas de células
troncales cancerosas. Evidencias recientes sugieren que la via de sefalizacion
NIK/IKKa es fundamental para la expansion de células troncales. NIK/IKKa
promueven la auto-renovacion de las células troncales y favorecen Ia

tumorigénesis (39).

Ademas se ha propuesto que la actividad de NF-kB puede regular la poblacién de
CTC en células de cancer de mama de tipo basal mediante la regulacion del gen

JAG1 involucrado en el desarrollo embrionario. Se demostrd que la activacion de
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NF-kB incrementa la poblacion de células troncales (CD24-/CD44+)(22,40). De
manera interesante, nuestros resultados mostraron que las células con una mayor
expresion de NIK pueden desarrollar mayor numero y tamafo de colonias en

contraste con las células control.

Por lo que tanto, la expresion de NIK puede conferir propiedades de células
troncales cancerosas en la linea de cancer de mama MCF-7, posiblemente a

través de la via no candnica de NF-kB.

8. Conclusion

La expresién frozada de NIK en células MCF-7 induce la expresion de genes
implicados en la tumorigenesis y en la transcicion epitelio mesenquima
probablemente mediante la activacion de la via no candnica. Asi mismo, la sobre
expresion de NIK puede provocar un incremento en la expresion de algunos genes
caracteristicos de células troncales como son CXCR4, NANOG y SOX2; sin
embargo, es necesario profundizar en los mecanismos por los cuales NIK
repercute en la expresion de estos genes y determinar que vias estan implicadas
en estos procesos. La expresion forzada de NIK promueve el potencial
clonogénico y tumorigénico de las células MCF-7. Ademas, los tumores formados
por la linea que sobrexpresa NIK fueron de mayor voulmen que los tumores
formados por la linea control. Por lo tanto, consideramos que NIK juega un papel
muy importante en el mantenimiento del cancer en las células MCF-7 y podria
considerarse como un marcador tumorigénico en un futuro, de demostrarse la

importancia bioldgica de este.
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