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1. RESUMEN
El cáncer de mama es la primera causa de mortalidad por neoplasia en el sexo femenino.

Las estadísticas reportadas por la Organización Mundial de la Salud, indican que a nivel

mundial, una mujer muere aproximadamente cada 15 minutos por esta enfermedad y se

calcula que 1 de cada 9 mujeres la desarrollar. En general, el cáncer de mama puede ser

clasificado de acuerdo a su perfil de expresión genética en cuatro subtipos intrínsecos

dependiendo de la expresión a receptores hormonales y al receptor HER2. El subtipo triple

negativo o semejante al basal, se caracteriza por la ausencia en la expresión de los

receptores antes mencionados, por ser altamente agresivo y por la falta de terapias dirigidas

que lo combatan de manera efectiva. Entre las rutas de señalización afectadas en este tipo

de tumores, se encuentra la de Wnt/β-catenina, la cual tiene un papel fundamental en la

diferenciación celular, la proliferación y migración durante el desarrollo embrionario y se

encuentra hiperactiva en algunos tipos de cáncer. Recientemente, esta vía de señalización

ha comenzado a estudiarse en cáncer de mama y se le ha propuesto como un potencial

blanco de intervención terapéutica.

En este trabajo, se determinaron los niveles de expresión y la actividad de distintos

componentes de la vía canónica de Wnt/β-catenina en modelos celulares de cáncer de

mama triple negativo, y se evaluó el efecto de la inhibición farmacológica de la actividad

transcripcional de β-catenina en procesos celulares como la proliferación, viabilidad,

sobrevivencia, expresión de genes blanco de la vía. Los resultados obtenidos indican que

la vía canónica de Wnt/β-catenina se encuentra constitutivamente activa en las líneas

celulares de cáncer de mama utilizadas, y que la inhibición farmacológica de la vía afecta

la viabilidad, reduce la proliferación celular e induce apoptosis en las células transformadas,

pero no afecta estos procesos celulares en células de epitelio de glándula mamaria no

transformado. Finalmente, observamos que la inhibición farmacológica de β-catenina no

afecta su localización celular, pero inhibe exclusivamente en las células transformadas la

expresión de Ciclina D1, el cuál es un gen blanco de la vía que se encarga de favorecer la

progresión del ciclo celular. Estos resultados sugieren que la vía canónica de Wnt/β-

catenina es fundamental para la sobrevivencia y proliferación de las células de cáncer de

mama triple negativas, lo que la convierte en un potencial blanco terapéutico.
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2. INTRODUCCIÓN

2.1 CÁNCER

Se ha adjudicado el término “cáncer” a un amplio grupo de enfermedades que pueden

afectar a cualquier parte de un organismo; algunos factores extrínsecos, tales como el

tabaco, organismos infecciosos, mala alimentación y algunos intrínsecos como mutaciones

genéticas hereditarias, hormonas y condiciones inmunes pueden actuar por separado o en

conjunto para ayudar a su progresión [1].

En un estado homeostático las células crecen y si es necesario se dividen, formando así

nuevas células; cuando una célula se deteriora o envejecen, mueren y otra ocupa su lugar;

esto está coordinado por cuatro programas esenciales, que son: la división celular, la

diferenciación, la senescencia y la apoptosis [2]. Por otra parte las células cancerosas

adquieren autonomía en el control de la señalización que regula los procesos ya

mencionados, lo que causa un crecimiento irregular y propagación, con la capacidad de

invasión y destrucción de otros tejidos; si no son detectadas a tiempo y tratadas, pueden

causar la muerte [3].

Las células cancerosas presentan diferentes características como son: evasión de

supresores de crecimiento, evasión del sistema inmune, inmortalidad replicativa,

inflamación, invasión y metástasis, inducción de la angiogénesis, inestabilidad genómica y

mutaciones, resistencia a muerte celular, desregulación del metabolismo energético y

autosuficiencia a señales de crecimiento [Figura 1]. Dichas alteraciones comunmente lleva

a la proliferación celular, y la inactividad de supresores de las vías apoptóticas y tumorales

[4].
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Figura 1. Principales características del cáncer [4].

2.2 Estadísticas del cáncer a nivel mundial

El cáncer es una enfermedad con una alta incidencia entre los adultos, comparado con

niños o jóvenes y se ha observado una diferencia en los tipos de cáncer que afectan a

hombres y mujeres [5]. Es una de las causas principales de muerte tanto en países

desarrollados como subdesarrollados [6]. Ciertos hábitos de vida aumentan los riesgos de

desarrollar cáncer, entre los que se incluyen: el tabaquismo (asociado al desarrollo de

cáncer de pulmón, colorrectal, estómago e hígado) mala alimentación e inactividad física

que conllevan a sobrepeso (asociados al desarrollo de cáncer de mama y colorrectal) [7].

La Organización Mundial de la Salud en 2015 identificó que a nivel mundial los tumores

malignos de pulmón, próstata, colorrectal, estómago e hígado son los más frecuentes en

hombres, mientras que en mujeres lo son el de mama, el colorrectal, de pulmón, cérvico

uterino y de estómago [8].
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Figura 2. Principales causas de mortalidad por enfermedad a nivel mundial [6].

En el Informe Mundial de cáncer en 2014 las neoplasias malignas se encuentran en el

primer lugar en muertes presentando 7.87 millones con respecto  a la enfermedad

isquémica del corazón (7.02 millones), infartos fulminantes (6.25 millones), infecciones del

tracto respiratorio inferior (3.20 millones), enfermedad pulmonar obstructiva crónica (2.97

millones), enfermedades diarreicas (1.89 millones), VIH/SIDA (1.59 millones), diabetes

mellitus (1.39 millones), accidentes en carretera (1.26 millones) y complicaciones en el parto

prematuro (1.17 millones) [Figura 2] [6].

Muertes (millones)

Neoplasias Malignas

Enfermedad isquémica del
corazón

Accidente
cerebrovascular

Infecciones respiratorias
inferiores

Enfermedad de obstrucción pulmonar
crónica Enfermedades

diarreicas
VIH/SIDA

Diabetes
mellitus

Accidentes de
transito

Complicaciones en el parto
prematuro
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Figura 3. Los diez principales tipos de cáncer en mujeres, para nuevos casos y muerte [9].

2.3 Cáncer de mama

De acuerdo a las Estadisticas del cáncer; el cáncer de mama se encuentra en el primer

lugar de incidencia presentando 252,710 nuevos casos y 71,280 muertes en Estados

Unidos [Figura 3] [9].

El cáncer de mama es la segunda causa de muerte en mujeres de países desarrollados y

la primera en países con un menor desarrollo económico. Se reportaron 1.7 millones de

casos y 521,900 muertes en 2012 y en ese mismo año fue el cáncer más común

diagnosticado, representando el 25.2% y causó el 15% de todas las muertes por cáncer

[7,10]. Entre los factores de riesgo para el desarrollo de este cáncer están incluidos los

reproductivos y hormonales, así como periodos largos de menstruación, uso de

anticonceptivos vía oral y no haber tenido hijos [11]. Entre los factores de riesgo que pueden

ser modificados están el aumento de peso pasando los 18 años, sobrepeso u obesidad

Incidencia

Mortalidad
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(cáncer de mama pasando la menopausia), uso de terapias hormonales para la menopausia

(estrógeno y progestina en combinación), sedentarismo y consumo de alcohol [11,12].

Figura 4. Incidencia y mortalidad del cáncer en América Latina y otras regiones en mujeres [13].

2.4 Cáncer de mama en México

México presenta una tasa de incidencia de cáncer de mama de alrededor de 27 casos por

cada 100,000 mujeres, mientras que la tasa de mortalidad es de 10 muertes por cada

100,000 mujeres [ASR: tasa estandarizada por edad] (Figura 4) [13].

El diagnóstico de cáncer de mama en México se hace en etapas avanzadas (III, IV y N.C.

[no clasificables]) en dos tercios de los pacientes y la mayoría son menores de 50 años [14].

En 2009 el Instituto Mexicano del Seguro Social reportó que más del 50% de las pacientes

detectadas con cáncer de mama se encontraban en estadios metastásicos, lo que

representa un gran problema de salud, ya que es más difícil tratarse en estos estadios que

en otros menos avanzados [15].
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Figura 5. Mortalidad por tumores malignos dividida en grupos de edad de 2012, donde se observa

que el cancer de mama es la causa numero uno de muerte en los rangos de edad de 25 a 69 años

[16].

2.5 Clasificación del Cáncer de mama

Los tumores de mama son altamente heterogéneos y responden de diferente forma a los

tratamientos; diversos investigadores realizaron una clasificación molecular del cáncer de

mama de acuerdo a los perfiles de expresión genética de 65 muestras quirúrgicas de

tumores de mama humanos [17].

Figura 6. El dendrograma cluster muestra los 4 perfiles de expresión de los distintos subtipos y el

perfil de expresión de tejido normal localizados mediante expresión génica de cáncer de mama

designados como luminal A, luminal B, HER2 positivo, de tipo basal o triple negativo, y normal (no

neoplásico) [6] .

Este análisis, permitió agrupar a los tumores de mama en al menos cuatro subtipos

moleculares de cáncer de mama, los cuales presentan distintas características:
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2.5.1 Subtipos Luminales

Expresan receptores hormonales y presentan un patrón que se asemeja con el componente

epitelial luminal de la glándula mamaria [17]. Expresa las citoqueratinas luminales 8/18,

Receptores a Estrógenos y genes como LIV1 (SLC39A6 Soluto Portador de la Familia 9

Miembro 6) y CCND1 (Ciclina D1) que son asociados con su activación [17,18]. Pocos

presentan mutación en p53 (menos del 20%) y en su mayoría son de grado 1 [17]. Existen

dos subtipos:

2.5.1.1 Luminal A

Tiene una alta expresión de genes relacionados con RE (Receptores de Estrogenos), RP

(Receptores de Progesterona) y baja expresión de genes relacionados con la proliferación

celular [18,19]. En un estudio con 466 tumores el 87% fueron positivos al gen receptor de

estrógeno, 7% es HER2 positivo, 12% presenta mutaciones en p53, el 14% presenta

ganancia de MDM2, 49% mutaciones en PIK3CA, 13% pérdida o mutación de PTEN,

pérdida de INPP4B en un 9%, amplificación de la ciclina D1 en un 29%, un 14% ganancia

de CDK4, baja expresión de CDKN2C, alta expresión de RB1, un 14% presenta mutaciones

en GATA3 y MAP3K [20]. Este subtipo es el más frecuente y representa el 67% de los

tumores [21].Los pacientes con este tipo de cáncer de mama tienen un buen pronóstico; la

tasa de recaída es significativamente menor que la de los otros subtipos [22].

2.5.1.2 Luminal B

Tiene un fenotipo más agresivo a comparación del luminal A; en este subtipo molecular el

87% es positivo a RE y RP; y a diferencia de subtipo luminal A, este presenta altos niveles

de expresión de proteínas relacionadas con la proliferación celular incluyendo HER2 y

EGFR (Receptor del Factor de Crecimiento Endotelial), así como PI3K / AKT / MTOR [23],

el 32% presenta mutaciones en p53, el 31% presenta ganancia de MDM2, 24% mutaciones

o perdida de PTEN, un 16% presenta pérdida de INPP4B, amplificación de la ciclina D1 en

un 58%, 25% ganancia de CDK4 y un 5% mutaciones en MAP3K1 [20]. Estos tumores

tienden a ser de más alto grado de malignidad que el subtipo luminal A [24].



P á g i n a 17

Debido a los subtipos luminales son positivos a RE se utiliza el tamoxifeno como una terapia

para su tratamiento, ya que es un análogo a estrógenos.

2.5.2 HER2 positivo

La principal característica del tumor es que presenta la sobre expresión y amplificación del

gen que codifica a HER2 (receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2) que es

un receptor de membrana con actividad de tirosina cinasa , 75% presenta mutaciones en

p53, 30% ganancia de MDM2, 42% presenta mutación o perdida en PIK3CA, perdida o

mutación de PTEN en un 19%, perdida de INPP4B en un 30%, amplificación de ciclina D1

en un 38%, ganancia de CDK4 en un 24% y 8% mutaciones en PIK3R1 [20]. Responde de

manera positiva al tratamiento con anticuerpos monoclonales, entre los que se encuentra

el Trastuzumab que evita la dimerización del receptor, evitando la activación de las rutas

de señalización río abajo.

2.5.3 Triple Negativo

Se caracteriza por la falta de expresión de RE, RP, HER2; aunque presentan un aumento

en la expresión de citoqueratinas de alto peso molecular tales como CK5/6, CK14 y CK17,

vimentina, p-caderina, αb cristalina, caveolinas 1 y 2, así como EGFR (receptor del factor

de crecimiento epidérmico), ganancia de CD44 y perdida de CD24 [25].

Tiene un perfil de expresión genética similar al de las células epiteliales basales y

mioepiteliales normales del tejido mamario [17]. El 84% presenta mutaciones en p53, el

14% ganancia de MDM2, 7% mutaciones en PIK3CA, perdida o mutación de PTEN, perdida

de INPP4B, mutación o perdida de RB1, amplificación de la Ciclina E1 en un 9%, alta

expresión de CDKN2A, baja expresión de RB1, hiperactividad de FOXM1, C-MYC y HIF1α

/ ARNT [20].

Debido a la falta de receptores de hormonas o sobreexpresión de HER2, las terapias

dirigidas contra estos receptores no presentan eficacia [25].Es un subtipo agresivo y de

metástasis prematura, con limitadas opciones de tratamiento y mal pronóstico [21,26]. De

aproximadamente 1 millón de casos de cáncer de mama diagnosticados al año en el mundo,

se tiene calculado que más de 170,000 albergará el fenotipo triple negativo [27]. Lo que nos
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deja con la necesidad de desarrollar tratamientos con mayor eficacia para los pacientes con

este subtipo de cáncer de mama [28].

2.6 Modelos de estudio en el cáncer de mama

Las líneas celulares de cáncer humano son una buena herramienta para el estudio de la

biología, la genética, en muchos modelos de tumores, donde se incluye el cáncer de mama.

Las líneas celulares de cáncer de mama triple negativo son útiles para el estudio de

aberraciones moleculares y el estudio de las vías de señalización afectadas ya que

conservan varias de las características de los tumores de donde fueron aisladas tanto

morfológica como molecularmente [29]. La línea celular más antigua de este subtipo de

cáncer es BT-20, establecida de un derrame pleural en los años 50´s y muchas otras de las

líneas comúnmente empleadas como MDA-MB-231 se establecieron en la década de los

70´s. La línea celular BT-20 fue obtenida de un carcinoma ductal infiltrante, de una mujer

caucásica de 74 años, presenta mutación en P53 y PIK3CA y amplificación EGFR; mientras

que MDA-MB-231 fue obtenida de un adenocarcinoma, de una mujer caucásica de 51 años

y presenta mutaciones en P53 y KRas [29].

Hay seis líneas celulares no tumorigénicas; un ejemplo de estas líneas celulares es

MCF10A, la cual fue inmortalizada de tejido mamario benigno de una mujer que tenía una

enfermedad fibroquística y es derivada de la mastectomía por enfermedad benigna [29,30].

Esta línea celular tiene una definida morfología epitelial y en modelos de cultivos

tridimensionales recrea la arquitectura de los ductos de una glándula mamaria normal [31].

En los modelos de líneas celulares se han estudiado una gran variedad de procesos

celulares y se ha establecido que son regulados por vías de señalización.

Varias vías de señalización que se encuentran implicadas en la progresión del ciclo celular

y la supervivencia se encuentran desreguladas en cáncer de mama, algunos ejemplos son

las vías de Notch, Wnt y Sonic Hedgehog; por esta razón se han propuesto a proteínas

señalizadoras clave dentro de estas vías como posibles blancos de intervención terapéutica

[32]. De las distintas rutas de señalización antes mencionadas, la vía de Wnt ha llamado la

atención desde hace algunos años, ya que se encuentra constitutivamente activa en un

porcentaje importante de tumores de colon, recientemente se ha descrito que también está

activa en tumores de mama.
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2.7 Vía Wnt/β-catenina en tejidos normales y en cáncer

La vía Wnt/β-catenina tiene un papel fundamental en la diferenciación celular, la

proliferación y migración durante el desarrollo embrionario, y se ha reportado que algunos

componentes de esta vía presentan mutaciones en algunos tipos de cáncer, lo que

mantienen constitutivamente activa a esta ruta de señalización y promueve el desarrollo y

progresión tumoral, incrementando las tasas de proliferación, angiogénesis, supervivencia

y metástasis; por lo que se le ha propuesto como un potencial blanco de intervención

terapéutica [33].

Las vías de Wnt están constituidas por distintas moléculas señalizadoras, las cuales se

encargan de transmitir las señales que recibe la célula en su membrana plasmática hacia

el interior de la célula. En general, estas rutas de señalización se clasifican en tres distintos

tipos: la vía no canónica de polaridad celular planar, la vía no canónica dependiente de

calcio y la vía canónica. De estas tres, la más estudiada es la vía canónica, que es en la

que está enfocada este trabajo [33].

La vía canónica de Wnt se activa cuando alguno de sus ligandos se encuentra presente en

el contexto celular, se une al dominio rico en cisteína (CDR) en el extremo amino de un

receptor con siete dominios transmembranales llamado Frizzled (Fz/Fzd) [34] y una

lipoproteína de baja densidad (LDL) relacionada con el receptor 5/6 (LRP5/6) [Figura 7] [35],

esto produce que proteínas cinasas localizadas cerca de este complejo fosforilen a LRP5/6

y a otra proteína llamada Dishevelled; favoreciendo el reclutamiento del complejo de

regulación negativa de β-catenina, formado por las proteínas Axina, APC (Poliposis

Adenomatasa Coli), CK1α (Casein Quinasa 1α), GSK3-β (Cinasa de Glucógeno Sintetasa

3-β), impidiendo la fosforilación, ubiquitinación y degradación de β-catenina.

Una vez activada, β-catenina se acumula en el citoplasma y posteriormente es transportada

al núcleo para formar un complejo con los factores de transcripción LEF-1/TCF (Factor

Potenciador Linfoide/ Factor de Células T), adoptando la función de co-activador para

inducir la transcripción de los genes blanco. Entre los que se encuentran: c-Myc, c-Jun,

ciclina D1 (CCND1), receptor activado por proliferación de peroxisoma delta (PPARD), FOS
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Like 1 (FOSL1), entre otros; los cuales están asociados con la proliferación, diferenciación,

supervivencia, apoptosis, y la motilidad celular [36].

En ausencia del ligando Wnt, β-catenina es fosforilada en la serina 45 por CK1α y en

treonina 41, serina 37 y serina 33 por GSK3-β [37], marcándola para que sea reconocida y

ubiquitinada por la proteína que contiene repeticiones beta-transducina (β-Trcp/SLIMB)

que ubiquitinan con la ligasa E3 en las lisinas 19 y 49; [37,38] para su posterior degradación

por la vía del proteasoma, y por lo tanto evitar la transcripción de los genes blanco de

TCF/LEF/β-catenina [39–42].

Figura 7. La vía canónica de Wnt/β-catenina inactiva (OFF) y activa (ON). A) Se observa que el

ligando Wnt no se encuentra presente y no se une a su receptor de membrana Frizzled y a LRP5/6,

por lo que el complejo regulador de β-catenina (formado por Axina, APC, GSK3β y CK1α) fosforila a

β-catenina para su posterior ubiquitinación por β-Trcp y degradación mediante el proteasoma, lo que

impide la unión de β-catenina con lso factores de transcripción LEF-1/TCF. B) Cunado el ligando Wnt

se une al receptor de membrana Frizzled y a LRP5/6, esto produce que proteínas cinasas localizadas

cerca de este complejo fosforilen a LRP5/6 y a otra proteína llamada Dishevelled; favoreciendo el

reclutamiento del complejo de regulación negativo de β-catenina, impidiendo la fosforilación de β-

catenina, una vez activa, β-catenina se acumula en el citoplasma y posteriormente es transportada

al núcleo para formar un complejo con los factores de transcripción LEF-1/TCF y así inducir la

transcripción de los genes blanco [43].
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Algunos estudios han mostrado que la vía de señalización Wnt/β-catenina se encuentra

hiperactiva en un subgrupo de tumores de cáncer de mama triple negativo altamente

invasivos y está asociado con una mala evolución clínica [39–42,44], lo que sugiere que

esta vía de señalización juega un papel importante en el desarrollo y progresión del cáncer

de mama triple negativo [40].

Un estudio realizado por Blagodatski y colaboradores en 2014 mostró que, de 245

carcinomas de mama invasivo, un subgrupo presenta un fenotipo triple negativo, y se

observó que en estos tumores, β-catenina se acumula en el núcleo [42], dónde ejerce su

función de factor de transcripción de genes involucrados en proliferación, migración y

sobrevivencia.

2.8 Inhibidores farmacológicos de la Vía Wnt/β-catenina

Recientemente se han identificado varios inhibidores de esta vía; entre los que se

encuentran anticuerpos neutralizantes, inhibidores de poli (ADP ribosilación) e inhibidores

de cinasas entre otros, y los cuales se muestran en la figura 8; un aspecto importante para

la selección del inhibidor que se va a emplear, es el proceso celular que se pretende

estudiar, ya que β-catenina tiene importancia en otras funciones biológicas e incluso pueden

participar en otras rutas de señalización, un ejemplo es que interactúa con E-cadherina en

las uniones célula a célula y es de vital importancia para el mantenimiento de la polaridad

celular [33], una alteración en la estabilidad de las uniones adherentes afecta la polaridad

celular y la estructura del tejido, lo que favorece que las células en lugar de mantenerse

unidas entre sí, adquiriendo un fenotipo migratorio [45]. Por tal motivo es importante

identificar compuestos que solo impidan la función transcripcional de β-catenina sin interferir

con sus otras funciones biológicas.
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Figura 8. Inhibidores de la vía Wnt y sus distintas moléculas blanco. Esta figura nos muestra la

mayoría de inhibidores de esta vía, donde se encuentran desde los secretores del ligando Wnt, como

LGK947 que inhibe PORC; hasta los blancos transcripcionales de Wnt, como el Reveratrol y

Quercetin entre otros, que inhiben la unión del complejo TCF/LEFT/β-CATENINA con el ADN [33].

Recientemente, Gonsalves y colaboradores sintetizaron una serie de compuestos a los que

llamaron iCRTs los cuales tienen la propiedad de bloquear la unión de β-catenina con

TCF/LEF, inhibiendo la actividad transcripcional de β-catenina sin afectar otras de sus

funciones biológicas. Entre este grupo de compuestos se encuentran iCRT3 que pertenece

a la clase del oxazol, iCRT5 estrechamente relacionado con el tiazol e iCRT14 que es de la

clase de las tiazolidindionas [Figura 9] [45].

Es importante mencionar que este estudio se determinaron los efectos citotóxicos de iCRTs

en líneas celulares de cáncer de colon humano y se encontró una eficacia comparable a la

de fármacos contra el cáncer aprobados por la FDA, tales como 5-FU [45].

En otros trabajos se ha comprobado que las tiazolidindionas tienen un efecto directo sobre

β-catenina, suprimiendo su señalización en células cancerosas de próstata [46].
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Figura 9. Compuestos inhibidores de la actividad de β-catenina en el núcleo [45].

3. JUSTIFICACIÓN

Aunque la vía de Wnt/β-catenina ha sido ampliamente estudiada y caracterizada en algunos

tipos tumorales, principalmente en cáncer colorrectal (CCR), es poco lo que se sabe sobre

su participación en cáncer de mama y particularmente en el subtipo triple negativo, se ha

sugerido que esta ruta de señalización podría ser un atractivo blanco terapéutico para el

tratamiento de este subtipo de cáncer [35,47] y los efectos biológicos directos sobre las

células de cáncer de mama triple negativo que tienen los iCRT´s no han sido estudiados.

Por lo que el objetivo de este trabajo es evaluar el efecto de la inhibición de la vía Wnt/β-

catenina en un modelo celular de Cáncer de Mama Triple Negativo.

4. HIPÓTESIS

La inhibición farmacológica de la vía Wnt/β- catenina tiene un impacto negativo en la

sobrevivencia y proliferación de líneas celulares de Cáncer de Mama Triple Negativo.

5.1 OBJETIVO GENERAL

 Evaluar el efecto de la inhibición de la vía Wnt/β-catenina en un modelo celular de

Cáncer de Mama Triple Negativo.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

 Determinar mediante western blot la actividad y los niveles de expresión de algunas

de las proteínas de la vía Wnt/ β-catenina en distintas líneas celulares de cáncer de

mama triple negativo.
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 Evaluar el efecto de la inhibición farmacológica de la vía de Wnt/β-catenina en la

proliferación y sobrevivencia de líneas celulares de Cáncer de Mama Triple

Negativo.

 Evaluar el efecto de la inhibición farmacológica de la vía Wnt/β-catenina en la

localización celular de esta proteína y en la expresión de algunos de sus genes

blanco.

6. MATERIALES Y MÉTODOS

6.1 Cultivo Celular. Todas las líneas celulares utilizadas en este trabajo fueron obtenidas

de ATCC. Las líneas celulares de cáncer de mama triple negativo BT20 y MDA-MB-231,

fueron cultivadas en DMEM suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% y una

mezcla de antibiótico/antimicótico al 1%. La línea celular MCF10A de epitelio de glándula

mamaria no transformado, fue cultivada en DMEM/F12 suplementado con SFB al 10% y

una mezcla de antibiótico/antimicótico al 1%. Todos los cultivos celulares fueron

mantenidos en una incubadora a 37°C con CO2 al 5%.

6.2 Extracción de proteínas totales. Las proteínas totales de las distintas líneas celulares

se obtuvieron a partir de cultivos celulares confluentes hechos en cajas confluentes de 10

cm de diámetro. Brevemente, las células fueron lavadas una vez con 3 ml de PBS y lisadas

en 200 µl de buffer RIPA que contenía una mezcla 1X de inhibidores de proteasas y

fosfatasas COMPLETE® (Roche Pharma). Con la ayuda de un gendarme los lisados fueron

transferidos a tubos eppendorf y se centrifugaron a 13000 RPM durante 10 minutos,

después se recuperó el sobrenadante y se transfirió a tubos nuevos. Posteriormente las

proteínas se cuantificaron mediante la técnica de Lowry empleando el kit DC protein assay®

(Bio Rad).

6.3 Western Blot. Para analizar los niveles de las proteínas que participan en la vía Wnt/β-

catenina, usando extractos de proteínas totales obtenidos de las líneas celulares MCF10A,

MDA-MB-231 y BT-20, se empleó el protocolo descrito por Towbin et al [48]. Brevemente,

50 µg de proteínas fueron separados en geles de poliacrilamida entre el 7.5 y 12% por

electroforesis a 120 V durante 1hr 30 min y posteriormente se transfirieron a una membrana

Immun-Blot PVDF® (BIO RAD) durante 2 hrs a 350 mA. Para verificar que las proteínas se

hubieran transferido a la membrana de PVDF, se tiñó la membrana con una solución de
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rojo de Ponceau 0.5% en ácido acético al 2% durante 5 minutos en agitación a temperatura

ambiente. Posteriormente, las membranas fueron bloqueadas con leche al 5% en TBS-

Tween 20 al 0.5% durante 1 hr a temperatura ambiente en agitación. A continuación las

membranas fueron incubadas con anticuerpos primarios dirigidos contra las proteínas APC

(1:1500), GSK-3β total (1:1000), P-Ser 9 GSK3β (1:1000), β-catenina activa (no fosforilado)

(1:1000), β-catenina total (1:100) y actina (1:5000), durante toda la noche a 4 °C. Al día

siguiente las membranas se lavaron 3 veces con TBS – Tween 20 al 0.5% durante 15

minutos en agitación a temperatura ambiente y posteriormente se incubaron en presencia

de los anticuerpos secundarios respectivos, los cuales estaban acoplados a HRP. El

anticuerpo anti-conejo se utilizó a una dilución 1:10,000, el anti-cabra a una dilución 1:

10,000 y el anti-ratón a dilución 1:10,000 todos ellos de Cell Signaling Technology, en TBS-

Tween 20 al 0.5% con leche al 5% durante 1 hr a temperatura ambiente, las membranas

fueron lavadas 3 veces con TBS-Tween 20 al 0.5%. La inmunodetección de las proteínas

se realizó mediante quimiolunicencia, empleando el kit Clarity ECL Western Substrate (Bio

Rad). Todos los Westen Blot se hicieron al menos tres veces de manera independiente.

6.4 Ensayos de viabilidad. Los ensayos de viabilidad se hicieron empleando la técnica de

MTT (Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol). En primer lugar, se

sembraron 2,000 células por pozo en placas de 96 pozos, las células fueron tratadas con

iCRT-3, 1 µM durante 48 horas en un volumen final de 100 µl; posteriormente se agregó 60

µl de MTT por pozo, las células se incubaron durante 4 horas, y posteriormente se retiró el

medio y se agregaron 100 µl de DMSO, la placa se incubó 15 minutos en oscuridad y la

absorbancia se determinó usando un Epoch de BioTek a 590 nm. Como control de viabilidad

las células fueron tratadas como fue descrito usando el vehículo DMSO al 0.5%.

6.5 Ensayos de proliferación celular. Para determinar el efecto de la inhibición de β-

catenina en la proliferación y sobrevivencia de líneas celulares de Cáncer de Mama Triple

Negativo se empleó el inhibidor farmacológico iCRT3, el cual impide la unión de β-catenina

a TCF/LEF y por lo tanto bloquea su actividad transcripcional. Brevemente, 3000 células de

las distintas líneas de Cáncer de Mama Triple Negativo fueron sembradas en placas de 24

pozos, tratadas con vehículo (DMSO) o con 1 µM de iCRT3 y contadas utilizando una

cámara de Neubauer, cada 24 horas durante un periodo de 96 horas. Todos los

experimentos fueron hechos por triplicado en al menos tres veces de manera

independiente.
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6.6 Ensayos de apoptosis. Para determinar el efecto de la inhibición de la vía de Wnt en

sobrevivencia de las distintas líneas celulares de cáncer de mama triple negativo, se

realizaron ensayos de apoptosis empleando el kit Annexin V/Dead Cell Apoptosis de BD

Biosciences de acuerdo al protocolo sugerido por el proveedor. Las células fueron tratadas

con DMSO o 1µM de iCRT3 durante 48 hrs. Las células se lavaron con PBS e incubaron

con tripsina al 0.04% durante 5 minutos. Posteriormente se transfirienron a tubos eppendorf,

se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos, se descartó el sobrenadante, se agregó 2.5

µl de FITC annexin V y 0.5 µl del Yoduro de propidio (PI) a una concentración de 100 µg/µl,

se incubarón durante 15 minutos a oscuridad, y las muestras fueron analizadas en un

citómetro de flujo Attune® NxT Accoustic Focusing.

6.7 Inmunofluorescencia indirecta. Las líneas celulares MCF10A, BT-20 y MDA-MB-231

se sembraron en cubreobjetos estériles colocados en una placa de 6 pozos y se dejaron

establecer durante 24 horas. Posteriormente fueron tratadas con 1 µM de iCRT durante 48

horas. Las células se fijaron con paraformaldehído al 4% durante 15 minutos a temperatura

ambiente y se permeabilizaron con Tritón X - 100 al 0,1% durante 15 minutos a 4 ºC.

Posteriormente se bloquearon con BSA al 1% durante una hora y media, se incubaron con

el anticuerpo monoclonal de conejo que reconoce específicamente a β-catenina activa a

una dilución 1:200 durante 1 hr a temperatura ambiente. Después las laminillas se lavaron

tres veces con PBS- Tritón X - 100 al 0.05% durante 15 minutos. A continuación, las células

se incubaron con anticuerpo secundario anti-conejo conjugado Alexa Fluor® 594 a una

dilución de 1: 1.000 y con Faloidina Rodamina a una dilución 1:500 durante 1 hora a

temperatura ambiente en la oscuridad. Las muestras se lavaron tres veces con PBS- Tritón

X100 al 0.05% durante 15 minutos. Finalmente, los cubreobjetos se montaron en un

portaobjetos con 25 µl de Vectashield con DAPI y se sellaron con barniz. Las células se

visualizaron utilizando Leica TCS SP5 X microscopio confocal. Las imágenes se adquirieron

con el software LAS X 2017.

7. RESULTADOS

7.1 Determinación de la actividad de la vía de Wnt/β-catenina en líneas celulares de
cáncer de mama triple negativo. La regulación de la vía Wnt se ha visto implicada en la

biología del cáncer [49]. En el cáncer de mama se ha reportado que en el subtipo triple

negativo esta vía puede estar activa y se ha sugerido que es relevante para el desarrollo
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de este tipo de cáncer [39–42,44]. Con el propósito de determinar la actividad de la vía de

Wnt en líneas celulares de cáncer de mama triple negativo, se analizaron mediante Western

Blot los niveles de expresión de las proteínas APC, GSK-3β y β-catenina; así como los

niveles de fosforilación de GSK-3β y β-catenina, para determinar su actividad [Figura 10].

Figura 10. Determinación de la actividad de la vía de Wnt/β-catenina en líneas celulares de Cáncer

de Mama Triple Negativo.

Los resultados obtenidos muestran los extractos totales de células MCF10A expresan a la

proteína APC completa, con un peso molecular estimado de 140 kDa, también se observa

la expresión de GSK3β y los niveles basales de su forma activa, en el caso de β-catenina,

se observa su expresión, pero esta no se encuentra activa.

De manera interesante, se observa que en la línea celular BT-20, APC se encuentra

truncada (en un peso aproximado de 80 kDa) y en la línea celuar MDA-MB-231 no se

expresa, en la línea celular BT-20 los niveles de GSK3β se encuentran incrementados

aproximadamente 7 veces y en la línea celular MDA-MB-231 6.5 veces con respecto a la

147 kDa

80 kDa

44 kDa

48 kDa

92 kDa

92 kDa

50 kDa

(inactiva)
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línea no transformada. Los resultados también muestran que en la línea celular BT-20,

GSK3β se encuentra aproximadamente 1.5 veces más fosforilada que en la línea no

transformada, mientras que en la línea celular MDA-MB-231 se encuentra 2.18 veces más

fosforilada; lo que indica que se encuentra inactiva en ambas líneas celulares. Con respecto

a β-catenina, se puede observar que en la línea celular BT-20, hay 1.6 veces más y en

MDA-MB-231, hay 2.6 veces más de esta proteína a comparación de la línea no

transformada, lo que concuerda con la inactividad de GSK3β mencionada previamente.

Finalmente, se pudo observar que, en ambas líneas celulares de cáncer de mama, β-

catenina se encuentra mucho más activa que en la línea celular no transformada,

aproximadamente 2.26 veces más en BT-20 y 6 veces más en MDA-MB-231.

7.2 Efecto de la inhibición de la vía Wnt/β-catenina en la sobrevivencia celular. La vía

de señalización Wnt/β-catenina está implicada en la diferenciación celular, la proliferación

y migración [35]. Se sabe que estos procesos son regulados por la expresión de genes

blancos transcripcionales de β-catenina. Algunos de estos son c-Myc, c-Jun, ciclina D1

(CCND1), receptor activado por proliferación de peroxisoma delta (PPARD), FOS Like 1

(FOSL1) [36]. Para investigar el efecto de la inhibición farmacológica de la actividad

transcripcional de β-catenina, las líneas celulares MCF10A, BT-20 y MDA-MB-231, se

incubaron en presencia del inhibidor iCRT3 durante 48 horas y se evaluó su viabilidad

empleando el ensayo de MTT. Como control negativo se utilizó el vehículo en el cual estaba

resuspendido el inhibidor.
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Figura 11. Efecto de la inhibición de la vía Wnt/β-catenina en la viabilidad celular. Las gráficas

muestran el efecto de la inhibición de β-catenina en la viabilidad de las líneas celulares MCF10A;

MDA-MB-231 y BT-20 incubadas con vehículo (barras azules) o tratadas con iCRT3 (barras verdes).

Los resultados expresados como porcentaje  desviación estándar (*P˂0.001).

Los resultados obtenidos en este experimento demostraron que las líneas celulares MDA-

MB-231 y BT-20 son altamente sensibles a la inhibición farmacológica de β-catenina, ya

que su viabilidad disminuye en más del 90%. En contraste, en la línea celular no

transformada MCF10A, sólo se observa una disminución entre el 5 y el 8% en presencia

del inhibidor [Figura 11].

7.3 Efecto de la inhibición farmacológica de la vía Wnt/β-catenina en la proliferación.
Con el propósito de determinar si además de presentar un efecto citotóxico, la inhibición

farmacológica de la vía Wnt/β-catenina tiene un efecto anti proliferativo, las líneas celulares

MCF10A, BT-20 y MDA-MB-231 se incubaron en presencia del inhibidor iCRT3 durante 24,

48, 72 y 96 horas, los cuales se hicieron en cámara de Neubauer. Los resultados nos

indican que se presentó una disminución en el número de células con  iCRT3 en las dos

líneas celulares de cáncer de mama MDA-MB-231 y BT-20 y en la línea celular no

transformada no se presentaron cambios.

*
*
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Figura 12. Efecto de la inhibición farmacológica de la vía Wnt/β-catenina en la proliferación. La

gráfica muestra el efecto de la inhibición de β-catenina en la proliferación de la línea celular MCF10A

incubadas con vehículo (línea azul) o tratadas con iCRT3 (línea verde). Los resultados son

expresados como porcentaje ± desviación estándar.

Figura 13. Efecto de la inhibición farmacológica de la vía Wnt/β-catenina en la proliferación. La

gráfica muestra el efecto de la inhibición de β-catenina en la proliferación de la línea celular BT-20

incubadas con vehículo (línea azul) o tratadas con iCRT3 (línea verde). Los resultados son

expresados como porcentaje ± desviación estándar (*P˂ 0.001).
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Figura 14. Efecto de la inhibición farmacológica de la vía Wnt/β-catenina en la proliferación. La

gráfica muestra el efecto de la inhibición de β-catenina en la proliferación de la línea celular MDA-

MB-231 incubadas con vehículo (línea azul) o tratadas con iCRT3 (línea verde). Los resultados son

expresados como porcentaje ± desviación estándar (*P˂ 0.001).

7.4 Efecto de la inhibición de la vía Wnt/β-catenina en la apoptosis celular. Debido a

que la vía de Wnt/β-catenina también está involucrada en la resistencia a la apoptosis [35],

se evaluó si su inhibición induce la muerte celular programada de las líneas celulares en

las cuales se encuentra hiperactiva. Para esto, las líneas celulares se incubaron en

presencia de vehículo o del inhibidor iCRT3 durante 48 horas y se determinó el porcentaje

de células apoptóticas mediante su tinción con Anexina V y Yoduro de propidio. Los

resultados obtenidos, indican que la inhibición farmacológica de la actividad transcripcional

de β-catenina induce la apoptosis en las líneas celulares de cáncer de mama triple negativo,

pero no en las células epiteliales de glándula mamaria no cancerosas [Figura 14].
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Figura 15. Efecto de la inhibición de la vía Wnt/β-catenina en la apoptosis. Las gráficas muestran el

efecto de la inhibición de β-catenina en la inducción de la apoptosis en las líneas celulares MCF10A,

MDA-MB-231 y BT-20 incubadas con vehículo (barras azules) o tratadas con iCRT3 (barras verdes).

Los resultados son expresados como porcentaje ± desviación estándar (* P˂0.001).

7.5 Efecto de la inhibición farmacológica de β-catenina en su localización celular y en
la expresión de sus genes blanco. Para determinar el efecto de la inhibición de β-catenina

en su localización celular y en la expresión de sus genes blanco, las líneas celulares fueron

crecidas sobre cubreobjetos e incubadas en presencia de vehículo o del inhibidor iCRT3

durante 24 horas, y la localización celular de β-catenina se observó mediante microscopía

confocal. Los resultados obtenidos indican en la línea celular no transformada MCF10A,

que un porcentaje reducido de las células son positivas a la tinción nuclear de β-catenina,

mientras que, en ambas líneas celulares de cáncer de mama triple negativo, hay un número

mucho mayor de células en las que β-catenina se encuentra presente en el núcleo [Figura

15A]. En ninguna de las líneas celulares se observaron diferencias significativas con

respecto a sus controles, en cuanto al número de células con tinción nuclear de β-catenina

en presencia del inhibidor, lo cual no resulta inesperado si consideramos que este inhibidor

únicamente interfiere con la actividad transcripcional de β-canina, sin afectar sus otras

funciones celulares. Para comprobar que los efectos celulares anteriormente observados

son efecto de la inhibición transcripcional de β-catenina, se analizaron los niveles de

*

*
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expresión de Ciclina D1, la cual es uno de los blancos transcripcionales de β-catenina, en

las tres líneas celulares incubadas en presencia de vehículo o de iCRT3. Los resultados

obtenidos y mostrados en la figura 15B demuestran que la expresión de Ciclina D1

únicamente se ve disminuida de una manera significativa, en las líneas celulares de cáncer

de mama triple negativo, con 17 veces menos en la línea celular BT-20 y 4 veces menos

en la línea celular MDA-MB-231 pero no en la línea celular no transformada.
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A

B

Figura 16. Efecto de la inhibición farmacológica de β-catenina en su localización celular y en la

expresión de sus genes blanco. En el panel A, se muestra la distribución celular de la forma activa

de β-catenina, en donde se observa que esta proteína se encuentra presente en los núcleos de las

líneas celulares BT-20 y MDA-MB-231 en presencia y ausencia del inhibidor sin observarse cambios

significativos. El panel B muestra el efecto de la inhibición de β-catenina en la expresión de su blanco
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transcripcional, Cclina D1, observándose que en ambas líneas celulares de cáncer de mama hay

una disminución considerable en su expresión.

8. DISCUSIÓN

La vía Wnt/β- catenina se ha asociado en la regulación de diferentes procesos celulares

como la proliferación, la sobrevivencia, diferenciación, migración y evasión de la apoptosis

[50]. Se ha reportado que los tumores de cáncer de mama del subtipo triple negativo tienen

hiperactivación de esta vía [39]; y esto se correlaciona con un peor pronóstico [27]. El

marcador clásico de la activación de esta vía es la localización de la proteína β-catenina en

el citoplasma y en el núcleo, este proceso ocurre cuando un ligando Wnt se une a su

receptor de membrana, inhibiendo la formación del “complejo de destrucción” de β-catenina,

constituido por las proteínas APC, Axina, CK1α y GSK3β; lo que permite la acumulación de

β-catenina en el citoplasma y su posterior translocación al núcleo, donde promueve la

transcripción de sus genes blanco [36].

En este trabajo se analizaron los niveles de expresión y activación de algunas de las

proteínas de la vía Wnt/β-catenina en líneas celulares de epitelio mamario normal y glándula

mamaria transformada, el primer componente observado de la vía fue APC, donde se

visualizó que en la línea celular MCF10A y se encuentra en una forma completa, lo cual

sugiere que en esta línea celular la vía Wnt esta inactiva, ya que se sabe que cuando APC

está presente se forma el complejo regulador de β-catenina (APC, Axina, CK1α y GSK3β)

y eso hace que β-catenina se fosforilé en su extremo amino terminal y posteriormente se

ubiquitiné y sea degradado por la vía del proteasoma [51].

En contraste, en la línea celular BT-20 se expresa una forma trunca de APC y en la línea

celular MDA-MB-231 APC se encuentra ausente, se tiene reportado que mutaciones en la

proteína APC activan la señalización de Wnt a través de la inhibición del complejo de

destrucción de β -catenina [52] y se ha demostrado que la perdida funcional de  APC da

como resultado la activación constitutiva de la señalización de Wnt y en la inestabilidad

cromosómica en adenocarcinomas colorrectales humanos [53–55].

Con respecto a GSK3β, se observó que expresa bajos niveles en la línea de glándula

mamaria no transformada, mientras que en las dos líneas de cáncer de mama triple

negativo sus niveles de expresión aumentaban considerablemente; sin embargo se



P á g i n a 36

encuentra fosforilada en el residuo de Serina 9, lo que indica que se encuentra inactiva, y

que por lo tanto el complejo de degradación de β-catenina no es funcional, lo cual concuerda

con los niveles de β-catenina activa observados en las dos líneas celulares de cáncer de

mama triple negativo.

Dada la importancia de la activación de la vía Wnt/β-catenina en la progresión del cáncer

se han desarrollado diversas estrategias farmacológicas para bloquear la actividad de

algunos de sus componentes [33], las cuales no han tenido mucho éxito debido a que las

proteínas que participan en esta vía también realizan otras funciones, como lo es β-catenina

que participa de manera importante en la formación de las uniones intercelulares y junto

con E-caderina ayuda al mantenimiento de la polaridad celular [33]. Recientemente, se

identificaron inhibidores selectivos de la actividad transcripcional de β-catenina, a los que

se les dio el nombre de iCRTs entre estos compuestos, se encuentran iCRT3, iCRT5 e

iCRT14; los cuales específicamente bloquean la unión de β-catenina con el complejo

TCF/LEF, inhibiendo su actividad transcripcional sin interferir en sus otras funciones

biológicas [45].

Debido a que la vía de Wnt/β-catenina regula procesos celulares como la proliferación y

sobrevivencia celular, y también regula la expresión de moléculas involucradas en la

evasión de la apoptosis, se evaluó el efecto de la inhibición farmacológica de β-catenina en

estos procesos celulares. Cuando se analizó el efecto de la inhibición farmacológica de β-

catenina en la viabilidad y proliferación, se observó que estos procesos celulares se ven

considerablemente afectados en las líneas celulares de cáncer de mama triple negativo,

mientras que no se observó un efecto significativo en la línea celular de epitelio de glándula

mamaria no transformado. Las posibles explicaciones son que la inhibición farmacológica

de β-catenina afecta la expresión de genes involucrados en la sobrevivencia y proliferación,

o que tenga un efecto citotóxico. Por este motivo, se decidió analizar el efecto de la

inhibición farmacológica de β-catenina en la inducción de apoptosis en las distintas líneas

celulares empleadas. Estos experimentos demostraron que el efecto del inhibidor de β-

catenina es selectivo hacia las células cancerosas en las que la vía se encuentra

hiperactiva, ya que no se observa una inducción de la apoptosis en la línea celular no

transformada. En conjunto, nuestros resultados sugieren fuertemente que el efecto que

estamos observando se debe a la inhibición de la expresión de genes anti-apoptóticos y de

sobrevivencia en las dos líneas celulares de cáncer de mama triple negativo.
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Con el propósito de corroborar esta hipótesis, se determinó si la inhibición farmacológica

de β-catenina afecta su localización y la expresión de Ciclina D1, uno de sus blancos

transcripcionales involucrado en la sobrevivencia y proliferación al regular la progresión del

ciclo celular. El análisis de la distribución celular de β-catenina en presencia del inhibidor

farmacológico mediante microscopía confocal, muestra que no hay diferencias en la

localización celular de β-catenina en presencia o ausencia del fármaco, ya que el iCRT3

solo bloquea la unión de β-catenina con LEF-1/TCF para inhibir la transcripción de sus

genes blanco, por lo que al analizar la expresión de Ciclina D1 (que es uno de los genes

activados por esta vía) mediante Western Blot, observamos que sus niveles de expresión

disminuyen drásticamente en presencia del inhibidor unicamente en las líneas celulares de

cáncer de mama triple negativo. Esta serie de resultados, aunque son muy preliminares,

nos permiten concluir que la inhibición farmacológica de β-catenina podría ser una buena

alternativa terapéutica para pacientes de cáncer de mama en los que esta vía de

señalización se encuentra hiperactiva. En un futuro, se requiere analizar la eficacia de este

inhibidor en modelos animales, y determinar si la inhibición combinada de la vía de Wnt/β-

catenina y de otras vías de señalización importantes para la sobrevivencia y crecimiento

tumoral es más efectiva que la inhibición individual de una ruta de señalización.

9. CONCLUSIONES

1) La vía de Wnt/β-catenina presenta altos niveles de activación en las líneas celulares

BT-20 y MDA-MB-231 de cáncer de mama triple negativo.

2) La inhibición farmacológica de β-catenina afecta negativamente la sobrevivencia y

proliferación de las células cancerosas, e induce la apoptosis exclusivamente en las

líneas celulares de cáncer de mama triple negativo, pero no en la línea celular de

epitelio de glándula mamaria no transformado.

3) La inhibición farmacológica de la vía de señalización de Wnt/β-catenina disminuye

la expresión de sus genes blanco, como Ciclina D1, en líneas celulares de cáncer

de mama triple negativo.
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