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1.0 Abreviaturas

Definicion

Gen 1 de cancer de mama, que codifica para una enzima
de reparacion del DNA

Gen 2 de cancer de mama, que codifica para una enzima
de reparacion del DNA

Céncer de mama en inglés

Cancer de mama

Curie, unidad de desintegracion atomica usada en
radioactividad

indice Celular, variable sin unidades que describe la
impedancia relativa de un cultivo celular en el RTCA DP
Di6xido de Carbono

cada uno

Suplemento de Crecimiento de Células Endoteliales
Factor de Crecimiento Epidermal

Medio de crecimiento de células endoteliales que
contiene VEGF

Transicion Epitelial Mesenquimal

Receptor de Estrégenos alfa

Sub-unidad con actividad de factor de transcripcién de
AP-1 que normalmente dimeriza con jun.

Factor estimulante de colonias de granulocitos

Acido N-2-hidroxietilopiperacina-N-2-etanosulfénico
Receptor del factor de crecimiento epidermal 2

Célula endotelial de vena de cordon umbilical humano
Interleucina seis

Interleucina ocho

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran

Sub-unidad con actividad de factor de transcripcion de
AP-1 que normalmente dimeriza con un miembro de la
familia FOS.

Macrofagos asociados a metastasis

Linea 7 de células epiteliales mamarias tumorales no
cancerosas de la Fundacion de Cancer de Michigan
Proteina quimioatrayente de monocitos 1

Linea 231 de cancer de mama metastasico del Centro
de Cancer Monroe Dunaway Anderson de la Universidad
de Texas

Hidroxido de Sodio



NK
NO
PBS
pH

POE
PRR

rpm
RPMI
RTCA DP

SFB
Src

TAM
TASC
TEER
Thl
Th2
TME
TNF
U937
VEGF
VPF

células asesinas naturales

oxido nitrico

Solucién Salina Amortiguadora de Fosfatos

potencial de hidrogeno, logaritmo negativo de la
concentracion de iones de hidrogeno.

hidrégeno en solucién

Personal Ocupacionalmente Expuesto a radiactividad
Receptor de progesterona

Revoluciones por minuto

Medio del Instituto Roswell Park Memorial

Equipo de analisis celular en tiempo real de doble propdsito
Suero Fetal Bovino

cinasa, sin funcion de receptor, cuyo gen es homologo al
gen viral que causa el sarcoma de Rous en pollos.
Macrofagos asociados a tumor

Células estromales asociadas al tumor

Resistencia eléctrica transepitelial

Linfocitos cooperadores Tipo 1.

Linfocitos cooperadores Tipo 2

Microambiente tumoral

Factor de necrosis tumoral

Linea celular humana de linfoma histiocitico mieloide
Factor de crecimiento del endotelio vascular

Factor de permeabilidad vascular



2.0 Resumen

La metéastasis es el principal factor asociado a la mortalidad en cancer de mama
(CaMa). La mayoria de las pacientes mexicanas con CaMa son diagnosticadas
cuando ya tienen metastasis o cuando en corto plazo la desarrollardn. Por tanto en
nuestro laboratorio nos hemos enfocado a modelar una de las etapas finales de la

metastasis; la extravasacion de las células tumorales.

El CaMa induce una activacién, aberrante y local, de la angiogénesis y la
permeabilidad vascular, que facilita la tumorigénesis y la metastasis. En parte, esto
ocurre en respuesta a mediadores que componen el secretoma del tumor primario
que induce la proliferaciébn, migracién y disfuncion, de las células endoteliales
asociadas al tumor y de 6érganos blanco, a donde las células de CaMa, forman
tumores secundarios, como el pulmén, cerebro, médula 6sea e higado. Se ha
propuesto que los componentes del secretoma son liberados, tanto por las células
de CaMa, como por células estromales asociadas al tumor (TASC), por ejemplo
leucocitos, fibroblastos y adipocitos, cuyo fenotipo es anormal.

Bevacizumab (Bev), fue la primera alternativa, para interferir con la
comunicaciéon entre el endotelio vascular y los otros componentes del
microambiente tumoral. Bev es un anticuerpo neutralizante del factor de crecimiento
del endotelio vascular/factor de permeabilidad vascular (VEGF/VPF). Sin embargo,
Bev en ensayos clinicos, no ha mostrado un efecto terapéutico adicional al estandar.
Actualmente una area de investigacion activa es la busqueda de componentes del

secretoma tumoral vasoactivos y que su inhibicion pueda ser terapéutica.

El objetivo de este trabajo fue montar un ensayo biolégico. El cual permitiera
estudiar si el secretoma de células de CaMa es capaz de inducir cambios en la
permeabilidad vascular in vitro. Para ello utilizamos el secretoma de células con alta
capacidad metastasica MDA-MB-231(triple negativo). Con dicho secretoma
estimulamos células endoteliales de vena de corddén umbilical humano (HUVEC).
Nuestro resultados muestran que el secretoma induce cambios en la resistencia
eléctrica transepitelial (TEER), de HUVEC sembradas a baja y alta confluencia. La

TEER se midio por el sistema libre de marcaje y en tiempo real, RTCA Xcelligence.
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Esto sugiere que dentro del microambiente tumoral, las células de CaMa
contribuyen en la secrecion de factores vasoactivos que pudieran facilitar la

metastasis.

A corto plazo, se podria usar este sistema para dilucidar las vias de
sefalizacion comunes de los componentes del secretoma vasoactivos. Para ello se
podrian ocupar células tumorales o endoteliales tratadas con inhibidores
farmacolégicos o modificadas genéticamente. Adicionalmente, se podria determinar,
si los cambios en la TEER, en la ventana de tiempo descubierta por el Xcelligence,
correlacionan con otras mediciones en las células endoteliales. Por ejemplo un
aumento en la permeabilidad del endotelio a albumina marcada (estandar de oro
para determinar cambios en permeabilidad vascular) y con cambios en la estructura

de las uniones intercelulares.
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3.0 Abstract

Metastasis is the main factor associated with breast cancer (BrCa) mortality. The
majority of BrCa Mexican patients, are diagnosed in stages when, they already have
metastasis or are going to have it on the short run. Therefore in our laboratory we
have focused on modeling one of the final stages of metastasis; tumor cell

extravasation.

BrCa induces, an abnormal and local activation of angiogenesis and vascular
permeability that facilitates tumorigenesis and metastasis. This is partly due to the
tumor secretome that induces proliferation, migration and dysfunction of, tumor
associated endothelial cells and of target organs, where BrCa cells form secondary
tumors, such as the lungs, brain, bone marrow and liver. It has been proposed that,
the tumor secretome is made of factors secreted by, both BrCa cells and by tumor
associated stromal cells (TASC), for example leukocytes, fibroblasts and adipocytes,

of abnormal phenotype.

Bevacizumab (Bev), was the first alternative to interfere with the
communication between, vascular endothelium and other components of the tumor
microenvironment. Bev is a neutralizing antibody of the vascular endothelial growth
factor / vascular permeability factor (VEGF/VPF). However Bev in clinical trials, has
not shown a better therapeutic effect, than standard antineoplastic drugs. Currently,
an intensive area of research, is the search for vasoactive components of the tumor

secretome whose inhibition is therapeutic.

The objective of this project was to set-up a biological assay. Which allowed
to study if the components of the secretome of BrCa cells, are capable of inducing
changes in vascular permeability in vitro. For this we used the secretome of
metastatic BrCa cells, MDA-MB-231 (triple negative). With the secretome we
stimulated human umbilical vein endothelial cells (HUVEC). Our results show that
the secretome induces changes in transepithelial electric resistance (TEER), of
HUVEC seeded at low and high confluence. The TEER was measured in the real

time and label free system RTCA Xcelligence. This suggests that, within the tumor

12



microenvironment BrCa cells contribute in the secretion of vasoactive factors that

could facilitate metastasis.

On the short run, this system, could be used to elucidate signal transduction
pathways common to the vasoactive components of the secretome. For such
purpose it will be useful tumor or endothelial cells treated with pharmacological
inhibitors or genetically modified. Additionally, it could be determined, if the changes
in TEER, on the time window discovered by the Xcelligence, correlate with other
measurements on endothelial cells. For example an increase on the passage of
labeled albumin (gold standard to determine changes in vascular permeability) and

with changes in the structure of intercellular junctions.
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4.0 Introduccidén

4.1 Cancer de Mama

El cancer de mama (CaMa) es el grupo de enfermedades neoplasicas con mayor
indice de mortalidad en mujeres mexicanas (INEGI 2015). La caracteristica mas
conocida que comparten dichas enfermedades es la proliferacion descontrolada de
células de los epitelios ductales o lobulillares, que da lugar a tumores 0 masas en la
mama (Jimenez-Salazar 2010). Cada una de las enfermedades que se agrupan
dentro del CaMa se caracteriza por mutaciones genéticas o maodificaciones
epigenéticas particulares, que sobreactivan o silencian factores intrinsecos de las
células hiperproliferativas, (oncogenes y genes supresores de tumores
respectivamente) (Lee & Muller 2010). Cada una de dichas enfermedades tiene un
diagndstico molecular, prondéstico y terapia diferente(Cardenas Sanchez et al. 2017).

El 60% de los CaMa sobreexpresan los receptores de hormonas esteroides
estrogénicas (ERa+) y progesterogénicas (PRR+). Son los canceres de mejor
pronéstico y responden favorablemente a la terapia blanco como tamoxifeno, (un
inhibidor de ERa) o Anastrozol (inhibidor de la aromatasa) (Zentella-Dehesa et al.
2007). Los CaMa positivos a receptores hormonales se subdividen en luminal A
(buen pronéstico) y Luminal B (pronostico regular), dependiendo de la
sobreexpresion o no de Ki67 y receptor del factor de crecimiento epidermal 2
(HER?2), respectivamente (Eroles et al. 2012).

Por otra parte, el 20% de los CaMa no expresan a los receptores
hormonales, pero sobreexpresan HER2. El pronostico es peor que los anteriores,
pero existe una terapia blanco con base en inhibidores de HER2, como el
trastuzumab. El resto de los CaMa son llamados triple negativos, porgue no
sobreexpresan ninguno de los genes anteriores, no existe una terapia blanco, y son
los CaMa de peor pronoéstico (Eroles et al. 2012) (Eroles, 2012). Los triples
negativos, también se pueden subdividir en 6 subtipos moleculares, cuyo nombre
son: parecidos a basal 1 (BL1), parecidos a basal 2 (BL2), parecidos a células

mesenquimales (M), parecidos a células troncales mesenquimales (MSC), luminal y
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receptor de andrégenos positivo (LAR) e Inmunomodulador (IM) (Lehmann et al.
2011).

Con respecto a los genes supresores de tumores, como el gen de cancer de
mama 1y 2 (BRCA1 y BRCA2), en el CaMa se presentan mutaciones con pérdida
de funcion que pueden ocurrir en cualquier de los subtipos mencionados
anteriormente, pero que ocurren especialmente en el CaMa hereditario (Narod &
Foulkes 2004). Por tanto, la subclasificaciéon del CaMa, con base en marcadores
intrinsecos, ha ayudado a aumentar significativamente la esperanza de vida de los
pacientes, permitiendo sobrevivir a la etapa critica del CaMa (Chavarri-Guerra et al.
2012).

4.2 Microambiente Tumoral

Un tumor es un tejido o un érgano aberrante, no s6lo una masa de células
tumorales. Harold Fisher Dvorak en 1986 dijo que un tumor es una herida que nunca
sana (Dvorak 2015). En las etapas tempranas, posteriores a una herida, en un
epitelio como la glandula mama, hay infiltracién de células del sistema inmune,
seguida de remodelacion tisular, angiogénesis y proliferacion de fibroblastos
(produccion glicosaminoglicanos) y finalmente proliferacion de células epiteliales. En
el caso de un tejido tumoral, se activa un programa asociado a cicatrizacion y
remodelacion tisular permanente, que incluye una diversidad de células estromales

normales no transformadas asociadas al tumor (TASC) (Bussard et al. 2016).

El origen de las TASC es controversial, pero se reconoce que dichas células
pudieran originarse de tejido conectivo, adiposo, vascular y de la médula ésea. Por
lo tanto, el microambiente tumoral (TME) contiene factores extrinsecos permisivos, o
gue activamente ayudan al desarrollo de la carcinogénesis (Hanahan & Weinberg
2011). El énfasis de las terapias en CaMa, se ha centrado en, atacar a las células
tumorales, sin embargo, un enfoque alterno propone atacar las interacciones de las

células tumorales con su microambiente (Kim et al. 2017).
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4.3 Inflamacién Asociada a Cancer

Un tumor de CaMa, para poder desarrollarse, establece una tolerancia
inmunoldgica antigeno especifica (Klebanoff et al. 2011). Las células tumorales que
no logran formar tumores, expresan neo-antigenos que activan tanto respuestas
inmunes innatas como adaptativas. En esta fase el sistema inmune es capaz de
eliminar a las células tumorales, lo que explica el buen pronostico de tumores con
infiltraciones de linfocitos T CD8+ y células asesinas naturales (NKs) (Place et al.
2011). En cambio, la teoria de la inmunoedicion propone que las células de CaMa
que si logran formar tumores, responden y se adaptan a la respuesta inmune,
logrando inducir una supresion especifica para sus antigenos, mediada por una
variedad de células mieloides supresoras y células T-reg. Dicha teoria, tiene sus
origenes desde hace méas de un siglo, dado que fue Rudolf Virchow que, propuso
que el cancer se origina en sitios de inflamacién crénica (Balkwill & Mantovani
2001).

El tumor recluta células de origen mieloide. Algunos se convierten en
macréfagos asociados a tumor (TAM) o asociados a metastasis (MAM). Esto
compromete la vigilancia que confiere la inmunidad innata. Dichos TAM tienen un
fenotipo M2, inmunosupressor. Los TAM secretan factores angiogénicos. Por
ejemplo el factor de crecimiento de células endoteliales (VEGF-A) que induce la
neovascularizacion del tumor, lo que favorece la irrigacion y la posibilidad de que
haga metastasis; el factor de crecimiento epidermal (EGF), que promueve la
proliferacion de las células tumorales; metaloproteasas, que facilitan la
remodelacion de la matriz extracelular y ayudan a que las células de CaMa puedan
invadir tejidos vecinos; citocinas que inhiben la actividad y proliferacion de linfocitos
T cooperadores Tipo 1 (Th1l) o CD8" (Carvalho et al. 2016). Ademas de los TAM los
linfocitos cooperadores tipo 2 (Th2), usualmente estan presentes en tumores de
CaMa. Al igual que los TAM los Th2 secretan citocinas inmunosupresoras, que

inhiben las respuesta antitumoral de otros linfocitos.
Existe una terapia cuyo propdésito es volver a encender la respuesta inmune
antitumoral y en la actualidad tiene avances prometedores. Esta terapia llamada

onco-inmunoterapia, se enfoca en despertar a las células T-reactivas citotdxicas
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para eliminar al tumor (Li & Kang 2016). Sin embargo, el enfoque de este trabajo,
gue se discutird en la siguiente seccion, se centra sobre otro componente del
microambiente tumoral. Dicho componente se modula por secreciones de células

del sistema inmune asociadas a tumor o por las mismas células tumorales.

4.4 VVasculatura Tumoral

Los vasos sanguineos son importantes para la proliferacion y la metastasis
de las células tumorales. Algunos tumores de CaMa son capaces de inducir
angiogénesis, la formaciébn de nuevos vasos sanguineos. Esto promueve el
crecimiento de estos tumores, mediante el aumento en el volumen de sangre que
entra y sale del tumor, lo que promueve el intercambio de nutrientes y desechos
(Zentella-Dehesa et al. 2007). Estos tumores, secretan un factor, anteriormente
llamado factor de permeabilidad vascular (VPF), pero que hoy se conoce como
VEGF-A, para inducir angiogénesis (Folkman 1972). EI VEGF-A, es capaz de inducir
la proliferacion y migracion de las células endoteliales, que recubren el interior de
los vasos sanguineos, a través de su union, principalmente con el receptor 2 de
VEGF (VEGFR2/FIk1). Los capilares o vasos de bajo calibre, como los que irrigan
directamente al tumor, estdn compuestos principalmente de células endoteliales y
son las primeras que se necesita movilizar para formar un nuevo vaso sanguineo,
posteriormente células como los pericitos se extienden sobre el vaso sanguineo
(Coultas et al. 2005).

Sin embargo, los vasos sanguineos que se forman dentro de un tumor son
diferentes a los que componen el resto del sistema circulatorio. La vasculatura
tumoral es sinuosa, fragil, fenestrada, lo que se ha propuesto que facilita la entrada
de las células tumorales al sistema circulatorio para hacer metastasis (Reymond et
al. 2013). La investigacion en este campo ha permitido desarrollar lo que se conoce
como la terapia anti-angiogénica, siendo los farmacos que neutralizan al VEGF-A
(Bevacizumab) o a su receptor 2 VEGF (Sorafenib) los mas probados en estudios
clinicos. Desafortunadamente en CaMa no han resultado proveer un efecto benéfico
adicional a las terapias estandar, revelando una mayor complejidad y diversidad de
los microambientes tumorales (Aalders et al. 2017). Por ejemplo, el VEGF-A gue se

menciono anteriormente, es parte de una familia de proteinas homodiméricas al que
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también pertenecen el VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y factor de crecimiento
placentario (PGF) en humanos. El gen de VEGFA es capaz de formar por lo menos
7 isoformas proteicas mediante splicing alternativo, algunas de ellas inclusos son
antiangiogénicas. Ademas existen otros factores con actividad angiogénica como el
factor de crecimiento de fibroblastos &cido y béasico (FGFA y FGFB
respectivamente) y factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) a pesar de
que fueron nombrados originalmente por su actividad mitogénica en otras células.
Esto se traduce en que si se neutraliza con Bevacizumab algunas isoformas de
VEGFA presente en el microambiente tumoral, la angiogénesis tumoral puede
proseguir gracias a los otros factores angiogénicos antes mencionados (Ferrara
2002).

Se ha propuesto que en lugar de buscar neutralizar ligandos, factores
solubles presentes en el microambiente tumoral, se podria intentar entender cuales
son las vias de sefalizacién que se encienden en las células endoteliales, por efecto
de dichos factores. En particular, determinar si dichas vias de sefalizacion
convergen en algun punto dentro de las células endoteliales. En otras palabras si
hay proteinas de sefializacibn como factores de transcripcion (jun/fos), cinasas
itinerantes de la familia de Src o, segundos mensajeros Oxido Nitrico (NO) que se
ven moduladas por cualquier estimulo angiogénico. Por tanto la inhibicion de estos
nodos pudiera tener un efecto antitumoral mayor que el inhibir un ligando a la vez
(Garcia-Roman & Zentella-Dehesa 2013). El efecto del microambiente tumoral, no
se limita a las células endoteliales de la vasculatura intra-tumoral, sino que pudiera
actuar sobre células endoteliales distantes, como la de los érganos blanco, donde
las células de CaMa hacen metastasis para formar tumores secundarios, esta
hip6tesis de accion a distancia se conoce como la formacion de un nicho pre-

metastasico y es el enfoque principal de este trabajo.

4.5 Metastasis

El CaMa, es un problema de salud publica ya que se disemina
sistémicamente (metastasis). Para ello las células de cancer necesitan mas que su
capacidad de proliferacion descontrolada. Si bien, a largo plazo, es mas razonable

generar conocimiento que permita prevenir o diagnosticar tempranamente el cancer,
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el estudio de la metastasis servira, algun dia, para poder tratar a la mayoria de las

pacientes que tienen cancer de mama actualmente (Chavarri-Guerra et al. 2012).

En la metastasis, las células de CaMa, se desplazan desde la neoplasia
primaria a un organo o tejido distante (Garcia-Roman & Zentella-Dehesa 2013).
Para que este proceso ocurra, una pequefia poblacion de ellas, con las propiedades
migratorias necesarias, se desprende del tumor primario y se desplaza a través de
la matriz extracelular, fenbmeno que se conoce como transicidn epitelial-
mesenquimal (EMT)(Garcia-Roman & Zentella-Dehesa 2013). Posteriormente, las
células de CaMa invaden el estroma que rodea al tumor primario, entran al torrente
linfatico o sanguineo (intravasacion), sobreviven en la circulacion periférica, se
adhieren al endotelio de drganos blanco, salen de los vasos (extravasacion) e
ingresan al tejido intersticial del érgano blanco y, eventualmente, forman tumores

secundarios (Garcia-Roman & Zentella-Dehesa 2013).

La metéastasis es un proceso muy ineficiente. Solo una de cada millén de
células que sale del tumor primario logra formar un tumor secundario (Chambers et
al. 2002). Las células de CaMa, que logran hacer todo el proceso de metastasis, no
solo sufren cambios fenotipicos ellas mismas, sino que logran, por lo menos
temporalmente, generar cambios sistémicos (Fidler 2002). Luego entonces los
genes promotores de la metastasis (GPM) y genes supresores de la misma (GSM)
no solo participan en prender programas de migracion y colonizacion en la célula
tumoral, sino también deben prender programas en otras estirpes celulares que
permitan o proactivamente facilitan la diseminacion de las células tumorales (Yan et
al. 2013). Un subgrupo de estos genes, entonces, debe facilitar la comunicacion
entre las células tumorales y las TASC. En otras palabras, deben codificar para
productos proteicos que se secretan o que inducen la secrecion de metabolitos o

acidos nucleicos de las células tumorales y las TASC.

4.6 Células Epiteliales

Este trabajo se enfoca en estudiar la interaccion biolégica entre 2 estirpes
celulares, las células de cancer de mama en proceso de diseminacién y el endotelio

vascular de organos blanco. A continuacion se describen las caracteristicas
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distintivas del endotelio vascular y algunas que comparte con otros tejidos
epiteliales, dado que ello permite entender el fundamento de los experimentos que

se hicieron en este trabajo.

El tejido epitelial sirve para compartamentalizar nuestro cuerpo (Cereijido et
al. 2004).
(intestino), que sirven de interfase entre distintos microambientes ya sea liquidos o

Forma barreras (piel), cavidades (glandulas mamarias) y ductos

gaseosos (figura 1) (Alberts et al. 2008). Al microscopio, un tejido epitelial se ve
como un camino empedrado, donde cada célula epitelial seria una piedra o un
adoquin. El cimiento sobre el cual las células epiteliales estan adheridas se le llama
lamina basal, que es un tipo de matriz extracelular especializado y se compone
entre otras cosas de proteinas filamentosas como la colagena, fibronectina (FN),

laminina y vitronectina (figura 2).
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Figura 1: Ejemplos de tejido epitelial (Tomado de Padial, J. 2015)

Las células epiteliales se anclan a estas proteinas filamentosas mediante
protusiones proteicas transmembranales como las integrinas o0 los
hemidesmosomas. Estas uniones célula-matriz o focales, estan ancladas al

citoesqueleto mediante proteinas de andamiaje como vinculina y talina, lo que les
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confiere fuerza (figura 2). Incluso la pérdida de dicha interaccion matriz-integrina
desencadena la muerte de la células epitelial a través de un proceso llamado anoikis
(Alberts et al. 2008). Por otra parte, el espacio intercelular es cubierto por uniones
intercelulares que hacen las veces del cemento o pegamento, que sella el espacio
entre las piedras o los adoquines. Dichas uniones de naturaleza proteica pudieran
verse como manos 0 protusiones que salen de una célula y se unen a otra
protrusion idéntica en la célula vecina, como si las células estuvieran agarradas de

las manos permanentemente (figura 2).

Membrana
Apical

- »Basolateral

-~e= Zonnula Ocludens

s.‘Ocludina
st == Claudina

¢ [} VE-Cadherina
=== Actina

Uniones Estrechas

Endotelio

MMatriz Extracelular

Organo Interno o Tejidol

Figura 2: Organizacion estructural de las interacciones intercelulares y con su matriz de las células
endoteliales. (Modificado de (Mehta & Malik 2006)). B, a, “y” y p120 son beta, alfa, gamma y p120

catenina respectivamente. Vin = vinculina. FN = fibronectina VN = vitronectina

Los epitelios, entonces, son barreras selectivas que regulan el paso entre los
dos compartimentos que dividen. Un epitelio modificado, con caracteristicas
particulares, es el que forman las monocapas de células endoteliales, que
compartimentaliza la sangre y los tejidos circundantes. En otras palabras, el
endotelio envasa la sangre en el interior de todos los vasos sanguineos (venas,
arterias y capilares), pues es la monocapa de células que esta en contacto directo

con ella (figura 2).
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Dado que la funcion de barrera del endotelio es parte central de este trabajo,
vale la pena describirla con mas detalle. Las uniones intercelulares, mantienen
polarizada a la célula epitelial, pues no permiten que otras proteinas residentes de
membrana, como los receptores, pasen de un lado a otro de la union intercelular, de
tal forma que la membrana apical y basolateral difieren en los receptores y otras
proteinas residentes de membrana como canales idnicos y transportadores que

contiene cada una (Alberts et al. 2008).

Las uniones ocluyentes, se forman en la parte mas apical de las células
endoteliales, y son la primera barrera que debe atravesar una célula tumoral para
extravasarse. Dichas uniones estan compuestas de 4 componentes generales: i)
una molécula trans-membranal como claudina, ocludina o JAM (moléculas de union
de adhesidén) cuya porcion extracelular forma uniones homotipicas con una molécula
idéntica en la célula vecina; ii) moléculas de andamiaje como zonula occludens 1, 2
y 3, que conectan la parte citoplasmatica de la molécula transmembranal con el
citoesqueleto de actina: iii) moléculas reguladoras como Src y Ras, y iv) el

citoesqueleto de actina (Bauer et al. 2010).

Como se observa en la figura 2, justo debajo de las uniones ocluyentes estan
las uniones formadas por la proteina intermembranal VE-cadherina o uniones
adherentes. Dichas uniones estan conectadas al citoesqueleto mediante cateninas
(B, a, “y” y p120). Vale la pena destacar que beta-catenina es un componente
importante en la via de sefalizacién del ligando Wnt, ya que cuando este se une a
su receptor frizzled, beta-catenina deja de ser constitutivamente degradado vy, viaja
al nacleo donde funciona como co-regulador en la transcripcion de diferentes genes,
como los involucrados en la proliferacién de las células epiteliales (Weinberg 2014).
Racl es una pequefia GTPasa. Racl indirectamente induce la fosforilacion en la
Serl91 y 605 de beta-catenina para que pueda translocarse al nucleo (Dufiach et al.
2017). p190RhoGAP es un inhibidor endégeno de Racl (induce que Racl hidrolize
su GTP y se inactive), que ayuda a mantener la integridad de las uniones
adherentes (Zebda et al. 2013).

Se ha probado que estimulos como el VEGF o el TNF tienen la capacidad de
inducir el desensamblaje de las uniones ocluyentes (McKenzie & Ridley 2007)
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(Gonzélez-Mariscal et al. 2008). ZO-1 actua como proteina de andamiaje en las
uniones ocluyentes, sin embargo, tiene dominios de localizacion y exportacion
nuclear (Bauer et al. 2010). El desensamblaje de las uniones ocluyentes ocasiona
gue las moléculas ZO-1 y ZO-2 se importen al nucleo, donde funcionan como
activadores del factor de transcripcion ZONAB (Bauer et al. 2010), que parece ser
un regulador de la proliferacion celular y es capaz de unirse a promotores de genes

como HER2 (Jiménez-Salazar et al. 2014).

4.7 Resistencia Eléctrica Transepitelial (TEER) y su medicion

Las células epiteliales forman barreras selectivamente impermeables, a otras
células, macro-moléculas e iones. Dicha funcidon de barrera se asocia a la
integridad, confluencia y morfologia de las células epiteliales (Kho et al. 2015). Una
manera indirecta, de cuantificar la funcion de barrera, es mediante la medicion de la
resistencia eléctrica transepitelial (TEER), que es la que ejercen las células
epiteliales sembradas sobre un electrodo, (Figura 3). En dicho sistema, el medio de
cultivo, sirve como un medio acuoso rico en iones que cierra el circuito eléctrico
(Srinivasan et al. 2015).
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Figura 3: La resistencia eléctrica trans-epitelilal (TEER) se modifica por variables fisicas y

biolégicas. Estas variables incluyen la temperatura, composicion del medio de cultivo,
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namero de células presentes y el tamafio de estas. Estas variables son dindmicas en el
tiempo debido a fenémenos biolégicos tales como mitosis, muerte, diferenciacién y des-

diferenciacion de las células. Modificado de (ACEA Biosciences 2013).

Antes de sembrar las células sobre los electrodos, se mide la resistencia
eléctrica del medio de cultivo con 10% de SFB (resistencia de fondo Z,). Para esto
se agrega 50 ul de medio a cada pozo (figura 3A). Las células al adherirse cubren
los electrodos (figura 3B), y dificultan la interaccion de estos con los iones del medio
de cultivo, aumentando asi la TEER (Z celula;> Z,). Lo anterior solo se cumple si las
células logran extenderse, puesto que si las células se mantienen retraidas en forma
esférica, los cambios en la TEER son imperceptibles. Entre mas células hay
adheridas (figura 3C), ya sea porque fueron sembradas o porque hicieron mitosis

(ejemplificada por la flecha entre 3B y 3C), mas alta sera la TEER (Z 2 celulas™ Zcéiula

1)

Un estimulo citotoxico disminuye la TEER (ejemplificado por la flecha vertical
gue conecta el panel 3C y 3A). Esto se debe a que la muerte celular entre otras
cosas ocasiona una pérdida del contacto célula-electrodo. Que tanto disminuya la

TEER depende gué tantas células se mueren con dicho estimulo.

Por otra parte, un cambio en la TEER, puede deberse también a cambios en
la morfologia de éstas (ejemplo: las células que pasan del estado del panel 3C al 3D
o al revés, como ejemplifican las flechas horizontales que los unen). Un caso tipico
de esto es, la diferenciaciébn de monocitos a macréfagos, los segundos tienen mayor
TEER que los primeros. De forma conversa, si las células se retraen, cubriendo
menos area, como cuando a unas ceélulas endoteliales se les adiciona un agente
permeabilizante como la trombina, esto ocasiona una disminucion en la TEER

(equivalente a ir del estado del panel 3D al 3C).

La TEER maxima, que difiere entre diferentes lineas o tipos celulares, se
alcanza cuando las células cubren la totalidad de la superficie del fondo del pozo.
Un ejemplo de dicha TEER se puede observar en la figura 4C. En el periodo de
proliferacion la TEER aumenta a una tasa constante con el paso de tiempo.

Después alcanza la TEER maxima, una meseta o linea horizontal cuyos valores se
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mantiene constantes con el tiempo. En el caso de la figura 4C se agregd un

estimulo citotéxico que indujo una caida drastica en la TEER.

Indice Celular

- Adhesion

Tiempo (horas)

Figura 4: Caracteristicas Principales del Sistema de Medicién de TEER en Tiempo Real RTCA
Xcelligence DP. Panel A: Vista superior de un pozo del Xcelligence, donde se observan los arreglos
de electrodos que cubren la mayor parte el pozo. Panel B: Acercamiento para observar los electrodos
con mas detalle, se denota el contorno de las células en gris por debajo de los electrodos negros .
Panel C: Se observa un registro prototipo del Xcelligence de tiempo contra indice celular, una medida
arbitraria de la TEER de las células, menos la resistencia ofrecida por el medio de cultivo Panel D:

Componentes fisicos del Xcellgience. Tomado de (Kho et al. 2015)

Por lo tanto, para poder distinguir si, cambios en la TEER de una monocapa
de células, se debe a cambios en el nimero y/o morfologia de las células
individuales, se deben hacer experimentos complementarios, que evallen la
cantidad de células, como ensayos de viabilidad por MTT o cristal violeta. Otra
estrategia seria la captura de imagenes o ensayos que evalluen cambios en la
morfologia de las células como inmunofluorescencias, con marcadores de
citoesqueleto o con anticuerpos contra proteina de uniones intercelulares (ACEA

Biosciences 2013).
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Recientemente, se distribuyé0 comercialmente una serie de equipos que
permiten evaluar la TEER en tiempo real. Esto lo hacen sin necesidad de marcar las
células con algun colorante o fluoréforo. Los equipos se llaman RTCA Xcelligence
MP, DP y MultiP y son de la marca Acea Biosciences. En esta tesis se utilizé el
sistema DP, pero el principio de los otros equipos es el mismo. El sistema DP
consta de 2 piezas principales: el aparato analizador y una laptop (Figura 4 D). El
analizador se coloca dentro de una incubadora para células de mamifero. Tiene
capacidad para tres placas (E-plate) de 16 pozos, 48 pozos en total. Cada pozo
tiene una capacidad para 250 pl de volumen de medio de cultivo. El fondo de cada
pozo tiene un area de 0.2 cm? de area y esta recubierto con hileras de catodos y
anodos intercalados de oro (ver figura 4 A). Dicho aparato analizador, se conecta
mediante usb a la laptop, que va registrando los datos generados por el aparato
(ACEA Biosciences 2013).

La laptop, con un software especializado (RTCA 2.0), provisto por ACEA
Biosciences, registra la TEER ejercida por las células como una variable arbitraria
llamada indice celular (IC). El IC es la resistencia ejercida por la células, menos la
resistencia eléctrica ejercida por el medio de cultivo, multiplicada por una constante
(ACEA Biosciences 2013). La caracteristica distintiva del sistema Xcelligence es,
gue puede ser programado para registrar la TEER hasta cada 15 segundos, por un
tiempo indeterminado como por ejemplo 96 horas, por lo que se dice que el TEER
se mide en tiempo real (ACEA Biosciences 2013). El equipo esta disefiado para
registrar la TEER de células adherentes, como las células epiteliales, y en nuestra
experiencia, no se puede ocupar para medir la TEER de células no adherentes,

como las células hematopoyéticas (ej. monocitos)
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5.0 Antecedentes

Las células de CaMa no hacen metastasis de manera azarosa, Sino que
colonizan 6rganos especificos: pulmon, médula 6sea, higado y cerebro (Weigelt et
al. 2005). Pero el mecanismo, que explique dicha especificidad, mejor llamado
organotropismo, no ha sido descubierto del todo.

5.1 Nicho Pre-Metastasico

El paradigma que rige hasta cierto punto la investigacion al respecto, fue
establecido en 1889 por Stephen Paget. Se llama la hipotesis de la semilla y la tierra
fértil. La semilla es la célula de cancer. Esta prolifera, forma un tumor secundario, en
un microambiente favorable, la tierra fértil. En el caso de cancer de mama, la tierra
fértil son los 6rganos antes mencionados (Ribatti et al. 2006). Tanto las células de
cancer, como el o6rgano blanco, deben tener caracteristicas que los hacen
compatibles uno con el otro. Evidencia reciente apunta que, el tumor primario crea
dicho microambiente favorable, también llamado nicho pre-metastasico, previo a
invadir el tejido (Kaplan et al. 2005). En la referencia anterior, ocuparon un modelo
murino de cancer de pulmén. Mostraron que el tumor primario, moviliza células
hematopoyéticas progenitoras, hacia los sitios, donde a futuro se va a desarrollar la
metastasis. Dichas células eran residentes de la médula 6sea y eran positivas para
el receptor VEGFRL1. La eliminacion de estas células hematopoyéticas, inhibe la

metastasis.

Mas aun se han identificado factores especificos (la citocina midkina),
secretados por las células de cancer, que inducen el nicho pre-metastasico, en un
modelo murino de melanoma (Olmeda et al. 2017). Interesantemente en esa
publicacion se mostro que la midkina, favorece la adhesion de células de melanoma

a células endoteliales linfaticas y extravasacion in vitro de las primeras.

La evidencia en cancer de mama hasta el momento ha mostrado, en un
modelo murino singénico, que el tumor primario, induce hiper-permeabilidad de los

vasos sanguineos pulmonares (Jiang et al. 2016). Esto podria explicar el tropismo
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de las células de CaMa de hacer metéastasis hacia este 6rgano. Dicho efecto es
revertido parcialmente por bevacizumab, un anticuerpo neutralizante de VEGFA. Por
otra parte, se ha mostrado que, el pre-tratamiento subcutaneo a ratones con el
secretoma de MDA-MB-231 acelera que el tumor primario xenotransplantado haga
metastasis a pulmén (Lee et al. 2014). Adicionalmente se mostré en la referencia
anterior que el secretoma induce la proliferacion de los vasos sanguineos linfaticos

del raton (linfangiogénesis).
5.2 Papel del endotelio en la metastasis

El blanco de la mayoria de las terapias antineoplasicas son las células de
cancer. Otro blanco posible es el nicho pre-metastésico. Los vasos sanguineos y las
células endoteliales son parte de este nicho. Ademas son un blanco asequible
considerando que cualquier farmaco intravenoso interactia primero con el endotelio.
El parrafo anterior mostraba que el fendmeno biolégico existe, pero tanto los
componentes especificos del secretoma de las células de CaMa que lo provocan,
como el mecanismo molecular dentro de las células endoteliales no ha sido
dilucidado del todo. Esto permitiria determinar que anticuerpos neutralizantes contra
los factores tumorales 0, moléculas pequefias inhibidoras serian de utilidad para

frenar los efectos en los pacientes con metéstasis o a punto de presentarla.

La caracterizacion del secretoma y su efecto sobre el endotelio ha sido del
interés de nuestro laboratorio desde hace 14 afios (Estrada-Bernal 2003). Se han
realizado experimentos in vitro que muestran que el secretoma (conjunto de factores
secretados) de las células de cancer de mama secretan factores que modifican el
fenotipo de células endoteliales venosas. La hipétesis de trabajo ha sido que, las
células de céancer, con capacidad metastasica, cuando atraviesan el endotelio,
imitan la diapédesis de células del sistema inmune durante una reaccion

inflamatoria, causado por una infeccion (Reymond et al. 2013).
En una reaccién inflamatoria clasica, en el tejido blanco o infectado por

microorganismos, los macréfagos residentes secretan citocinas pro-inflamatorias

(TNF, IL-1R y otras). Estas son ligandos de receptores en la membrana baso-lateral
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de las células endoteliales. Por lo tanto las citocinas inducen la activacion endotelial;
generando vasodilatacion, eliminacion del glicocalix repelente de la membrana
apical, expresion de moléculas de adhesion y un aumento en la permeabilidad
vascular, que facilita la extravasacion de las células del sistema inmune circulantes
hacia el tejido infectado (Guzman-Pérez 2013). En el caso de las células de cancer,
el estimulo inflamatorio que induciria la activacion endotelial, estaria dado por el
tumor primario. Dicho estimulo tumoral actuaria a distancia (como una hormona
enddcrina), generando un nicho en el endotelio del 6rgano blanco (pulmén, cerebro,
médula 6sea e higado) que sea facil de atravesar por las células tumorales que
eventualmente lleguen alli. Vale la pena destacar que el estimulo podria estar
siendo producido por las células tumorales, por alguna otra célula no transformada
del microambiente tumoral, como las células del sistema inmune infiltradas en el

tumor (ej. las TAM) o por ambas.

5.3 Ensayos de adhesion de endotelio tratado con secretoma

de células tumorales

Para los trabajos realizados en nuestro laboratorio se han ocupado la lineas
de cancer de mama con alta capacidad metastasica ZR-75-30 (luminal B) y MDA-
MB-231 (triple negativo) (Holliday & Speirs 2011). El secretoma derivado de estas
lineas, se usG para estimular células endoteliales de vena de cordén umbilical
(HUVEC). Se observdé que ambos secretomas, inducen un aumento
estadisticamente significativo, en la capacidad de las HUVEC de adherir linfocitos
(U-937), con respecto a HUVEC no tratadas. El secretoma de MCF-7, T-47D y
MDA-MB-435, lineas no metastasicas, no tienen el mismo efecto sobre las células
HUVEC (Montes-Sanchez 2010).

Esto evidencia en condiciones in vitro, que el secretoma de células
altamente metastasicas, son capaces por si solos, de inducir uno de los pasos
iniciales de la extravasacion, la adhesion al endotelio. Podria argumentarse que es
una evidencia muy indirecta el usar células U-937 para evidenciar el fenomeno.
Esto, a la luz de que el secretoma, con el que se pre-estimulan las HUVEC, son de
células de CaMa. Sin embargo cada linea de CaMa puede adherirse en mayor o
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menor medida al endotelio no estimulado (Frias Gonzalez 2007). Las células MCF-7
se adhieren 2 veces mas rapido que las ZR-75-30 a las HUVEC no estimuladas. En
cambio las U-937 se adhieren a una velocidad similar que las ZR-75-30 sobre
HUVEC no estimuladas, pero aumentan exacerbadamente su adhesion sobre
endotelios estimulados. Interesantemente las MCF-7 no se adhieren méas a
endotelios estimulados con el secretoma de ZR-75-30. Por tanto nuestro ensayo de
adhesion, permitio disectar el efecto exclusivo del secretoma de ZR-75-30, sobre
por ejemplo, las diferencias en la expresion de moléculas de adhesion de las células

tumorales.

5.4 Factores Tumorales Pro-activadores del Endotelio

Nuestro grupo y otro han analizado el secretoma de ZR-75-30, MCF-7 y
MDA-MB-231 por ELISA Multiplex de 27 citocinas, quimiocinas y factores de
crecimiento (Montes-Sanchez et al. 2009; Mejia-Rangel et al. 2016; Gémez et al.
2016; Lépez-Marure et al. 2016). Esto con la idea de dilucidar qué factores
tumorales, pudieran estar induciendo el fenotipo pro-adhesivo de las HUVEC.
Dichos factores deberian estar presentes solo en el secretoma de ZR-75-30 y MDA-
MB-231 y no en el secretoma de MCF-7. Tres de los estudios coinciden en que la
interleucina seis (IL-6) y la proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) son
factores enriquecidos en el secretoma de ZR-75-30 y no asi en MCF-7 (Figura 5A-
C). Otros factores que destacaron en por lo menos 2 estudios son el factor
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), interleucina ocho (IL-8), VEGF,
IL-1a, e IL-1B. Motivados por estos resultados, se evalué el efecto individual de
algunas citocinas antes mencionadas sobre el endotelio, los resultados se describen
mas abajo. Por otra parte se observa que la IL-8 y la IL-1a también estan
enriquecidos en el secretoma de MDA-MB-231. Si bien faltaria hacer un analisis de
componentes principales (ACP), se puede sugerir que la mayoria de los factores
mas enriquecidos en ZR-75-30 y MDA-MB-231 son diferentes.
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Figura 5: Gréficas de circulo que representan los factores proteicos mas abundantes en el
secretoma de MDA-MB-231 y ZR-75-30 y que son escasos en el secretoma de MCF-7. Los datos
solo representan veces de cambio con respecto a MCF-7 y no la proporcibn que ocupan en la
composicién absoluta del secretoma, al no provenir de una caracterizacién exhaustiva del secretoma.
Panel A-D: Corresponden a datos de ZR-75-30. Panel E y F: Corresponden a datos de MDA-MB-
231. Los datos fueron obtenidos de 4 diferentes andlisis por ELISA Multiplex de no mas de 27
elementos reportados en (Montes-Sanchez et al. 2009; Mejia-Rangel et al. 2016; Gémez et al. 2016;
Lépez-Marure et al. 2016)

5.5 Factores Tumorales Anti-activadores del Endotelio

El andlisis reciproco de los datos de ELISA Multiplex nos permite identificar
factores que estan enriquecidos en el secretoma de MCF-7 pero que son escasos
en los secretomas de las lineas celulares mas agresivas (Figura 6). El factor que
sobresale de estos andlisis es la interleucina 2 (IL-2). El analisis sugiere que dicha

citocina es pobremente secretada tanto por ZR-75-30 y MDA-MB-231 en uno de los
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articulos y por ZR-75-30 en el otro articulo. Esta citocina ha sido catalogada como
anti-inflamatoria. Resulta interesante hipotetizar que la IL-2 sobre las células
endoteliales tuviera el efecto opuesto a los factores enriquecidos en ZR-75-30 y
MDA-MB-23, y/o que la IL-2 inhibiera el efecto de dichos factores. EI VEGF también
esta enriquecido en el secretoma de MCF-7. Sin embargo no resulta ser un buen
candidato ya que estudios realizados en nuestro laboratorio, como se observa en la
figura 5 sugieren que también es secretado en grandes cantidades por las lineas

celulares mas agresivas.
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Factores del Secretoma

Figura 6: Factores proteicos enriquecidos en el secretoma de MCF-7 y que son escasos en
el secretoma de MDA-MB-231 y ZR-75-30. Los datos fueron obtenidos del analisis de 27
elementos de ELISA Multiplex de 2 publicaciones (Gomez et al. 2016; Lépez-Marure et al.
2016)

5.6 Limitantes de la caracterizacion del secretoma por ELISA-

Multiplex

Los analisis de ELISA-Multiplex, antes mencionados, solo evaltan un sub-
conjunto de los factores proteicos, presentes en el secretoma de las lineas celulares
estudiadas. Por ejemplo no se evaluaron la concentracion de adipocinas (Leptina,

Adiponectina) que se ha reportado previamente que estan presentes en el
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secretoma de MCF-7 (Bougaret et al. 2017). Como se observa en el apéndice 4, los
ELISA multiplex publicados no reportan las concentracion de los mismo factores
proteicos. IL-6, IL-8 y VEGF es el Unico factor que es reportado por tres de los
estudios. Un caso hipotético es que no se reportd la concentracion de un
determinado factor porque no hubo diferencias entre las diferentes lineas celulares.
Esto afectaria la confiabilidad y/o reproducibilidad de los resultados de cualquiera de
los estudios mencionados anteriormente, pues al parecer muchos de los factores
salen diferencialmente expresados entre las diferentes lineas en un estudio y en

otro no.

Cabe destacar que ninguno de los estudios hizo réplicas de la caracterizacion
del secretoma, solo hizo un experimento independiente. Por lo que variabilidad en
las concentraciones del secretoma podria tener un origen biolégico o un error
técnico. Fendbmenos biologicos que pudieran afectar la composicion del secretoma
son la antigiedad del secretoma, las condiciones del cultivo para obtenerlo o la
inestabilidad genética de las lineas, que genera clonas y variabilidad inter-

laboratorio.

Aunque no resulta evidente del apéndice 4, para muchos factores no se
observo diferencias entre las lineas celulares, porque sus concentraciones estaban
en el limite de deteccion del sistema de deteccidn, particularmente cuando el factor
estd en muy bajas concentraciones. Esto se podria mejorar concentrando el
secretoma, centrifugandolo con una columna Amicon como se describe en la

seccién de material y métodos de esta tesis.

También dichos analisis solo caracterizaron proteinas solubles. En la
actualidad se reconoce que exosomas Yy otras vesiculas extracelulares que
empaquetan proteinas son importantes para la comunicacion intercelular (Hoshino
et al. 2015). También se reconoce que moléculas no proteicas derivadas del acido
araquidénico (Wculek & Malanchi 2015), miRNA, también podrian ser importantes

componentes del secretoma tumoral que afectan al endotelio (Zhou et al. 2014) .

Finalmente los factores diferencialmente expresados entre las diferentes

lineas no necesariamente van a tener un efecto sobre el endotelio, pues podrian
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estarse expresando para otros fines, como por ejemplo en la comunicacion con el

sistema inmune, o como factores autocrinos (Resmini et al. 2017).

5.7 El factor de transcripcion NF-kB es activado por el

secretoma tumoral en el endotelio

En el trabajo més reciente publicado por nuestro laboratorio, se hizo un
microarreglo de mRNA. Esto con el afan de determinar los genes, que se regulan en
células HUVEC, en respuesta a los factores secretados por ZR-75-30 (Mejia-Rangel
et al. 2016). Las células HUVEC fueron estimuladas por 3 horas con el secretoma
de la linea tumoral. Fue el mismo lapso de tiempo que se ocupo para tratar las
HUVEC en los ensayos de adhesion mencionados anteriormente. Se observé que el
estimulo, induce la transcripcion principalmente de genes que participan en la via de
NF-kB. Dicha via normalmente se enciende en respuesta a citocinas pro-
inflamatorias. El pre-tratamiento a células HUVEC con el inhibidor selectivo de la
via, BAY-117085, abate totalmente el efecto pro-adhesivo del secretoma de ZR-75-
30 sobre células HUVEC. En comparacion con lo que hace el estimulo con TNF, el
secretoma de ZR-75-30 induce la expresién especifica de 4 genes: TGFB3,
SORBS1, PKD1L1 E IGAA1199. Mas aun, en dicho articulo se demuestra que
aunque factores como IL-6 y VEGF (apéndice 4) presentes en el secretoma de ZR-
75-30 activan sus respectivos receptores en las HUVEC, esto no se refleja en el

transcriptoma en la ventana de tiempo que se hizo el microarreglo.
5.8 Evidencias in-vivo del efecto del secretoma tumoral

El efecto del secretoma de ZR-75-30 no se limita a un inducir un fenotipo pro-
adhesivo en HUVEC. In-vivo se ha demostrado, en un modelo murino, que la
inyeccion intradérmica del secretoma de ZR-75-30, induce un aumento en la
permeabilidad vascular, medida por la extravasacién de azul de evans (Guzman-
Pérez 2013). En dicho trabajo no se analiz6 el efecto del secretoma de MCF-7. Un

aumento en la permeabilidad vascular se asocia con el debilitamiento en la funcion
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de barrera de endotelio, lo que facilitaria la transmigracion o extravasacion de las

células de cancer de mama para que invada su 6rgano blanco.

El efecto del secretoma de ZR-75-30 fue similar al producido por 25 ng de
VEGF recombinante humano. 25 ng de VEGF no inducen el incremento maximo de
permeabilidad vascular, pues a 150 ng de VEGF se observa un incremento adn
mayor. La cantidad aproximada de VEGF que contenia el secretoma de ZR-75-30
era mucho menor a 25 ng de VEGF. En dicho trabajo se describe que se inyectaron
630 ng de proteina total de secretoma, que tenia una concentracion de 15.77 ng/ml,
lo que equivale a 40 yL de volumen. Si bien no se hizo una cuantificacién de la
cantidad de VEGF en el secretoma de ZR-75-30, se podria extrapolar de los datos
de (Mejia-Rangel et al. 2016) (apéndice 4) que se colocaron 1.58 ng de VEGF
(39.592 ng /ml). Por lo que estos datos sugieren que hay algo ademas del VEGFA
en el secretoma de ZR-75-30 que esta incrementando la permeabilidad vascular.
Ademés queda por determinar si el efecto del secretoma de ZR-75-30 sobre la
permeabilidad es directo o indirecto sobre el endotelio. Pues el secretoma de ZR-75-
30 pudiera estar actuando sobre leucocitos y estos a su vez secretar otras citocinas
gue activaran al endotelio. Para responder las 2 interrogantes anteriores, resulta util
hacer experimentos in vitro, pues es mas facil evaluar la participacion de agentes
individuales (factores del secretoma, estirpes celulares, receptores... etc) De aqui
gue el propdsito de la presente tesis de maestria, sea descartar o apoyar que el
efecto del secretoma de las células tumorales metastasicas es directo sobre el

endotelio.
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6.0 Planteamiento del Problema

El cancer de mama es una de las principales causas de muerte en mujeres
mexicanas. La mayoria de los casos son detectados en etapas avanzadas. El
principal factor asociado a la muerte de las pacientes es la metéstasis. Gran parte
de la investigacion y terapia en cancer esta dirigida contra componentes internos de
la célula tumoral (receptores, citoesqueleto, material genético). Sin embargo el
estudio y las terapias contra el microambiente tumoral, por ejemplo la inmunoterapia
gue re-activa a la células T citotoxicas anti-tumorales, son un blanco prometedor en

cancer de mama.

El proceso de metastasis involucra la intravasacién y extravasacion de las
células tumorales de los vasos sanguineos y, por tanto, la interaccion con el
endotelio. Experimentos en modelos animales asocian un aumento en la
permeabilidad vascular con la eficiencia de metastasis en cancer de mama. El
secretoma de lineas de cancer de mama es capaz de inducir un aumento en la
permeabilidad vascular in vivo. Factores especificos como la Midkina secretados por
células de melanoma se ha demostrado que promueven la metastasis en modelos

animales.

Hasta el momento falta identificar factores especificos del secretoma de
células de cancer de mama, que induzcan permeabilidad vascular y favorezcan la
metastasis. Tampoco se ha demostrado que vias de sefializacién especificas se

activan en el endotelio para favorecer los procesos antes mencionados.

Un ensayo biologico in vitro que permita identificar factores tumorales
inductores de permeabilidad vascular y las vias de sefializacion activadas en el
endotelio en respuesta a dichos factores, seria de utilidad para identificar genes
susceptibles de ser evaluados in vivo como biomarcadores o como blancos

terapéuticos.
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7.0 Hipotesis

El secretoma de MDA-MB-231 es capaz de inducir la disminucién de la TEER de

una monocapa de HUVEC

8.0 Objetivo Principal

Evaluar si el secretoma de MDA-MB-231 es capaz de inducir cambios en la TEER

de una monocapa de HUVEC.

8.1 Objetivos particulares

1. Estandarizar la técnica de medicion de TEER de una monocapa de HUVEC
expuesta a TNF

2. Evaluar si el secretoma de MDA-MB-231 afecta la TEER de una monocapa
de HUVEC
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9.0 Materiales y Métodos

9.1 Cultivo primario de células (HUVEC)

Las células endoteliales de vena de cordon umbilical humano (HUVEC), se
obtuvieron siguiendo la metodologia previamente estandarizada en el laboratorio
(Alfonzo Méndez 2010, p.38), con base en lo reportado previamente en la literatura

(Jaffe et al. 1973), con algunas modificaciones.

Los cordones umbilicales se recolectaron de partos eutdcicos o cesareos del
servicio de Tococirugia del Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzélez. Se obtuvo el
consentimiento informado firmado por cada participante y la aprobacion
No0.11-62-2014 del comité de ética de dicho hospital y 1177 del INCMNSZ (ver
anexo 1, 2y 3).

Los cordones fueron almacenados en solucion fria (con geles refrigerantes)
de PBS (NaCl 1.37 M, KCI 27 mM, Na,HPO, 100 mM, KH,PO, 18 mM) hasta que
fueron procesados. Se procesaron dentro de las primeras 24 horas después de su

recoleccion.

El corddn se desinfectd por afuera con alcohol al 70% y una gasa. En la vena
del cordon (el vaso sanguineo de mayor calibre, con respecto a las 2 arterias que
contiene el corddn) se introdujo una canula, y esta se sujeté con ayuda de una pinza
kelly. Se perfundié solucion de PBS con una jeringa de 10 ml, para eliminar la
mayor cantidad de restos de sangre y verificar que la vena no estuviera perforada.
En caso de que la vena estuviera perforada, el corddén se corté a la altura de la
perforacion y fue procesado como 2 fragmentos independientes. Ambos extremos
del cordon umbilical se ocluyeron con cinchos de plastico de electricista. La vena de
los cordones se llend con colagenasa tipo Il (Gibco, # Cat. 17101015) al 0.01% en
solucion de HEPES (NaCl 142 mM, KCI 4.4 mM, HEPES 10.9 mM y Glucosa 12.2
mM) tibia.

Los cordones se sumergieron en un vaso de precipitados con solucion salina

fisiologica (NaCl 0.9%) tibia y se incubaron por 20 minutos a 37°C en un bafio
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recirculador de agua. Los cordones se masajearon suavemente para desprender las
HUVEC de la lamina basal. Se recolect6 el eluido con colagenasa de cada cordon
en un tubo para centrifuga (Corning, #Cat. SCT-50ML-25-S) con 5 ml de medio de
cultivo M199 (Sigma-Aldrich, # Cat. M5017) a pH 7.2, suplementado con SFB al
10% (By Products, # Cat 90020), glutamina al 1% (Sigma-Aldrich, # Cat. G5792), 20
pg/ml de ECGS (Sigma-Aldrich, # Cat. E9640), 1 Ul/ml de heparina (Pisa, # Cat
4000397) y 100 Ul/ml de antibidtico/antimicético (Gibco, # Cat. 15240062).

Se llen6 el cordon con PBS, se masajeo y el eluido con PBS también se
recolectd en el tubo para centrifuga. El paso anterior se repitié una vez. Los tubos
se centrifugaron 10 minutos a 1200 rpm a temperatura ambiente. Se descartaron los
sobrenadantes, y se resuspendieron los botones celulares en medio M199
suplementado. Las HUVEC se sembraron a razon de 3 cordones por placas Petri de
100 mm de diametro (Corning, # Cat. 430167) o 1 corddn por placa petri de 60 mm
de didmetro (Corning, # Cat. 430166) previamente cubiertas con gelatina de piel de
bovino al 0.2% (Sigma-Aldrich, # Cat. G9391) y se incubaron a 37°C con una
atmosfera de 5% CO2 y 100% de humedad.

Los cordones se depositaron en una bolsa amarilla de desechos biolégicos y
se incineraron. 12 horas después las placas Petri se lavaron con medio de cultivo
sin suero para lavar la sangre residual y posteriormente se les adiciono M-199
suplementado. ElI medio de cultivo fue cambiado cada tercer dia y las células se
despegaron con tripsina (Sigma-Aldrich, # Cat. T4799) al 0.05% en solucién de
verseno (PBS + EDTA 10 mM) cuando llegaron a confluencia. Los experimentos se
realizardn con las HUVEC desde pasaje cero hasta pasaje 3. La viabilidad de los
cultivos fue cercana al 100% en todos los cultivos empleados para el desarrollo de

esta tesis.

9.2 Obtencidn del secretoma de lineas tumorales epiteliales

mamarias

Se emplearon los secretomas de diferentes tipos de células humanas de
cancer de mama, MCF-7 con fenotipo luminal A (ATCC, # Cat. HTB-22), ZR-75-30
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con fenotipo luminal B (ATCC, #Cat. CRL-1504) y MDA-MB-231 con fenotipo triple
negativo (ATCC, # Cat. HTB-26) (Holliday & Speirs 2011). El secretoma se obtuvo
de acuerdo a la metodologia montada anteriormente en el laboratorio (Estrada
Bernal 2003, p. 48) a excepcion del paso de concentracion, como se describe mas

adelante.

1 x 10° d células de las diferentes lineas celulares cancerosas se sembraron
en una placa petri de 100 mm de diametro (Corning, # Cat. 430167), con 8 ml de
medio RPMI-1640 (Gibco, # Cat. 31800022) a pH=7.2 con rojo de fenol, 10% de
SFB (By Products, # Cat 90020) y 100 Ul/ml de antibiético/antimicotico (Gibco, #
Cat. 15240062) y se incubaron a 37°C (5% CO, y 100% de humedad). Cuando las
células alcanzaron 70% de confluencia (aproximadamente 48 horas después) se
despegaron las células con tripsina al 0.05% (Sigma-Aldrich, # Cat. T4799) y se
sembraron en botellas de cultivo de 175 cm? (Corning, # Cat. 431080) con 30 ml de

medio RPMI con rojo de fenol al 10% de SFB y 100 Ul/ml de antibiético/antimicotico.

Una vez que las células volvieron a alcanzar confluencia en
aproximadamente 48 horas, se retird el medio de cultivo y se realizaron 10 lavados
de 10 ml cada uno, con una dilucion 1:1 de medio RPMI sin rojo fenol y sin suero
(Sigma-Aldrich, # Cat. R8755) y PBS a pH = 7.4. Posteriormente las células se
incubaron 48 horas con 25 ml de medio RPMI sin rojo de fenol y sin suero, El medio
de cultivo (secretoma) se recolecto en un tubo para centrifuga y se centrifugé a 4000
rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se guard6 a 4°C
(por tiempo indefinido) y el pellet que contenia detritus celular se desechd. El

secretoma se ocup6 concentrado 10 y 100 veces.

Para concentrarlo 10 veces, el secretoma se centrifugo una vez a 14000 rpm,
40 minutos a 4°C, en columnas Amicon de 500 pl de volumen con 3000 kDa de
peso molecular de corte (Millipore, #Cat. UFC500308). Para concentrarlo 100 veces
se tomo el secretoma 10 veces concentrado y se volvié a centrifugar. Las columnas
Amicon fueron reutilizadas para concentrar los diferentes secretoma, entre cada
uso, se dejaron enjuagando toda la noche con agua bidestilada y se esterilizaron
con oxido de etileno en gas. Durante todo el procedimiento el secretoma se mantuvo

en hielo o a 4°C.
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9.3 Ensayo para evaluar la TEER de una monocapa de

HUVEC en tiempo real

La TEER de una monocapa de HUVEC, tratadas con diferentes secretomas
se evalud con el equipo de analisis celular en tiempo real RTCA DP Xcelligence
(ACEA Biosciences, #Cat. 00380601050). Se sigui6 el protocolo reportado
previamente por otro grupo de investigacion (Kustermann, S. et al.,, 2014) con

algunas modificaciones.

Se adicion6é gelatina al 0.2% en pozos de placas E-plate 16 (Acea
Biosciences, # Cat. 05469830001) y estas se incubaron durante 10 minutos a 37°C.
El exceso de gelatina se descarté por decantacidén, para no tocar el fondo de los
pozos y despegar los electrodos. Se agregaron 50 pl de M199 suplementado a cada
pozo y se midio la resistencia basal en el Xcelligence. Se sembraron 60,000 células
HUVEC/pozo (300% de confluencia), y se dejé la placa 30 minutos a temperatura
ambiente para que las células se asentaran uniformemente. La E-plate se meti6 a la
incubadora a 37°C y se conectd al Xcelligence. El equipo se programé para que

registrara la TEER cada 15 minutos por 24 horas.

Al dia siguiente se verificd que las HUVEC formaron una monocapa viéndolas
al microscopio y que su TEER, tuviera un valor minimo de 4, constante con respecto
al tiempo, durante las 12 horas anteriores. Los estimulos se agregaron a los pozos
sin quitar el medio en el que se sembraron las HUVEC. Se destapd temporalmente
la E-plate, manteniéndola conectada al equipo dentro de la incubadora, y los
secretomas se adicionaron 10 y 100 veces concentrados en 3 pozos independientes
(triplicado) en un volumen no mayor a 20 pl (1 /10 parte del volumen total del pozo
que le caben 200 pL de volumen) de tal forma que quedaran 1X y 10X

respectivamente.

El TNF (R & D Systems, P01375) se agrego de la misma forma que los
secretomas, para que quedara a una concentracion de 10 ng/ml en los pozos. Lo
anterior se hizo para disminuir modificaciones en la resistencia eléctrica no

relevantes, por el cambio de temperatura y por el cambio de medio.
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El destapar las placas afuera de la campana de flujo laminar para poner el
estimulo, pudo comprometer la esterilidad del cultivo de HUVEC. Sin embargo, en
ninguno de los pozos utilizados en este estudio se observd crecimiento de
microorganismos, tal vez por el tiempo relativamente corto que se mantuvo el cultivo
de HUVEC posteriormente (24 horas). Después de poner los estimulos se programo
el Xcelligence para que registrard la TEER de todos los pozos cada 10 minutos
durante las siguientes 24 horas. Una vez terminado el experimento, se desecho el
medio por decantacion, se tripsinizaron las HUVEC, se lavo la placa con PBS hasta

gue no quedod ninguna célula adherida, se esterilizo la placa por UV y se re-utilizo.

42



10.0 Resultados

10.1 Efecto del secretoma de MDA-MB-231 sobre la TEER de
HUVEC sub-confluentes

Se realizd un analisis de la TEER en tiempo real de un cultivo sub-confluente
de HUVEC (20,000 células/cm?) en presencia del secretoma de MDA-MB-231
(figura 7). EI archivo con los datos crudos se llama 1506121523D14000 y se
describe en el apéndice 5 . Las células se sembraron en la E-plate 16 del RTCA DP
Xcelligence (ver seccion de material y métodos). Esto sirvié para determinar si dicho
secretoma era toxico para las células HUVEC. También este experimento permite
evaluar la ventana de tiempo maxima de exposicion que se podian dejar las HUVEC

en presencia dicho secretoma.

Las células fueron sembradas en medio que contenia todos los suplementos
descritos en la seccion de material y métodos de esta tesis. El secretoma de MDA-
MB-231 fue diluido 1:1 en medio de células HUVEC con 10% de SFB, sin los otros
suplementos en los que normalmente se mantienen las HUVEC. EI control positivo
de proliferacion fue VEGF (8 ng/ml). A otra condicion experimental se le adicioné 20
ng de suplemento de crecimiento de células endoteliales (ECGS), que es el factor
mitogénico comun para células HUVEC. La condicién experimental sin estimulo fue
donde no se adiciono ningun suplemento, pues se sabia que no era téxica para las
células. Los estimulos fueron colocados en células HUVEC 66 horas posteriores a la

siembra, cuando se encontraban en fase de crecimiento (log) y a sub-confluencia.

Se observo que el secretoma de MDA-MB-231 no concentrado, induce un
aumento constante en la TEER de HUVEC por 72 horas (Figura 7A), con respecto a
la condicién basal. El efecto del secretoma de MDA-MB-231 es similar al que induce
el ECGS y el VEGF. Posterior a las 72 horas (datos no mostrados) las HUVEC de

todas las condiciones disminuyen gradualmente su TEER hasta alcanzar cero.
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Como se observa en la figura 72 habia diferencias en la TEER de los
diferentes pozos antes de poner el estimulo. En particular se puede observar que
los pozos que fueron posteriormente estimulados con VEGF y sin estimulo tenian
una TEER menor que los otros estimulos. Por lo tanto para poder discernir mejor las
diferencias en TEER causadas por los estimulos, se procedié hacer una doble
normalizacion de los datos (figura 7B). Primero se normalizé con respecto al tiempo
en que se aplico el estimulo, de tal forma que al momento del estimulo la TEER
tuviera un valor 1, para todos los pozos, independientemente del estimulo (se dividio
todos los datos de un pozo entre el valor de TEER del tiempo en que se puso el

estimulo a ese pozo).

Adicionalmente el control negativo, la condicién sin estimulo se grafico como
una linea basal, de forma tal que todos los estimulos se graficaron con respecto al
control negativo como si este fuera cero (Figura 7B). Gracias a esta doble
normalizacion se observa que el efecto del secretoma de MDA-MB-231 no
concentrado alcanza su méaximo a las 24.4 horas post-estimulo. La normalizacion
ayuda particularmente para mostrar que el efecto del control positivo VEGF (8ng/ml)

es mayor que él de los otros estimulos.

En términos cuantitativos el secretoma de MDA-MB-231 induce a las 24.4
horas un efecto 52% mayor que la condicién sin estimulo sobre la TEER de las
HUVEC (Figura 7C). ElI VEGF induce a las 38.1 horas su efecto maximo de 117%
con respecto a la condicion sin estimulo. El ECGF induce a las 47.1 horas su efecto
méximo de 43% sobre la TEER.

Todos los estimulos generan una pendiente positiva en las primeras 2 horas
post-estimulo (figura 7D). Después todos los estimulos generan una pendiente muy
cercana a cero, para después desencadenar un aumento en la pendiente de menor
magnitud al producido en las primeras 2 horas post-estimulo. También se observa
gue la pendiente de las HUVEC tratadas con VEGF se mantiene como las mas

grande y positiva de todos los estimulos.
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Figura 7: Efecto del VEGF, ECGS y secretoma de MDA-MB-231 no concentrado sobre la TEER medida en tiempo real de células HUVEC sembradas a baja confluencia
(16,000 células/cmz) Los datos crudos se encuentran en el archivo: 1506121523D14000.plt. Cada condicién se sembré por triplicado. Se muestra el promedio de los datos
con su desviacion estandar de un solo experimento independiente. Panel A: Se muestran los datos sin normalizar y el tiempo O corresponde al momento de sembrar las
células. Panel B Los datos fueron normalizados con respecto a la condicién sin estimulo (basal) y el tiempo 0 corresponde al momento del estimulo. Las rayas verticales
indican los tiempos en que se ven las TEER maximas inducidas por los diferentes estimulos. Panel C: Porcentaje de aumento de la TEER con respecto al control inducido
por los diferentes estimulos a i) 24.4 ii) 38.1 y iii) 47.1 horas post-estimulo. Panel D: Valores de la pendiente de la TEER para los diferentes estimulos, en diferentes lapsos
de tiempo, que cubren en total todo el experimento.
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10.2 Efecto del secretoma de MDA-MB-231 sobre la TEER de

una monocapa confluente de HUVEC

10.2.1 Determinacion del numero 6ptimo de células HUVEC para formar una

monocapa con TEER maxima

En medio suplementado (ver seccién de material y métodos) se sembraron
diferentes namero de células HUVEC en pozos del Xcelligence y se registro la
TEER durante 180 horas (figura 8). El archivo con los datos crudos se llama
1506021737D3huvecdensidades y se describe en el apéndice 5. La TEER al tiempo
0 corresponde al medio de cultivo sin células, que el equipo automaticamente toma

como 0 (unidades arbitrarias).

Durante el experimento se realizaron tres cambios de medios (indicados por
cuadros negros en la figura 8). El nimero mayor (160,000 células/cm?) de células
HUVEC sembradas alcanz6 su TEER maxima, a las 48 horas de haberse
sembrado. Los pozos donde se sembré un nimero menor de células alcanzaron
una TEER méaxima a las 140 horas (6 dias después) de haberse sembrado. La
condicion donde se sembré el menor nimero de células (10,000 células/cm?) al
final de las 180 horas no habia alcanzado la TEER méxima o similar a las otras
condiciones experimentales. Inesperadamente se observdé que los cambios de
medio, cuando las células HUVEC ya habian alcanzado su TEER méaxima inducen

una disminucién neta de la TEER, que no se recupera en cuestion de horas.
Se consideré entonces que 160,000 células/cm? o un nimero mayor, que se

evaluo en posteriores experimentos, podria ser lo 6ptimo para formar una monocapa

en el menor tiempo posible.
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Figura 8: Registro de TEER por 180 horas (7.5 dias) de una dilucion geométrica de células HUVEC,
cuyo factor de dilucion es igual a 2, la concentracion menor es 10,000 células/cm? y la concentracion
mayor es 160,000 células/cm®. Los datos crudos se encuentran en el archivo:
1506021737D3huvecdensidades.plt. Cada condicion se evaludé por triplicado y se muestra el
promedio de los datos con su desviacién estandar. Los rectangulos negros muestran los cambios de

medio, y la perturbacion en la TEER derivada de ello.

10.2.2 Efecto de adicionar los estimulos afuera de la incubadora y simultaneo al

cambio de medio sobre la TEER de HUVEC confluentes

Se realiz6 un andlisis en tiempo real de la TEER de 300,000 células
HUVEC/cm? sembradas en medio suplementado como normalmente se mantiene
las HUVEC (Figura 9). ElI archivo con los datos crudos se Illama
1510191134D3intento3.plt y se describe en el apéndice 5.

Dos horas después de haberse sembrado, las HUVEC aumentaron su TEER
subitamente a un valor de 2, esto sugiere que el asentamiento de las HUVEC en el
fondo del pozo, es suficiente para generar una interferencia en la corriente eléctrica,
gue pasa a través de los electrodos del pozo. Las oscilaciones (aumento y
disminucion) en la TEER, que ocurren entre las 2 horas y las 36 horas post-siembra,
pueden deberse a fendmenos celulares como: la adhesion, retraccion, migracion,
formacion de uniones intercelulares y proliferaciéon de las células HUVEC, que
permiten que se forme una monocapa que cubre el pozo en su totalidad. La
caracterizacion precisa de dichos fenomenos celulares, sobrepasa el interés

principal de esta tesis y no se describiran en mas detalle.
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La densidad celular sembrada alcanzo una TEER maxima en la mitad del
tiempo (20 horas) que las 160,000 células/cm? del experimento descrito en la

seccién anterior.

A las 22 horas post-siembra se estimularon las HUVEC. Para ello se sacaron
las HUVEC de la incubadora y se les retiré el medio del dia anterior (tal y como se
habian hecho los experimentos con las HUVEC sub-confluentes). Se colocaron los
estimulos disueltos 1:1 en medio de cultivo para HUVEC y se continu6é con el
registro de la TEER. Se observé una caida subita en la TEER en todas las
condiciones experimentales, seguida de un aumento subito y después el registro se

estabilizo, mostrando diferencias entre los diferentes estimulos.

Llamé la atencion que la TEER de las células HUVEC estimuladas con TNF
(10ng/ml) se mantuviera por encima de la condicion sin estimulo y con vehiculo.
Estd documentado que el TNF induce un disminucion en la TEER en 10 horas, que
correlaciona con un aumento en la permeabilidad vascular (Kustermann et al. 2014).
Por otra parte se observo que los secretomas de ambas lineas celulares de cancer
de mama inducian 3 horas post-estimulo una disminucion mayor de la TEER que los
otros estimulos. La TEER de las HUVEC tratadas con los secretomas tumorales se
mantuvo por debajo del control sin estimulo y el vehiculo. El secretoma de MDA-
MB-231 a largo plazo indujo el TEER mas bajo. La condicion de sin estimulo y
vehiculo a largo plazo no regresaron a valores de TEER similares a antes de poner

los estimulos.
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Figura 9: Efecto de adicionar los estimulos afuera de la incubadora y simultaneo al cambio de medio
sobre la TEER de HUVEC confluentes. Los datos crudos se encuentran en el archivo:
1510191134D3intento3.plt. Los estimulos que se colocaron se detallan en la esquina superior
izquierda. La TEER se midié cada 30 minutos durante 47 horas, los estimulos se pusieron 22 horas
después de haberse sembrado las HUVEC. Cada condicion se evalué por duplicado y se muestra el

promedio de los datos con su desviacion estandar de un solo experimento independiente.

10.2.3 Reproduccion del efecto reportado del TNF sobre la TEER de HUVEC

Se repitidé el experimento anterior, con solo 2 condiciones experimentales y
modificando la forma de poner el estimulo (Figura 10). El archivo con los datos
crudos se llama 1511010118D0.plt y se describe en el apéndice 5. Esta vez se
realizd un cambio de medio 7 horas previo al estimulo. Posteriormente, al momento
de poner el estimulo solo se retir6 la mitad del medio del pozo. Se coloc6 el TNF
disuelto 1:1 en medio de cultivo. En la condicion de sin estimulo solo se adiciono
mas medio de cultivo. Inmediatamente después de poner el estimulo se observo
una caida subita en la TEER de ambas condiciones experimentales, seguida de un
aumento de la TEER y finalmente una estabilidad de la TEER con valores diferentes
para los 2 estimulos. Las HUVEC tratadas con TNF a largo plazo tuvieron una
TEER por debajo de la condicion sin estimulo, que coincide con lo reportado en la
literatura (Kustermann et al. 2014).
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Figura 10: Efecto de cambiar el medio previo al estimulo de TNF (10 ng/ml) sobre la TEER de una
monocapa de HUVEC. Los datos crudos se encuentran en el archivo: 1511010118D0.plt. El estimulo
se colocd, quitando solo la mitad del medio de cultivo donde se sembraron las células HUVEC del dia
anterior. La TEER se midi6 cada 30 minutos durante 58 horas, el estimulo se pusieron 36 horas
después de haberse sembrado las HUVEC. Cada condicién se evalud por triplicado y se muestra el

promedio de los datos con su desviacion estandar de un solo experimento independiente.

10.2.4 Evaluacion del efecto del secretoma de MDA-MB-231 sobre la TEER de

HUVEC confluentes en condiciones mejoradas

Como se observa en la figura 11A, para este experimento se sembraron 3.25
x 10° HUVEC/ cm? Las HUVEC tendieron a un valor de 5.5 tras 24 horas de
haberse sembrado. Dicho valor lo mantuvieron aproximadamente durante 12 horas
y después se puso el estimulo (36 horas post-siembra). El valor de 5.5 de TEER ha
sido alcanzado y mantenido por las HUVEC en todos los experimentos anteriores
(figuras 8 a 10).

La forma de adicionar los estimulos, fue diferente con respecto a los
experimentos anteriores. Las HUVEC se mantuvieron en la incubadora durante la
adicion del estimulo. Se abri6 la puerta de la incubadora, se saco el Xcelligence con
todo y la mitad de la charola que tiene abajo. Se mantuvo la E-plate conectada al
equipo para adicionar al estimulo. No se retir6é el medio en que fueron sembradas
las HUVEC y se adicion6 20 pL de estimulo, 10 veces concentrado, para que en el
pozo, que contenia aproximadamente 200 pl de medio de cultivo, quedara a la

concentracion deseada.
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Figura 11: Efecto del TNF (10 ng/ml),
secretoma de MDA-MB-231 no
concentrado y concentrado 10 veces
sobre la TEER de una monocapa de
HUVEC. Panel A: La TEER se midio
cada 30 minutos durante 55 horas, los
estimulos se pusieron 36 horas
después de haberse sembrado las
HUVEC. Los numeros dentro los
recuadros de los diferentes estimulos
corresponden al orden en que se
pusieron los estimulos. Cada
condicidn se evalu6 por triplicado y se
muestra el promedio de los datos con
su desviacién estandar de un solo
experimento independiente. Panel B:
Los datos fueron normalizados con
respecto a la condicién sin estimulo
(basal) y el tiempo O corresponde al
momento del estimulo. Las rayas
verticales grises indican los tiempos
en que se ven las TEER méaximas
inducidas por los diferentes estimulos.
Panel C: Valores de la pendiente de
la TEER para los diferentes
estimulos, en diferentes lapsos de
tiempo, que cubren las primeras 2
horas post-estimulo. Panel D:
Porcentaje de disminucion de la
TEER con respecto al control inducido
por los diferentes estimulos a i) 8.38
ii) 9.55 y iii) 13.07 horas post-
estimulo. Panel E: Valores de la
pendiente de la TEER para los
diferentes estimulos, en diferentes
lapsos de tiempo, que cubren en total
todo el experimento después del
estimulo, excepto las primeras 2
horas post-estimulo que se cubrieron
en el panel C.
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10.2.4.1 Efectos 2 horas post-estimulo

A diferencia de los experimentos anteriores, la adicion del estimulo no
produjo una caida subita de la TEER. Sin embargo, tanto el TNF como el
secretoma de MDA-MB-231 a las 2 concentraciones probadas, volvid a inducir un
aumento inmediato, oscilatorio y transitorio de la TEER (figura 11A y B). Dicho
aumento en la TEER, esta vez, no se observé en las condiciones de sin estimulo ni
de vehiculo (figura 11A y B). En el caso del TNF, el aumento de la TEER es seguido
de una disminucion drastica del TEER. Como se observa en la figura 11C, el valor
de la pendiente del minuto 15 al 60 (después del estimulo del TNF) es de -2, dicho
valor es el mas negativo que se midid en todo el experimento. Posteriormente la
TEER aumenta otra vez hasta alcanzar valores similares a las HUVEC sin estimulo
(figura 11Ay B).

Las HUVEC tratadas con secretoma 10 veces concentrado de MDA-MB-231,
después del aumento inmediato post-estimulo de la TEER, también sufren un ligera
disminucién de su TEER, que se mantiene en valores de pendiente similares a las
HUVEC sin estimulo durante las primeras 2 horas post-estimulo (figura 11C). El
secretoma sin concentrar de MDA-MB-231 gener6 el mayor aumento en la TEER en
las primeras 2 horas post-estimulo (figura 11A). Sin embargo también presento

oscilaciones, como se observa en sus valores de pendiente (figura 11C).

10.2.4.2 Efectos 2-13 horas post-estimulo

Como se observa en la figura 11B, 3.5 horas después de haber puesto el
estimulo, el secretoma de MDA-MB-231 concentrado 10 veces, genera una
disminucién significativa de la TEER con respecto a la condicion sin estimulo. En
este punto (entre las 2 y las 4 horas post-estimulo) se observa la pendiente mas
negativa (figura 11E) generada por dicho estimulo. El efecto maximo (-27%) del
secretoma de MDA-MB-231 ocurre a las 8.38 horas post-estimulo (figura 11B y D
(1)). La pendiente negativa se mantiene hasta las 13 horas post-estimulo (figura
11E).

El secretoma no concentrado de MDA-MB-231 tiene una cinética diferente.
Hasta las 8.38 horas post-estimulo (figura 11B) induce una disminucién de la TEER
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gue es significativamente menor a la condicion sin estimulo (-11%). A las 13 horas

post-estimulo alcanza a inducir su efecto maximo de -19% (figura 11B y 11D (11)).

El efecto del TNF es similar al del secretoma no concentrado a las 8.38 horas
(8%), ejerce su efecto maximo a las 9.55 horas (-9%) y a las 13.5 horas disminuye
su magnitud a -8% (figura 11B y D).En cuanto al analisis de la pendiente de la
gréfica de TNF, en este intervalo de tiempo ya no alcanza valores tan negativos
como las graficas del secretoma de MDA-MB-231 (figura 11E). También se observa
gue el TNF al igual que el secretoma no concentrado de MDA-MB-231 tarda mas en
disminuir la TEER por debajo de la condicidbn sin estimulo que el secretoma

concentrado 10 veces (figura 11B).

10.2.4.3 Efectos 13-20 horas post-estimulo

Tanto las células no tratadas, como las tratadas con el vehiculo, disminuyen
su TEER después del tiempo en que se pusieron los estimulos en los otros pozos. A
las 8.5 horas post-estimulo ambas controles negativos sufren una disminucién de
12% y después de 20 horas del estimulo las células alcanzan los mismos valores de
TEER que las que fueron expuestas a los otros estimulos (figura 11A). Esto se hace
mas evidentemente si se analiza la pendiente de las graficas de dichos estimulos
(figura 11E), pues se observa que es siempre es negativa.

Por otra parte llama la atencion que las HUVEC tratadas con el secretoma no
concentrado y concentrado 10 veces de MDA-MB-231 desde la hora 14 hasta la 20
(donde se suspendi6 la medicion) sufren un aumento en su TEER (figura 11B). Este
aumento no alcanza a superar los valores de TEER de las HUVEC sin estimulo.
Este fendmeno es mas evidente si, se observa en la figura 11E, que en el lapso
antes mencionado, para las HUVEC tratados con los secretomas la pendiente es
positiva (0.02/hora), mientras que es negativa para la condicion sin estimulo,
vehiculo (-0,02/hora) y TNF (-0.01/ hora).
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10.3 Efecto del secretoma de ZR-75-30 sobre la TEER de
monocapas confluentes de Eahy926 y HMEC-1

Se analiz6 la sensibilidad de 2 lineas celulares endoteliales Eahy926 (Figura
12%) y HMEC-1 (figura 12B) al estimulo de TNF (10 ng/ml) y secretoma no
concentrado de ZR-75-30. Los valores de TEER de las Eahy926 en las primeras 3
horas es 6.5 unidades arbitrarias (figura 12A), muy superior al 2.0 alcanzado por el
mismo numero de células HUVEC primarias sembradas anteriormente (figura 11A).
Las 65,000 HMEC-1 alcanzan un valor de TEER de 9.0 en este mismo periodo de
tiempo (figura 12B).

En el periodo comprendido de las 3-23 horas, justo antes del estimulo, las
Eahy926 y las HMEC-1 (figura 12 A y B) reproducen parcialmente la forma de la
curva de TEER mostrado por las HUVEC primaria (figura 11A). Ambas lineas
celulares muestran una caida inicial de su TEER (25%) en las primeras 6 horas de
este periodo, en comparacién con la caida del 60% de TEER de las HUVEC. Acto
seguido la TEER en ambas lineas celulares aumenta con una pendiente mucho
menor al cultivo primario, hasta que alcanza una pendiente neutra (meseta). Las
lineas celulares parecieran sufrir cambios con menor magnitud desde que se
adhieren hasta que alcanzan una TEER estable en comparacién con las HUVEC.
Resulta interesante notar que la TEER (5.5 de unidades arbitrarias) en la que se
estabiliza las EAhy926 es muy similar al de las HUVEC primarias. Las HMEC-1 se
estabilizan en un valor de TEER de 7.5.

Se observé que el TNF en las células Eahy926 induce una disminucion mas
exacerbada que lo que indujo en las HUVEC de cultivo primario (figura 11A y 12A).
Pero en células HMEC-1 el TNF no induce una disminucion de la TEER, sino al
contrario a largo plazo tiende a aumentarlo. Por otra parte el secretoma de ZR-75-30
no induce una disminucién de la TEER, de ninguna de las 2 lineas celulares
endoteliales evaluadas. También se observa que las células sin estimulo o
incubadas con el vehiculo aumentan su TEER. Cabe destacar que los estimulos se
pusieron de la misma forma que en el experimento anterior con HUVEC. En otras
palabras no se retiré el medio previo al estimulo, ni se sacé la placa con células de

la incubadora.
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Figura 12: Registro de TEER de 3.25 x 10° células/cm?; HUVEC inmortalizadas (Eahy926) (Panel
A), HMEC1 (Panel B) tratadas con TNF (10 ng/ml), secretoma de ZR-75-30 (1X) o vehiculo. Cada
condicién se evalu6 por duplicado y se muestra el promedio de los datos con su desviacién estandar

de un solo experimento independiente.
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11.0 Discusion

El efecto negativo que tiene el secretoma de MDA-MB-231 sobre la
permeabilidad vascular de HUVEC ya ha sido reportado en un congreso (Gallardo
Vera & Zentella Dehesa 2017). En el ensayo descrito, el efecto de dicho secretoma
es 30% mayor al ejercido por el TNF a 10 horas de estimulo. La concentracion del
secretoma fue de 10 pg/ml. La permeabilidad vascular fue medida por la
cuantificacion de FITC-dextran que atraves6 la monocapa de HUVEC.
Interesantemente también se mostré6 que el pre-tratamiento de HUVEC con el
secretoma de MDA-MB-231 exacerba 1.5 veces la transmigracién endotelial de las
células MDA-MB-231 con respecto a HUVEC no tratadas. En otro congreso previo
se reportd que el secretoma de ZR-75-30 aumenta la permeabilidad vascular de
HUVEC en un 50%, con respecto a lo que puede inducir el TNF (Gallardo Vera et al.
2014). La concentracion del secretoma de ZR-75-30 también fue de 10 pg/ml. Dicho

efecto requirié incubar las células HUVEC durante 12 horas con el secretoma.

Los resultados de esta tesis coinciden con lo reportado previamente por
Gallardo Vera y colaboradores. En particular se coincide en el orden de magnitud
gue tarda el secretoma de MDA-MB-231 en inducir un efecto sobre la permeabilidad
vascular. Gallardo-Vera y colaboradores reportan que ocurre a las 10 horas.
Nuestros resultados sugieren que la TEER alcanza su méaxima disminucion desde
las 8 horas. La diferencia se puede deber a que Gallardo-Vera y colaboradores
miden una molécula mas grande, el paso de FITC-dextran y en esta tesis se mide
una particula mucho méas pequefia que pasaria mas rapidamente, en principio

electrones.

Gallardo-Vera y colaboradores también han hecho experimentos de TEER en
el sistema Xcelligence (comunicacion personal). Sus resultados son muy similares a
los que se reportan en esta tesis. Sin embargo en su trabajo, no queda claro si las
fluctuaciones iniciales (0-2 horas post-estimulo) son dependientes del estimulo o no.

En esta tesis se sugiere que la disminucion inicial en la TEER no depende del

56



estimulo per se. Mas bien resulta muy importante la forma en que se pone el

estimulo, como se discute a continuacion.

11.1 Efecto del secretoma de MDA-MB-231 sobre la TEER de
HUVEC sub-confluentes

Un reporte previo, mostraba que el secretoma de MDA-MB-231 inducia un
aumento del 50% en la proliferacion de las HUVEC (Li et al. 2003). Se reprodujo
dicho experimento en el sistema Xcelligence para corroborar que el secretoma de
MDA-MB-231 no fuera téxico sobre las HUVEC (figura 7).

La TEER de un cultivo celular se ha mostrado que correlaciona con su
viabilidad, proliferacion y muerte (Limame et al. 2012)(Roshan Moniri et al. 2015).
En nuestro experimento observamos que, después de 24 horas, el secretoma de
MDA-MB-231 indujo un aumento en la TEER de 52% con respecto a las células
HUVEC no estimuladas.

11.2 Efecto del secretoma de MDA-MB-231 sobre la TEER de

una monocapa confluente de HUVEC

11.2.1 Determinacion del nimero optimo de células HUVEC para formar una

monocapa con TEER méaxima

Especificamente para el sistema Xcelligence, los reportes anteriores eran
contradictorios en cuantas células HUVEC se necesitaban sembrar inicialmente y en
cuanto tiempo se formaba una monocapa (Kustermann et al. 2014; Rahim & Uren
2011; Gallardo Vera & Zentella Dehesa 2017) . Por lo que se decidid6 sembrar una
progresion geométrica de numero de células HUVEC en medio M199 suplementado
(Figura 8).
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Con 32,000 células la TEER maxima, se alcanza en aproximadamente 48
horas, el resto de las condiciones experimentales requiere de aproximadamente 120
horas (5 dias). Los experimentos subsecuentes de esta tesis se hicieron con
aproximadamente 3.25 x 10° HUVEC/cm? (figura 9, 10, 11 y 12). Dicha densidad es
la que ya habia establecido previamente Gallardo-Vera M (tesis en preparacion).
Sembrar un niumero menor de células, solo retrasa el tiempo en que se forma la
monocapa en nuestras condiciones experimentales.

Una observacion inesperada de este experimento es que el cambio de medio
modifica la TEER (rectdngulos negros figura 8). Esta modificacion es
particularmente notable cuando las HUVEC han formado una monocapa integra. A
tiempos muy cortos el cambio medio provoca una serie de decrementos e
incrementos subitos en la TEER. Después se genera una disminucién neta en la
TEER, que tarda por lo menos 24 horas, en volver a valores semejantes a los que
tenia antes del cambio de medio. Una explicacién a este fenbmeno se da en la

siguiente seccion de la discusion.

11.2.2 Efecto de adicionar el estimulo afuera de la incubadora y simultaneo al

cambio de medio sobre la TEER de HUVEC confluentes

La mayoria de los protocolos reportados, para evaluar el efecto de algun
estimulo, sobre una cultivo confluente de HUVEC en el sistema Xcelligence, no
mencionaban que tomaramos alguna precaucion especial a la hora de agregar los
estimulos (Rahim et.al 2011) (Kusterman et al., 2014). Por lo tanto realizamos el
experimento cuyos resultados se muestran en la figura 9, como si estuviéramos
haciendo un experimento con cualquier otra técnica de biologia celular.

En todas las condiciones experimentales se observé una caida en la TEER y
una recuperacion total o parcial de la TEER dependiendo del estimulo. La
disminucién inicial de la TEER podria deberse a la hipotermia que sufren las
HUVEC al sacar la E-plate de la incubadora para poner el estimulo. La recuperacion
de la TEER a su vez podria deberse a que las células se regresaron a la incubadora
después de poner el estimulo, y la hipotermia desapareci6. En el caso de las
HUVEC tratadas con el secretoma de las células tumorales, la recuperacion de la
TEER por meter la placa a la incubadora, se ve comprometida por el efecto del

estimulo. La incubadora estd a 37°C y nuestro cuarto de cultivo tiene una
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temperatura promedio de 19°C, gracias a que cuenta con aire acondicionado, para
dificultar el crecimiento de microrganismos.

El efecto negativo que tiene la hipotermia sobre la TEER ha sido
documentado previamente en células endoteliales de la barrera hematoencefalica
murinas (Inamura et al. 2013). En dicho trabajo observaron que el meter a las
células a una incubadora con 5% CO, a 15°C durante 1 hora disminuye la TEER en
un 50%. Por otra parte después de haber dejado las células durante 24 horas a
15°C, si las células se pasan a una incubadora a 37°C en 1 hora recuperan su
TEER. Interesantemente también muestran que la disminucién en TEER por la
hipotermia esta asociada a una movilizacion de la Claudina-5 (proteina de las
uniones estrechas), de membrana a citoplasma mediante inmunofluorescencia y
western blot de la fraccion citoplasmica y membranal. Por lo que se puede concluir
gue la hipotermia causa un efecto biolégico sobre las células endoteliales, y no se

trata entonces de algun artefacto en la medicion de la TEER.

El efecto de la hipotermia también ha sido documentado en HUVEC, mas no
por medicion de su TEER (Brinkkoetter et al. 2006). En dicho trabajo sometieron a la
HUVEC a una temperatura de 4°C por 24 horas. Posteriormente las HUVEC se
atemperaron a 37°C durante otras 24 horas. Observaron un aumento de 8 veces en
la permeabilidad vascular de las HUVEC que fueron sometidas a la hipotermia, con
respecto a células que no fueron sometidas a hipotermia. EI aumento de la
permeabilidad vascular se acompafié de una disminucion en la tincion membranal
de ZO-1 y VE-Cadherina, proteinas que participan en la formacién de uniones

intercelulares.

Otra posible explicacién, es que el cambio de medio per se afecta la TEER
de las HUVEC. El quitar el medio induce la retraccion inmediata de la HUVEC y la
adicion del nuevo medio gradualmente induce el estiramiento de las HUVEC. A
favor de esta explicacion esta nuestra experiencia con las HUVEC. Hemos visto que
son células susceptibles a retraerse y despegarse ante insultos leves como el

cambio de medio o lavados con PBS.

11.2.3 Reproduccion del efecto reportado del TNF sobre la TEER de HUVEC
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Reproducir un efecto antes reportado, permite validar que la metodologia
empleada estd bien aplicada. En nuestro caso que el TNF no indujera una
disminucién sobre la TEER de las HUVEC, ponia en duda que nuestro stock de
dicho citocina tuviera actividad bioldégica o que nuestro cultivo de HUVEC tenia
alguna alteracion patologica (por provenir de un donador cuya historia clinica no

conociamos) que la hacia refractaria al efecto del TNF.

En el siguiente experimento (figura 10) hicimos el cambio de medio previo al
estimulo, dejamos reposar las células dentro de la incubadora 6 horas antes de
poner el estimulo, y solo retiramos la mitad del medio a la hora de poner el estimulo.
Estos cambios no evito la caida y posterior recuperacion de la TEER durante las
primeras 7 horas post-estimulo. Esto refuerza la idea de que la hipotermia que
sufren nuestras HUVEC al sacarlas de la incubadora afecta negativamente su
TEER. Sin embargo se observé que en tiempos posteriores la TEER de las HUVEC
estimuladas con TNF era menor al de las HUVEC sin estimulo, como estaba

reportado en la literatura.

11.2.4 Evaluacion del efecto del secretoma de MDA-MB-231 sobre la TEER de

HUVEC confluentes en condiciones mejoradas

Para evitar la disminucion basal en la TEER, por el cambio de medio al
adicionar los secretomas, se opt6 por no hacer dicho cambio de medio. Ademas se
adicion6 un volumen muy pequefio (20 pl), con respecto al volumen de medio (200
ul) del pozo, como sugirié el fabricante del equipo Xcelligence. Sin embargo, esta
estrategia trajo consigo el cuestionamiento de cuanto tiempo iban a permanecer
vivas tantas células. Normalmente se les cambia el medio a las HUVEC cada 48
horas. Sin embargo en nuestro experimento las HUVEC no tratadas apenas
empiezan a disminuir su TEER a las 36 horas post-siembra (cuando se adiciono el
estimulo), lo que permiti6 demostrar el efecto del secretoma sobre la TEER (figura
11).

11.2.4.1 Efectos 2 horas post-estimulo
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A pesar de las diversas modificaciones empleadas en la forma de afiadir el
estimulo a la monocapa de HUVEC, el aumento subito de la TEER post-estimulo no
desaparecié. Una explicacibn es que dicho aumento podria ser un fendmeno

biolégico causado por el estimulo y no fisico.

El efecto de los estimulos sobre la TEER de HUVEC en las primeras 2 horas
no estaba previsto por nuestro grupo de trabajo. Nuestro objetivo es estudiar como
las células de CaMa atraviesan la monocapa de células endoteliales y consideramos
gue para ello se requeriria debilitar la integridad del endotelio, que se traduciria en
una disminucién en la TEER. Sin embargo el aumento de la TEER por nuestros
estimulos podria deberse a que se inducen cambios en las concentraciones ionicas
extra-celulares, (posiblemente debido a efectos sobre canales i6nicos) o a un
aumento en la uniones intercelulares. El estudio mas detallado de este fenomeno
podria describir moléculas que inhibieran el paso de células de CaMa a través del
endotelio, lo cual pudiera tener una aplicacion terapéutica. Dichas moléculas
pudieran ser secretadas por las células de cancer o encontrarse dentro de las

células endoteliales.

Alternativamente la adicion del estimulo podria mejorarse aun mas,
incorporando ciertas maniobras que hemos encontrado recientemente en la
literatura (Ludwig et al. 2011). Un ejemplo de ello seria desfasar la adicion de los
diferentes estimulos. Se sugiere que las mediciones son muy susceptibles al cambio
de temperatura. Aunque no sacamos la e-plate de la incubadora, tal vez nos
estamos tardando mucho en adicionar todos los estimulos. A favor de esta
hipétesis, habria que considerar el orden en que se pusieron los estimulos para este
experimento. El penultimo estimulo que se coloco, el secretoma no concentrado de
MDA-MB-231, induce el mayor aumento aparente de TEER justo después del

estimulo (figura 11A).

11.2.4.2 Efectos 2-13 horas post-estimulo

Como se menciono al principio de la seccion de discusion ya se ha reportado
el efecto directo del secretoma de MDA-MB-231 y de ZR-75-30 sobre la
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permeabilidad vascular de HUVEC (Gallardo Vera & Zentella Dehesa 2017) y esta

por reportarse su efecto sobre la TEER (Gallardo-Vera (en preparacion)).

Por otra parte el secretoma de la MDA-MB-231 es capaz de aumentar la
eficiencia de metéastasis en modelos murinos (Lee et al. 2014). El secretoma de ZR-
75-30 es capaz de inducir un aumento en la permeabilidad vascular in vivo de un
modelo murino no inmunocomprometido (Guzman-Pérez 2013). Sin embargo el
efecto in vivo pudiera estar siendo modificado por la interaccion con otros
componentes del microambiente tumoral. El secretoma de las ZR-75-30 podria
actuar sobre otras células residentes de los vasos sanguineos, por ejemplo algun
subgrupo de leucocitos, y que estos a su vez secreten un factor vasoactivo que
potencié el efecto del secretoma de las células de cancer.

La disminucion en la TEER de la monocapa de HUVEC, inducida por el
secretoma de MDA-MB-231 podria deberse a un aumento en la permeabilidad
vascular de dichas células. Ya se ha reportado que la TEER y la permeabilidad
vascular correlacionan inversamente (Kustermann et al. 2014). Sin embargo valdria
la pena evaluar si es el caso del fenémeno biolégico que estamos estudiando, pues
una disminucién en la TEER también se ha visto asociada con un aumento en la
muerte celular. Esto Ultimo sugerimos que no es el caso, considerando los
experimentos que realizamos en cultivos sub-confluentes de HUVEC en la primera

seccion de resultados de esta tesis (figura 7).

Resulta interesante recalcar que el sistema en tiempo real, en un solo
experimento, nos permitid evidenciar que el fenbmeno biolégico sobre las células
endoteliales, ocurre en un tiempo minimo de 8 horas, puesto que los experimentos
de permeabilidad vascular in vitro sugerian que podia ocurrir en un rango de 8-24
horas (McKenzie & Ridley 2007). Siguiendo técnicas de punto final hubiéramos
tenido que hacer mas experimentos, lo cual hubiera requerido de mas tiempo y mas

recursos como células HUVEC y secretoma.

El efecto del secretoma 10 veces concentrado de MDA-MB-231 sobre la
TEER de las HUVEC es muy superior al del control positivo (TNF) (figura 11).
Incluso el secretoma de MDA-MB-231 no concentrado también es capaz de inducir
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una disminucion de la TEER de HUVEC mayor que el TNF. Esto contrasta con
trabajos previos del laboratorio evaluando otros fenotipos de las HUVEC (Montes-
Sanchez 2010). En dichos trabajos el TNF induce en células HUVEC, mas adhesién
de células U-937 en comparacion con el secretoma de MDA-MB-231.

11.2.4.3 Efectos 13-20 horas post-estimulo

Inesperadamente, al final del experimento el secretoma de MDA-MB-231
indujo un aumento de la TEER (durante 8 horas) hasta coincidir con los valores de
TEER de las células sin estimulo. Incluso los valores de pendientes positivos para el
lapso de tiempo 13-20 horas (figura 11E), recalcan el contraste con los fenbmenos

anteriores, que tenian una pendiente negativa.

Este aumento en la TEER podria deberse a que los factores del secretoma,
gue habian causado los efectos que disminuyeron la TEER en un inicio, se habian
consumido. Esto podria provocar que las HUVEC regresaran a su estado basal o
gue otros estimulos de mayor vida media presentes en el secretoma actuen.
Cualquiera de las 2 hipotesis seria congruente con que los fendmenos bioldgicos
pueden ser ciclicos. En particular, las vias de sefializacion que los provocan, se
mantienen encendidas mientras haya un ligando que active a su receptor y que los
segundos mensajeros rio abajo se mantengan en una conformacion activa. Sin
embargo existen mecanismos de retro-alimentacion negativa. Los ligandos tienen
una vida media, los receptores pueden ser endocitados, los segundos mensajeros
inactivados, por accion de proteinas reguladoras tales como fosfatasas y proteinas
activadoras de proteinas G. Incluso los factores de transcripcién, que son activados
por dichas vias de sefalizacion, tienen dentro de sus genes blancos a aquellos que

codifican para proteinas, que inactivan a dichos factores de transcripcion.

Existen diversos fenbmenos celulares que explicarian el aumento en la TEER
de las HUVEC estimuladas con el secretoma de MDA-MB-231. Las HUVEC se
pueden volver a extender sobre el fondo del pozo, pueden formar mas o de nuevo
su uniones intercelulares o proliferar. Estos fenOmenos que aumentan la TEER
podrian explicarse por la presencia de factores de crecimiento en el secretoma de
MDA-MB-231 (figura 5 y anexo 4). Dichos factores también pueden ser producidos
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por las HUVEC, en respuesta al secretoma de MDA-MB-231, como parte de un

sistema de retroalimentacion negativa, caracteristica de los sistemas biologicos.

Por otra parte, en la parte final del experimento, se observo una caida en la
TEER de las HUVEC sin estimulo y tratadas con el vehiculo. Esta caida pudiera
deberse a que las células se empezaran a retraer o a morir por falta de nutrientes,
después de 55 horas sin cambio de medio de cultivo. Por lo tanto el experimento se
pudiera repetir poniendo el estimulo antes, por ejemplo a las 24 horas después de
haberse sembrado, donde ya se alcanzado el maximo nivel de TEER. También
previo al estimulo se pudiera cambiar el medio de cultivo, para regenerar los
nutrientes que mantienen a las HUVEC vivas. Esta segunda opcion tiene la
desventaja que también se estarian regenerando los factores de crecimiento del
SFB y el ECGS que pudieran enmascarar el efecto del secretoma de MDA-MB-231.
Por lo que si este cambio de medio previo al estimulo se hiciera, dicho medio
tendria que ser por lo menos carente de ECGS, como cuando se hizo el
experimento en HUVEC sub-confluentes. Alternativamente hubiera sido deseable
dejar correr el experimento mas tiempo para verificar que la TEER realmente
siguiera decayendo, tal vez hasta alcanzar cero, para cerciorarnos que las células
efectivamente se empezaban a morir y no sufrian alguna oscilacion en su TEER

momentanea.

11.3 Efecto del secretoma de ZR-75-30 sobre la TEER de una
monocapa confluentes de Eahy926 y HMEC-1

Existen modelos de células endoteliales humanas que puede resultar mas
asequible para cultivar, que las HUVEC de cultivo primario. Por ejemplo la linea
celular de HUVEC inmortalizadas mediante fusion con A549, llamada Eahy926
(ATCC 20164a) y la linea HMEC1 derivada de micro-vasculatura de prepucio humano
(ATCC 2016b) . Estas células tienen la ventaja de que se les puede dar un nimero
indeterminado de pases, sin cambios en la morfologia y que el fondo genético seria
homogéneo y constante en todos los experimentos. Sin embargo reportes previos

indican que dichas células responden menos al TNF (Lidington et al. 1999).
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Como se observa en la figura 12A, el TNF induce una disminucion
significativa de la TEER de células Eahy926. Sin embargo el secretoma de ZR-75-
30 no concentrado es incapaz de inducir un efecto sobre la TEER. En el caso de las
células HMECL1 (figura 12B) el secretoma de ZR-75-30 tarda casi 20 horas en
generar una disminucion de la TEER con respecto a las células no tratadas, el TNF
por su parte no genera ningun efecto sobre la TEER. Una limitacion de los
experimentos mostrados en la figura 12, es que el secretoma que se utilizé, no se
verifico si tenia actividad biologica por un ensayo independiente, como el ensayo de
adhesion que estd estandarizado en el laboratorio. Pudiera ser que las lineas
celulares endoteliales si fueran responsivas, pero el secretoma que se utiliz6 no

tuviera actividad biolégica.

Al final del experimento se observo un aumento en la TEER de las HMEC-1 y
las Eahy926. Esto podria indicar que se presentd un evento de proliferacion, gracias
a que habia huecos en la monocapa de células. Alternativamente las células se
pudieron empaquetar mas permitiendo el aumento en el nimero de células en el

pozo.
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12.0 Conclusiones

1. Se estandarizo la evaluacion en tiempo real del efecto del secretoma de
células de CaMa, sobre la TEER de una monocapa de células HUVEC. El

meétodo estandarizado funciona debido a que:

a. Se reprodujo la disminucion en la TEER inducida por TNF reportada

previamente en la literatura

b. Se reprodujo un efecto posiblemente mitogénico del secretoma de

MDA-MB-231 reportado previamente en la literatura

2. Se encontro que la hipétesis fue verdadera, ya que, el secretoma de MDA-
MB-231 concentrado 10 veces, induce en 8.5 h una disminucion maxima de
la TEER de células HUVEC, con respecto al vehiculo y al control sin

estimulo.
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13.0 Perspectivas

En esta tesis se estandarizé un sistema de medicion de TEER en tiempo real, de
una monocapa de células HUVEC, sensible al efecto del secretoma de células de
CaMa. Este sistema podria ser util para dilucidar las vias de sefializacion, que
desencadenan los cambios en la TEER de HUVEC, por efecto de los secretomas de
CaMa. Para ello se podrian pre-tratar las HUVEC con inhibidores farmacolégicos
especificos. Alternativamente a las HUVEC se les podria hacer ingenieria genética
para mutar o sobrexpresar genes como la subunidad p50 de NF-kB, para demostrar

gue dicha via es causal del efecto del secretoma sobre las HUVEC.

Adicionalmente, se podria validar, si los cambios en la TEER, en la ventana
de tiempo descubierta por el Xcelligence, correlacionan con otras variables en el
endotelio vascular. Por ejemplo con el paso a través del endotelio de albimina
marcada (estdndar de oro) o, con cambios en la estructura de las uniones

intercelulares.
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14.0 Anexos

Anexo 1: Oficio de Aprobacion del protocolo clinico por los comités de ética e

investigacion del Hospital Gea Gonzélez.
Dicho protocolo sirvio para poder obtener las muestras biolégicas para esta tesis

Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzale:

_ I ] |]_,_.- 2 SR Comivds de lnwvstigazida y dz Erics en Davestigncldn
R —— : . “3014, Ao de Ocravio Pax”™

- Julio 18 de 2014,
Oficin No. Cl y CELMB8M4,

CRJORGE ROMAN AUDIERED SALOMSEN
INVESTIGADOR PRINCIPAL INTERND

OR. ALBERTO JOSE CABRERA DUINTERD
INVESTIGADOR PRINCIFAL EXTERNG
PRESENTE.

Comunicamos a ustedes que el profocolo “Participacidn e 1 via de sefalizacién NE-KE en la activagifn
endotellal madiada por los factores solubles tumorsles derivados de flineas celulares de cincer e mama
con difsrents potencial melastisico”, fus pressntade en 13 Frimers Sesidn Extraowdingria dal Comité de
fnvestigaciin y del Comité de Efice en investigacion, llevada 8 cabo el dia 25 de junio el preserds afo, ¥ los
integrantes de las mismoscorsdderas gue los documenios entregades el dia 18 de julio da 2014 con l0s cambios
salicides, cumplen oon (o requendn v b atorgan el dictamen de

Aprobado

El registre do esle proyecto o ol 11-82.2044, Lag Infermames que asse falls fene vigancia hesta 31 de dicembra
e 2016, S se requiners ampliar el periods, sofictan fa reacvacicn anusl soe 45 dias de anlidpason a su facha
@2 vencimienia, por medic de una cana donde se expangan les malivos comespondientes.

Asi mismo se les nolifca que por indicacion de la Coondinacsién de Inelitdos en Investigaciin la designackin de
“invesligador responzabie’ se modfice per “irmestigador principal”

Al realizar este prayecie sdquisren & compromiso insludibie de Infamar tinda fres meses el avance dal estudia &
la Divisidn de Investigacdn Clinica por medio del formats astablecido, disponible en la péging slectrénica del
Hospital, anexando @ Ilado da loe sujeiss da estudio nchidos [nombee y nomers de expadients), de igual forma
&£ febe agregar a iformacitn de las presemtaciones & congresas o las pubicaciones que 82 han gensrado. Les
recordamos que cualguier cambio o sciualizacitn en los infegrantes o procedimisntas de aste estudie dieberd gar
nitificads por escrilo & sstas Carmitds.

&l cumplimients de las Mormas, nusvamenta ks solistames un origingl del censentimlanta
iMormads para que sean selados on la Division de Investigesiin Clinica v devusitos a vsted. A perte &8 éslas se
deben genarar las copias que se apicaran & B¢ sujstos e astudio

Se anexa hoja de ssguimiento de su proyects pars gue fengan prazente I antrega o8 sU reparie &0 tiemao y
formma, :
Sin otre parlicular por el momenls, nos &5 grato enviades un cordal saludo,

ATENTAMENTE

sidente
ite da Invastigscian

Cakeada de Tlokpar 4800, Cel. Seecién XVL O 14080, Dulagacitn Thalpen, Méxin, DF.
V. Crneronador [53) dIEE=AINVL, e, 1365,



Anexo 2: Oficio de Aprobacion del protocolo por los comités de ética e investigacion
del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricidon Salvador Zubiran.

#2014, Afio de Octavio Paz”

{NSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

Mexico, D.F., A 03 DE NOVIEMBRE DE 2014.
DR. ALEJANDROQ ZENTELLA DEHESA
INVESTIGADOR PRINCIPAL
DEPTO. DE BIOQUIMICA
INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y NUTRJCI'ON, “SALVADOR ZUBIRAN”,
VASco DE QUIROGA No. 15
CoL. SEcCION XVI, DEL. TLALPAN
MExtco, D.F. , C.P. 14000
PRESENTE

’

Por este medio, me permito informarie que el Comité de Investigacién, asi como el
Comité de Etica en Investigacién del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador
Zubiran, ha revisado y aprobado el Protocolo de Investigacion Clinica, titulado:

“Participacion de la via de sefializacion NF-kB en la activacion endotelial mediada por los
factores solubles tumorales derivados de lineas celulares de cancer de mama con diferente
potencial metastasico”

REF. 1177

Asi mismo se revisé y aprobé la siguiente documentacion:
- Consentimiento Informado version 25 de agosto de 2014.

La vigencia de la aprobacion termina el dia 03 de noviembre de 2015. Si la duracién
del estudio es mayor tendré que solicitar la re-aprobacién anual del mismo, informando sobre los

avances y resultados parciales de su investigacion e jneluyendo todos los datos sobresalientes y
INS. Na

conclusiones. Msu;c ONAT DR CIE
c
“SA LV‘DO;NU rcrou
Sin mas por el momento quedamos de Usted BIRAN
A .
03 Noy 2074

C ¢ cogp

DR. CARLOS A7 AQUILAR SALINAS DR. ARTURO GAL:‘NDO FRAGA
PRESIDENTE PRESIDENTE
COMITE DE IN IGACION 2 OMITE DE ETICA EN INVESTIGACION

c.c.p. Dr, Gerardo Gamba Ayala, Director de Investigacion.
Vasco de Quiroga No. 15
Colonia SeccidABHMGF/MRG
Delegacién Tlalpan
México, D.F. 14000
Tel. {52}54870900
WWw.incmnsz, mx
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Anexo 3: Formato de Consentimiento informado

explicado que:

I Por ser una mujer sana y por tener un parto o una cesaria sin complicaciones, se me propone participar en un
proyecio de investigacion donando un fragmento de corddn umbilical. El objetivo de la investigacion es estudiar
como interactian las células de cancer de mama con los vasos sanguineos sanos del cordon umbilical que yo done.
Se me aclaré que soy una mujer sana, que hi yo ni mi bebé padecemos cancer, pero que donar un pedazo del
cordén umbilical ayudara en la investigacion contra el cancer.

Il.  Sdlo se tomara un fragmento de cordén umbilical de alrededor de 156 cm de largo. Se me explicé que el corddn
umbilical permite el paso de nutrientes y sustancias de desecho entre el bebé y la madre durante la gestacién; pero
que al momento del nacimiento ya no es necesario y que en condiciones normales, el cordén umbilical es corfado y
desechado junto con fa placenta. '

Hl.  Estoy enterada de que el fragmento de donde sera tratado para obtener células de la vena de cordon umbitical y
seran cultivadas un méximo de tres semanas, y que el destino final y Gnico es estudiar la respuesta de estas células
a las sustancias que liberen las células de cancer de mama; se me explico que esto no presenta un riesgo ni para
mi bebe ni para ml.

IV.  Estoy enterada que las células que se extraigan de la vena del cordén umbilical solo serén utilizadas para cumplir
los objetivos de este protocolo y por ninglin motivo seran inmortalizadas ni usadas para propésitos no descritos en
este protocolo.

V. Estoy enterada de que después de que se extraigan las células de la vena del cordon umbilical, el cordén sera
incinerado.- Y después de los experimentos, las células usadas y las sobrantes seran eliminadas tratandolas con
cloro o sosa caustica.

VL. Nimibebe ni yo tendremos alguna complicacién o efecto secundario por la toma del fragmento de cordén umbilical
VIl.  Sé, que los resultados de este estudio no van a proporcionar informacion adicional sobre mi recuperacién posparto,
ni sobre la salud de mi bebé.
VI, Se me explicé que el tratamiento que se le dé al cordon umbilical no va a proporcionar ninguna ventaja para mi

recuperacion posparto, ni para la salud de mi bebé.
IX. Se me ha asegurado que puedo preguntar hasta mi complacencia todo lo relacionado con el estudio y mi
. participaci6h:
X. Se me aclar6 que puedo abandonar el estudio en cuanto yo lo decida, sin que ello afecte mi atencién de parte del
médico o del hospital.

Xl Autorizo fa publicacion de los resultados del estudio del cordén umbilical a condicion de que, en todo memento, se
mantendra el secreto profesional y que no se publicard mi nombre o revelara mi identidad, ni la de mi bebé.

Xll.  Mi participacién en la investigacion consiste s6lo en donar el fragmento de cordon umbilical, ni mi bebé ni yo
recibiremos ningin medicamento ni algin tratamiento especial. Por lo que, no me generard ninglin malestar o
efecto negativo en mi salud o en la de mi bebé, pero se me informa que podré salir del estudio en el momento que
yo lo deseé.

Xlll.  El estudio del fragmento de cordén umbilical no causaré ninguna afectacién en mi salud o en la de mi bebé. De
presentarse alguna complicacion medica en mi tratamiento o en el de mi bebé seria por ofra causa y no por el
proyecto de investigacion; por lo cual, no se me dara ninguna compensacion econémica.

XV, Los estudios realizados al cordon umbilical no tendran ningln costo para mli. De igual forma, no estoy recibiendo
algin apoyo econdmico por donar un fragmento de cordén umbilical.

Con fecha , habiendo comprendido io anterior y una vez que se aclararon todas las
dudas que surgieron con respecto a mi participacion en el proyecto, yo

70



con niimero ‘de expediente
acepto participar en el estudio titulado: “Parﬂcipacron de la via de senahzac;én de NF-kB'en Ia
activacién endctelflal mediada por los FST derivados de ifneas de cancer de ~mama con diferente potenc:al
metastasico”. .

L

nombre y firma paciente o Dr. Jorg: béRomé udifregd Safomon,
responsable legal Investigadqr Principgl Intprmo
Jefe de la Division de® Qt ecologla y

Obstetricia
Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzélez
correo electrénico: jorgeaudifred @ prodigy.net.mx
teléfono fijo directo: 40003073

nombre y firma def testigo 2 nombre y firma del testigo 1
direccién direccion
relacién que guarda con el paciente relacién que guarda con el paciente

quien aplica el consentimiento informado:

Dr. Juan Pablo Aragén Heméndez
investigador Adjunto Intemo

Jefe de la Unidad Tocequirtrgica (UT),
Hespital General Dr. Manuel Gea Gonzalez
Correo electrénico: nogaraip@ hotmail.com
Teléfono (conmutador) 4000 3000 ext. 3480

Este documento se extiende por triplicado, quedando un ejemplar en poder del sujeto de investigacion o de su
representante legal y el otro en poder del Investigador, asi mismo es obligatorio integrar al expediente clinico una copia del
mismo, anexando una nota donde se especifique que el sujeto de estudio esta participando en el protocolo Participacién
de la via de sefializacion de NF-kB en la activacién endotelial mediada por los FST derivados de lineas de céancer de
mama con diferente potencial metastasico, con numero de registro 17-62-2014, a cargo del Dr. Jorge Roman Audifred
Salomén. Queda entendido que la Direccion de Investigacion, o los Comités podran requerir este documento en cuanto lo
consideren necesario. Este documento debera ser conservado por el Investigador Responsable durante un minimo de 5

afos.

Para preguntas o comentarios comunicarse con la Dra. Marla Elisa Vega Memije (01 65) 4000 3217 Presidente del Comité
de Investigacion o con el Dr. Jorge Andrés Pefia Ortega, Presidente del Comité de Etica en Investigacion al (01 55) 4000

3279.
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Anexo 4: Tabla con las concentraciones en pg/ml de citocinas, quimiocinas y
factores de crecimiento presentes en el secretoma de MCF-7, MDA-MB-231y ZR-
75-30

Los datos fueron obtenidos de acuerdo a 4 publicaciones (Montes-Sanchez, 2009,
Mejia-Rangel, 2016, Gémez, 2016 y Lépez-Marure, 2016)

IL-10 1208 010 [2.63 106 104 |04 1.9 19 [Xx  |X |
IL12p40 |04 04 [318 106 106 106 |X X |x _|Xx |
-2 |27.74 |1 |1 1147 168 |01 |13 |13 |X  |X |
MIPAB |2 |2 ]639 |27 108 |21 |31 |22 |X  |X |
TNF_ X Ix [x _Joi Jo 02 |x X _|x _|x |
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Anexo 5: Lista de Archivos del Xcelligence

Nombre Figura | Tamafio | Fecha del Casilla
del Archivo dela |del experimento | del
tesis en | archivo equipo
laque | (MB) utilizada
se
utilizo
1506121523D14000.plt 7 1.90 12 de Junio |1
2015
1506021737D3huvecdensidades.plt 8 2.47 2 de Junio 3
2015
1510191134D3intento3.plt 9 1.36 19 Octubre 3
2015
1511010118D0.plt 10 1.45 1 Noviembre | 1,2,3
2015
1605232321D3.plt 11 1.44 23 Mayo 3
2016
1606072052D2.plt 12A 2.79 7 Junio 2016 | 2
1606071944D1.plt 12B 2.80 7 Junio 2016 |1
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Anexo 6: Colaboraciones en articulos de investigacion

It J Clin Exp Pathol 2018:14/ 2685694
wwrw.iicen com /ISSN: 1936 2625/ ICEPDOE 7792

Original Article
Effect of soluble factors derived from ZR 75.30
breast cancer cells on endothelial activation

Alrma R Escalona-Guznan, Ricardo Hemandez-Garcia®, Felipe Vedillo-Oriega®, Rebeca LopezMarure”,
Janini Mejis-Rangel”, mna B Mitre-Aguilar, Alberto ) Cabrera-{uintern’, Asjandro Zentella-Debesa™

{Binshemistry Lnit. Guilermo Sobemn Acevego, Department of Genomic Medicine andg Emvincnmental Tootok
ogy. Biomedical Ressarch Institute (B0}, Mationa! Auonomous Liniversily of Mexco [LINAM]) institute of Medical
Sciences, Nutrition Savecar Zuhiran [TNCMNGZ]L Mexico Gity, Mexico; *Progam of Breast Cancer, 10, LINAM,
Meaco City, Mexico; 1BhD Program in Biomedical Scignces, LNAM, Mexco i), Meuico, sLiaison Linit of The
Faculty of Medicing of LINAM in The National Institute of Ganomic Medizine (TNMEGEN), Mexico City, Mexico: *Call
Binkogy Laboraiory, Depariment of Physiology, National instituie of Cardioingy [gnacio (haves (TNCICH), Mexco
City, Mexico; sDepariment of Pharmacivagy, "Genstics and Moleculzr Biokagy, Cantre of Research and Advanced
Studies, National Poiyiechnic instiute (GINVESTAVIPN). Mexico Gity, Mexco

Received October 23, 2047; Accapted November 10, 2047; Epub February 1, 2018; Pubkshed February 15, 2018

Abstract: In this Study, we shalyzed soluble factors secreted by two Estrogen Receptor Positive (ER-0) human breast
cancer cell fines, 7R 75.30 (luminal B) and MCFT (luminal &), and evahusted their effect on endothelis! sctivetion.
The composition of tumorsl solubie factors (TSFS) was anslyzed by ELISA (B-Plex). TSFs from IR 75.50 cells ex-
pressed higher levels of TNF, IFNY;, IL-8, and [L-8 compared 1o TSFs from MCF-T cells. TSFs from 7R 75.30 cells in-
duced 8 pro-aanesive phenotype in humsh umbilice! vein enothelisl cells (HUVECS), &5 charscterzed by incressed
monocytic cell adhesion, sdhesion molecule expression ahd NF-«B ectivation and decreased IKB-X expression.
Conversaly, TSFS from MCF-7 calls exerted none of these efects on HUWVEDS. We then sdded TNF, IFN-, IL-8 or IL-8
alope of i combination with TSFs from MCF-7 cells to HUVECS. Only the combinations that inciuded TNF inducad
encothelial activetion. & neutralizing antiody agsinst IL-1p (this cytokine was not messured in the ELISA) hed &
modest Blocking effect on cefular edhesion or the expression of adhesion molecuses induced by TSFs from ZR

T5.30 cells in HUVECS. However neutralizing antibodies agairst TNF, PNy, 18 or 118 hed no effect Our results
SLZPEST TNET AlN0UEN | NE 15 @i inouceEr D emiomessdl G2l aCvadn, L s ROT e Only Molecune ial (5 FeSponsaNe

for this effect in TaFs from ZR T5.30 cells.

Keywords: Tumoral soluble factors, THF, encothelial sctivation, breast cencer, endothesal cell sdhesion mal-
ecilles

Introduction

Ereast cancer is the most commonly ooouming
msalignancy in wormen and is responsible for
approaimsately 522000 deaths annuslly world-
wide [httpc/gcoiercfiftoday], amd most of
these deaths are associsted with metastasis to
the lurmg bone, brain or lver. Metastesis is &
complex  process  imvolving multiple steps
including i) imvasion across the bassment mem-
brame, i} intrevasation into the vascuwlar or lym-
phatic system, i) survival in the bloodstream,
] binding to the wall of blood wessels, v)
extrevasation, vi] aggressive colonization amd
vil] growth im the target organ [1]. Tumor cells

secrete & complex mixture enriched in cyto-
kines, chemokines, growth fectors, and enzyims
mizduletors thet contribute to the tanor micr-
emwironment. Conseguently, the intrinsic prop-
erties of tamor cell secretion products ars
determinants of the risk and organ specificity of
metastases [2]. Aecernt studies have suggest
ed that the recruittnent of nomnal cells from tar
g=t organs contributes to intravasation and
colonization during metastasiz. [ndeed, endo-
thelial cells froon the target organ are the first
reommsal cellular components thet appear to col-
feborate with metaststic cells during extravasa-
tion [3].
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Review Article
Genomic and non-genomic effects of glucocorticoids:
implications for breast cancer

Irrrea B Mitre-Agiuier-*, Alberto | Cabrers{uirter: 5, Alsiandrm Zersslla-Dehesat 32

inigdad de Sioguimica, Instituto Nacional de Ciencias Medicas y Nutricion Salvador Zubirsn [TNCMNSZ), Mexico
D F-. Méxieo; *Depariaments de Mexicing Sangmica y Toxcoigis Ambient, Institin de investigaciones
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Recsived November 17, 2014; Accepted Decemnber 24, 20L4; Epus Jenuery 1, 7015; Pubished Januery 15, 2015

abstract: Glucocortcoids (GC) are essentssl Sterpid hormones fir humasn life. They regulste & Series of important
processes by Dending with tThies PUcoCoricnes receptors (GH) et scovating SEnmic and HDn-Senomic palimeys.
Activeted cytoplasmic GR can directly bind DINA and frensactivete or trafsrepress specSc genes. Additiorslly, &
can interact with OMmer Trarsoriplion factors D afert gene cxpressaon indinecty. The ten membrane GH cen o=
aCt With MitDgen-ectaated protein (MAP) kinases of aCtivete cAMP and Co’*-Jepencent patliweys, respectved.
Glucocorticoits heve been witkly used &S co-frestment of palients with breast cancer (BC) due 0 reduction of
chemotherspy-nduced side effects such &= neuses |ack of spp=tae, and inflammetion. However, 30 may et &
GECt effect of tUMOr TESROnSE tD CHEmMOErEPy. In WD, G ikheits Chemotherapy, redEston afd cylokine-mouced
SPOPDSIS by Upreguisting antisPOPIDNC BEres and BEl0AFing prowns. They aish UPresiists the proto-Oncogens
£, DUTOr SUPPFESSOr EEhe NMZ23, Seversl MEmbers oF the epitermal rowth factor (EGF) signafing pathwsy and
fhe estrogen suforencfensce Signaling paiwey, Thus iRGIECDy ishilbiling eSirgen recepior sctivation. They inhin
the Proangiogenic Sene (Vascular endotheksl Erowth factor [VEGFL Therefore, they could play & 1ole in recucing
anGoEEnesis._ IrMeractingly, the phosphoryiation Status Of Ser-211 @ the GR iS Oependent 0n TE EXPression OF the
BRCAI gene, & TUmor SUPRressor fene thet is MUtsted in the Msonty of patients wiln tripe negative BC. Some
cliracal Tandomized tisks have alsD EmEted th sodress the &Fect of GC on patients with BC. Thus, in this review
WE SUMMarize GC MECTENSMS Of sction and Ter partspation in several facets 0FBC.

Introduction t=n = known as the bypothalamic-pibuiter-
adirens] axis (HPA axs).

The main plysiological functions of gu-

cocorticoids (GC) mclude downregulatng the
mmrmunological functon (IMImMGRoSIPPrEsSIon),
increasing the production of glucoss [1] chang-
ing cerbohydrete, protein, and fpid metsbo-
fizin, regulsting vascular tone, regulsting bons
vous systern [CNS) [2 3] GC & relessed in
response to stress conditions. Under such con-
ditions, the hypothalsmus secrstes & cortico-
hypophysis gland. In tum, this gland produces.
the corticotrophin hommone that scts on the
eortey of the suprarenal gland. It i here that
GC are produced and secreted into the blood-
stream, where thay bind with globulins and ans
transported throwghout the body ] This sys-

I have Fenomic and NoN-EsnmTic 8iecs
Thres main mechanises of action for GC hewe
b=en described. The first is the genomic mache
risan, which involves & classic cytosolic GC
receptor (3R], while the remsining two meche-
GR but bourd to the plesma membrans, and
the other is dependsnt on & non-classic memn-
brans GH.

IGR belongs to the family of stemid recepiors
GR b=long to the supsrfamily of nuclesr recep-

tors of transcription factors [B] kR meistes o
cither sterpid receptors, such as thoss for min-
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