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Resumen

La progesterona (P4) ejerce sus funciones mediante mecanismos genémicos y no
gendémicos, estos ultimos se llevan a cabo mediante la activacion rapida de vias de
sefalizacion, principalmente a través de cinasas.

Las células T47D constituyen un modelo ampliamente utilizado para estudiar los
mecanismos moleculares de regulacion transcripcional mediados por progesterona en
cancer de mama, esta linea celular es una herramienta importante para nuestro
proyecto ya que es hormono-dependiente, sobreexpresa el receptor a progesterona
(PR) y representa al subtipo luminal A, el cual es predominante en dicha patologia.

El objetivo del presente proyecto consistié en establecer la participacion de la via de

ERKS5 en la red de sefializacion mediada por progesterona en las células T47D.

El presente proyecto contribuye a la elucidacién de los componentes de la via de
sefalizacion mediada por progesterona en células T47D, ademas de que representa
una estrategia novedosa que ofrece alternativas para el diagndstico y/o prondéstico

para el cAncer de mama, asi como posibles opciones terapéuticas



Abstract

Steroid hormones induce genomic and non-genomic responses involving the activation
of different signaling pathways, including the MAPKs, however the role of MEK5/ERK5
pathway in the progression of clinical breast carcinoma remains poorly understood. The
main objective of the present study was to establish the involvement of the ERK5
pathway in the progesterone-mediated signaling network in T47D breast cancer cells,
and to identify ERK5 gene transcription activity and their protein expression.

The results indicated that P4-mediated activation of ERKS5 in T47D cells occurs 5 min
after the treatment with this hormone. It was also demonstrated that this kinase is
translocated to the nucleus after its activation, while its activation was inhibited by the
administration of BIX 02189.

In conclusion, the overall results suggest that ERKS5 is an important component in the
P4-mediated signaling pathway in T47D cells, and could play an important role of P4

gene activation.

Key words: Progesterone, kinase ERK5, breast cancer.



1. Antecedentes

Cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades que se caracterizan por una serie de
desregulaciones metabdlicas y genéticas que favorecen la carcinogénesis, entre las
alteraciones que se han descrito se encuentran: 1) el mantenimiento de sefales
proliferativas, 2) la evasion a sefiales que detienen la proliferacion, 3) la evasion a la
vigilancia del sistema inmune, 4) la capacidad ilimitada para replicarse, 5) promocién
de la inflamacion tumoral, 6) la inestabilidad genética, que conducen a una
transformacion progresiva de las células normales, 7) la alteracion en las vias
metabdlicas de las células tumorales, 8) la evasion de la apoptosis, 9) angiogénesis,
10) la migracion de las células neoplasicas y 11) metastasis (Hanahan y Weinberg,

2011).

Epidemiologia del cancer

El cAncer se encuentra dentro de las principales causas de muerte a nivel mundial; se
reporté que en 2018 hubo 18.1 millones de nuevos casos y 9.6 millones de muertes

por cancer (Bray et al., 2018).

De todos los tipos de céancer destaca el cancer de mama (CM), en la figura 1 se
muestra que ocupa el primer lugar, tanto en incidencia como en mortalidad, entre las
mujeres a nivel mundial (Bray et al. 2018) y representa el 16 % de los tumores malignos

diagnosticados en todo el mundo (Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2018).
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Figura 1. Incidencia y mortalidad del cancer mama en mujeres a nivel mundial. La incidencia se
representa en color azul y la mortalidad en color rojo. Modificado de Globocan IARC, 2018 Bray et al.,
2018.

En la figura 2 se muestra que, en México, las tasas de mortalidad para el CM
aumentaron en el periodo de 2011 a 2016 (Instituto Nacional de Estadistica y

Geografia [INEGI], 2018).

La Agencia Internacional de Investigacion en Cancer (Globocan IARC) pronostica que
la incidencia mundial de esta patologia incrementara; en la figura 3 se muestra que
podria aumentar hasta alcanzar una incidencia aproximada de 3 500 000 casos para

el aflo 2040 (Bray et al. 2018).
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Figura 2. La tasa de mortalidad observadas por cancer de mama en México ha incrementado, en el

periodo de 2011 a 2016. Tomado de Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), 2018.
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Figura 3. Prondstico de la incidencia de cancer mama en mujeres a nivel mundial para el afio 2040, de
mujeres de todas las edades. En azul se muestran los casos actuales y en rojo los casos esperados.

Modificado de Globocan IARC en el afio 2020 Bray et al., 2018
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Cancer de mama

El CM se define como una enfermedad heterogénea, la cual muestra variacion en sus
caracteristicas clinicas, morfolégicas y moleculares (Malhotra et al., 2010; Vuong et
al., 2014). La etiologia de esta patologia incluye distintos factores, entre los que se
encuentran el sobrepeso, el consumo de alcohol, condiciones genéticas, la menarquia
temprana, la menopausia tardia, la edad tardia al primer parto, la nuliparidad, la historia
familiar y de forma muy importante el estadio hormonal (Dong y Jin, 2018; Sauter et

al., 2018; Vuong et al., 2014; Yalcin et al, 2013).

Clasificacion del cancer de mama

Por sus caracteristicas histoldgicas, el CM se divide en cuatro tipos: el primero es el
carcinoma no invasivo, el cual su vez se divide en ductal y lobular; el segundo es el de
tipo invasivo, el cual a su vez se divide en ductal y en tipos especiales; el tercero es el
microinvasivo, y el cuarto es conocido como la enfermedad de Paget (Tsuday General

Rule Committee of the Japanese Breast Cancer Society, 2020).

El carcinoma invasivo ductal es el tipo mas frecuente, ocupando hasta un 80 % de los
tipos de CM, seguido del carcinoma invasivo lobular; el carcinoma lobular invasivo
tiene peor prondstico, es de dificil diagndstico y generalmente los tumores hacen
metastasis a sitios inusuales, como el ovario y el tracto gastrointestinal. Este tipo
histol6gico expresa en mayor proporcion el receptor a estrogenos (ER) y el receptor a
progesterona (PR) (Sathyamoorthy y Lange, 2020; Tsuda y General Rule Committee

of the Japanese Breast Cancer Society, 2020; Weigelt et al., 2010).
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Clinicamente se utilizan tres biomarcadores moleculares: la expresion de ER, PR y del
receptor al factor de crecimiento epidermal (HER2) (Arnedos y Andre, 2011; Vuong et

al., 2014).

Con base en sus caracteristicas moleculares, el CM se divide en 5 tipos: luminal A,
luminal B, HERZ2 enriquecido, basal-like y claudin-low. Estos 5 tipos son diferentes en
sus caracteristicas moleculares, su incidencia, factores de riesgo, prondstico y
sensibilidad a tratamientos (Gary A. Ulaner, 2018; Malhotra et al., 2010; Prat et al.,

2015; Taherian-Fard et al., 2015; Vuong et al., 2014).

Los tumores de tipo luminal A y luminal B se caracterizan por ser positivos para el
receptor a estrégenos (ER+) (Malhotra et al., 2010; Prat et al., 2015; Vuong et al.,

2014).

El tipo luminal A es positivo para el receptor a progesterona (PR+) y negativo para el
factor de crecimiento epidérmico 2 (HER2-), la expresion de Ki-67 es baja, es el mas
comun ya que ocupa aproximadamente el 40 % de todos los tipos de CM y presenta
las tasas de supervivencia mas altas comparadas con cualquier otro tipo de CM
(Malhotra et al., 2010; Vuong et al., 2014). Los tumores de tipo luminal B pueden ser
PR+ o PR- y HER2+ o HER2-, se caracteriza por sobreexpresar Ki-67, presentar
mutaciones en TP53, PIK3CA y la amplificacion de ciclina D1, por lo que tiene altas
tasas de proliferacion y ocupa aproximadamente el 20 % de todos los tipos de CM

(Malhotra et al., 2010; Vuong et al., 2014).

El grupo HER2 es ER-, se caracteriza por la amplificacion de HER2 y genes

relacionados, una alta tasa de mutaciones en TP53, PIK3CA, ciclina D1, alta expresion
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de EGFR y APOBEC, asi como gran inestabilidad gendmica, y ocupa
aproximadamente el 15 % de todos los tipos de CM ( Malhotra et al., 2010; Vuong et

al., 2014; Elena Provenzano et al., 2018; Prat et al., 2015; Taherian-Fard et al., 2015).

Por otro lado, los grupos basal-like y claudin-low son triple negativos (TNBC) y se
caracterizan por no expresar los tres principales marcadores moleculares; ER, PR y
HER2 (Malhotra et al., 2010; Vuong et al., 2014), ocupan el 15% y el 10 % de los tipos
de CM, respectivamente. Se caracterizan ademas por ser grupos con un mal

prondstico y pocas alternativas terapéuticas (Malhotra et al., 2010; Vuong et al., 2014).

Es importante notar que dos de los principales biomarcadores clinicos son receptores
a hormonas esteroideas (ER y PR) y mas del 50 % de los tipos de CM se caracterizan
por expresar dichos receptores, por lo que esta patologia es considerada hormono-

dependiente (Vuong et al., 2014).

Cancer de mamay hormonas esteroideas

Estudios observacionales y modelos experimentales han demostrado que algunas
hormonas esteroideas, como los estrogenos y P4, son un factor de riesgo para el CM
(Trabert et al., 2020; Kensler et al., 2019; Giovannelli et al., 2019; Mgrch et al., 2017,
Folkerd y Dowsett, 2013). Se sabe que aproximadamente el 70 % de los tipos de CM
son hormonodependientes y expresan el ERy PR (Diep et al., 2015; Folkerd y Dowsett,

2013; Vuong et al., 2014; Yip y Rhodes, 2014).

El 17R3-estradiol (E2) es una hormona esteroidea sexual, es un potente mitbgeno y se

sabe que su regulacion esta alterada en una gran cantidad de tipos de cancer,
8


https://paperpile.com/c/jxiFZ9/crm1+PMFt
https://paperpile.com/c/jxiFZ9/crm1+PMFt
https://paperpile.com/c/jxiFZ9/ycCv+kPZO+YUxW+PMFt
https://paperpile.com/c/jxiFZ9/crm1+PMFt
https://paperpile.com/c/jxiFZ9/crm1+PMFt
https://paperpile.com/c/jxiFZ9/f7RQ+3v4a+JwsQ+iufR+KHE1
https://paperpile.com/c/jxiFZ9/f7RQ+3v4a+JwsQ+iufR+KHE1
https://paperpile.com/c/jxiFZ9/MMOG+P1ML+PMFt+KHE1
https://paperpile.com/c/jxiFZ9/MMOG+P1ML+PMFt+KHE1

incluyendo el CM; de este ultimo tipo, hasta un 75 % expresa el ER, por lo tanto, es

ER+ (Parl et al., 2018; Yip y Rhodes, 2014; Zhang et al., 2020).

El E2 ejerce su funcién a través de ER y juega un papel primordial en el desarrollo del
CM favoreciendo la proliferacion y supervivencia celular mediante la activacion de
diversas vias de sefializacion, la regulacion de numerosos genes, la acumulacion de
alteraciones genéticas derivadas de la exposicién prolongada a E2 y mediante
modificaciones a mecanismos metabdlicos fundamentales para la célula (Zhang et al.,

2020; Giovannelli et al., 2019; Parl et al., 2018).

El hecho de que terapias enddcrinas, que tienen como blanco inhibir la accién del E2,
como fulvestrant, tamoxifen o letrozol, contribuyan al decremento en la mortalidad por
CM es otra evidencia de la importancia que el E2 tiene en el desarrollo de esta

patologia ( Zhang et al., 2020; Parl et al., 2018)

Esta bien establecido que el E2 juega un papel muy importante en la carcinogénesis
del CM, sin embargo, el papel de la progesterona (P4) en dicha patologia sigue siendo

controversial.

El E2 a través de ER, especificamente el ERaq, induce la expresion del PR, el cual es
necesario para inducir la proliferacion y supervivencia celular mediante mecanismos
paracrinos y autocrinos en el tejido mamario. La expresion de PR es considerado un
indicador de la actividad del ER, también actia como una proteina asociada a ERa
gue modula su funcion, por lo tanto, el E2 estimula la activacion de PR y actian en
conjunto para promover la carcinogénesis (Mohammed et al., 2015; Diep et al., 2015;

Yip y Rhodes, 2014; Brisken, 2013). Sin embargo, estudios recientes indican que el
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papel del PR en el CM es mas que solo un marcador de la actividad del ER y que no

es inducido unicamente por el ERa ( Trabert et al., 2020; Mohammed et al., 2015).

Participacion de la progesterona en el cancer de mama

Se ha demostrado que mujeres que fueron sometidas a terapia de reemplazo
hormonal (TRH) con E2, y progestinas tales como acetato de medroxiprogesterona o
levonogestrel, tienen mayor riesgo de padecer CM que aquellas que fueron tratadas
s6lo con E2, ya que el uso de progestinas se asocia con un incremento en la
proliferacion celular en lesiones tempranas y, por lo tanto, es un factor de riesgo para
el CM (Coughlin, 2019; Dossus y Benusiglio, 2015; Samson et al., 2016; Hagan y

Lange, 2014).

Estudios realizados en Estados Unidos, Canada y paises europeos sobre la incidencia
en el CM mostraron un decremento de hasta un 10 % en la incidencia de CM después

de la reduccion en el uso de THR desde el 2002 hasta el 2010 (Pelucchi et al., 2010).

También se ha demostrado que el uso de anticonceptivos hormonales que contienen
progestinas incrementan el riesgo de CM (Bardaweel et al., 2019; Del Pup et al., 2019;

Marsden, 2017; Westhoff y Pike, 2018).

Se ha reportado mediante ensayos in vivo e in vitro, con modelos de CM
hormonodependientes, que al ser tratados con progestinas incrementan la
proliferacion y supervivencia celular (Diep et al., 2015), esto ha sido confirmado en

microestructuras aisladas de tejidos de mama humanos (Brisken, 2013).
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Se ha encontrado que el PR se expresa hasta en un 50 % de los casos de CM (Yip y
Rhodes, 2014), por lo que son considerados PR+; la mayoria de las células PR+ de

CM expresan tanto la isoforma PR-A como la PR-B (Bonneterre et al., 2016).

La relacion de PR-A:PR-B se interrumpe en etapas tempranas de la carcinogénesis,
en donde hay una mayor expresiéon de PR-A en relacion con PR-B, y se ha reportado
gue los tumores que son del tipo luminal A tienden a expresar una mayor cantidad de
PR-A, mientras que los tumores mas agresivos y que son resistentes a la terapia
enddcrina expresan una mayor cantidad de PR-B (Rojas et al., 2017; Andrea R. Daniel

et al., 2007;).

PR-B es una isoforma proliferativa en ausencia de PR-A, mientras que PR-A, en
ausencia de PR-B, contribuye a la diferenciacion celular favoreciendo fenotipos més
heterogéneos, con mayor plasticidad y con mayor capacidad para migrar ( Truong et
al., 2019 Gompel y Plu-Bureau, 2018; Hagan y Lange, 2014; Bamberger et al., 2000).
Este desbalance en la expresion de las isoformas se asocia con una mala respuesta
a las terapias endocrinas ( Trabert et al., 2020; Folkerd y Dowsett, 2013), lo que sugiere
que las antiprogestinas podrian ser mas efectivas en tumores que expresen en mayor

proporcion PR-A (Lanari et al., 2012).

Se ha reportado, mediante ensayos in vitro, que células que son PR+ y ER+, al ser
tratadas con P4, inducen la expresion de CD44, Cks y CK5+, conocidos como
marcadores de células progenitoras y asociados a resistencia a quimioterapia, lo que
contribuye a un peor pronéstico de la enfermedad (Giovannelli et al., 2019; Diep et al.,

2015). Resultados similares han sido reportados con células T47D derivadas de CM,
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las cuales expresan ambas isoformas de PR en condiciones basales, lo que sugiere

un aumento de malignidad y potencial metastasico (Truong et al., 2019).

Por otro lado, en modelos animales, se ha demostrado que la P4 induce el ligando de
receptor activador para el factor nuclear kB (RANKL) y Wnt4 en células ERa+ y PR+,
lo que induce proliferacion celular mediante un mecanismo paracrino, incluso en
células que no expresan PR (Trabert et al., 2020; Gompel y Plu-Bureau, 2018; Stingl|,

2011).

El riesgo de CM es atribuido principalmente a determinadas progestinas sintéticas, en
particular el acetato de medroxiprogesterona (AMP), levonorgestrel y norethindrone,
ya sea a través del uso de anticonceptivos hormonales o de la THR (Trabert et al.,

2020; Samson et al., 2016; Mohammed et al., 2015).

Dado que la P4 en su forma natural se metaboliza rdpidamente, los investigadores
prefieren utilizar R5020, una progestina sintética de larga duracion que puede
proporcionar resultados mas reproducibles. R5020 es un ligando mas estable de PR
en relacion con P4, ya que ésta se metaboliza activamente dentro de la célulay R5020
no. Algunos ensayos han establecido que el efecto de P4 es idéntico al de R5020
(Sathyamoorthy y Lange, 2020). Sin embargo, es importante notar que las progestinas
usadas farmacolégicamente también tienen efectos sobre el receptor a andrégenos
(Trabert et al., 2020) y son pocos los estudios que abordan los efectos de P4 natural y

de los niveles de P4 circulante en sangre.
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Progesterona

La P4 es una hormona que tiene como funcién basica inducir la proliferacion en tejidos
mamarios sanos y en tejidos tumorales, puede actuar de manera independiente al E2
y es un factor de riesgo para el CM (Sathyamoorthy y Lange, 2020; Trabert et al.,

2020).

La P4 es sintetizada en los ovarios y glandulas adrenales (Garg et al., 2017). Durante
el ciclo menstrual se sintetiza en el cuerpo liteo a partir de la fase postovulatoria
temprana, y durante el embarazo se sintetiza en la placenta. Su tasa de produccién
aumenta de 1 mg/dia en el foliculo a unos 25 mg/dia en la fase luteinica (Reed y Carr,
2018). En el embarazo la produccion de P4 es muy alta, puesto que en su Ultima etapa

es de hasta 300 mg/dia (Trabert et al., 2020).

La P4 participa en procesos fisiolégicos importantes en distintos 6rganos, como el
cerebro, los huesos, el Gtero, el ovario, el tracto reproductivo y la mama; es esencial
para funciones reproductivas como la ovulacién, la iniciacion y mantenimiento del
embarazo, asi como el desarrollo del tejido mamario (Trabert et al., 2020; Piette, 2018;

Garg et al., 2017).

La P4 actia principalmente a través de PR, el cual es un receptor que pertenece a la
superfamilia de receptores nucleares y es dependiente de hormonas esteroideas

(O'Malley et al. 1970).

El PR tiene dos isoformas: PR-A con 94-kD, y PR-B con 116-kD, las cuales se codifican
en el mismo gen pero tienen inicios de transcripcidon alternativos y son inducidos por

distintos promotores (Bamberger et al., 2000); Kraus et al. 1993). La isoforma PR-B
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tiene 164 aminoacidos mas que la isoforma PR-A, los cuales estan ubicados en el
extremo amino terminal de la proteina, esta diferencia le confiere diferentes funciones
al PR-B. Ambas isoformas generalmente se coexpresan en los tejidos donde ejercen
su funcién (Figura 4), el PR-A se asocia con la represion de las funciones
transcripcionales del PR-B y de otros receptores nucleares (Grimm et al., 2016; Richer

et al., 2002; Vegeto et al., 1993).

El PR esta conformado por dominios que comparten ambas isoformas; son idénticos
en el carboxilo terminal, en el dominio de union al ligando (LBD, por sus siglas en
inglés), el cual sufre un cambio conformacional tras la union de su ligando, en el
dominio de unién al DNA (DBD, por sus siglas en inglés), en la regién bisagra (h), y en
la mayoria de los aminoacidos del dominio del amino terminal (NTD, por sus siglas en
inglés), a excepcion de los 164 aminoacidos de mas que posee el PR-B (Figura 4)

(Grimm et al., 2016; Hill et al., 2012).

El PR contiene ademés dos dominios o funciones de activacion transcripcional (AFs,
por sus siglas en inglés), que son AF1 en el NTD y AF2 en el LBD. Ambos dominios
actian dependiendo el contexto celular, pueden actuar de forma independiente o de
forma sinérgica a través de la interaccion entre los dominios amino y carboxilo terminal.
De forma particular, PR-B tiene un dominio de activacion adicional: AF3, debido a la
mayor cantidad de aminoacidos que posee en el dominio NTD; AF3 actia de forma

sinérgica con AF1 y AF2 (Grimm et al., 2016; Hill et al., 2012).
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Figura 4. Dominios de las dos isoformas del PR.

Los sitios de fosforilacion se indican en amarillo, la regién rica en prolina se indica en rojo, se muestra
el dominio de unién al ligando (LBD), una regiéon bisagra (h), el dominio de uniéon al ADN (DBD), el
dominio del amino terminal (NTD), la extensién del carboxilo terminal (CTE) y los dominios de activacién

transcripcional (AF1-AF2 Y AF3) Modificado de Hill et al., 2012.

El mecanismo clasico del PR inicia una vez que el ligando se une al receptor, ya que
éste es activado y puede ser fosforilado. Tras la activaciéon, el PR sufre un cambio
conformacional que permite la disociacion de un complejo de proteinas de choque
térmico (Hsp 70/90). Después se transloca al nucleo, se dimeriza y se une a regiones
reguladoras en el ADN que son llamados elementos de respuesta a progesterona
(PREs, por sus siglas en inglés) e induce la transcripcion de genes involucrados en el
desarrollo, la diferenciaciéon y la proliferacion de los tejidos diana, asi como los
involucrados en procesos patolégicos como el CM (Garg et al., 2017; Grimm et al.,

2016; Hagan y Lange, 2014; Jacobsen y Horwitz, 2012).
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P4 también actua a través de un mecanismo no clasico que pueden ser dependiente
o independiente de las vias transcripcionales; esta respuesta no clasica se caracteriza
por ser rapida y ha sido comprobada debido a la insensibilidad a inhibidores de la

transcripcion o la traduccion (Garg et al., 2017; Boonyaratanakornkit et al., 2001).

Se ha sugerido que las respuestas rapidas a la P4 pueden estar mediadas por la
activacion de los receptores de la membrana celular (MPRs, por sus siglas en inglés),
y que a través de esta respuesta se pueden activar diversas vias de transduccion de
sefales mediante la estimulacién de calcio intracelular o la activacién de las proteinas
cinasas activadas por mitdgenos (MAPKSs, por sus siglas en inglés) ya que el mPRs
tiene tres sitios de unién para los dominios de homologia del SRC (SH), que incluyen
dos para el SH2 y uno para el SH3, los cuales son necesarios para la activacién de la

MAPK (Garg et al.,2017; Cabhill, 2007).

Por otro lado, PR también puede actuar a través de un mecanismo no clasico mediante
la activacion de cinasas, especificamente y de forma directa la tirosina cinasa c-Src.
Una region rica en prolina presente en NTD del PR (Figura 4) se une directamente con
el dominio SH3 de c-Src, lo que resulta en la activacién de c-Src que es dependiente
de la fosforilacion para la activacion de distintas vias de sefializacion, entre las que se
incluyen PI3K/Akt, que participa en procesos de supervivencia celular, asi como JAK-
1/-2/Stat3 y Ras/Raf/MEK/MAPK, las cuales son principalmente proliferativas y se ha
reportado que son activadas por PR-B (Truong et al., 2019; Garg et al., 2017; Grimm

et al., 2016; Hill et al., 2012; Ballaré et al., 2006; Boonyaratanakornkit et al., 2001).
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Progesteronay MAPK

Las MAPK son una familia de proteinas que se activan por factores de crecimiento o
estimulos ambientales, funcionan como enzimas que catalizan la transferencia de
grupos fosfato del ATP al grupo hidroxilo de residuos de tirosina/treonina o serina. La
fosforilacion de estas proteinas controla su actividad enzimatica, la interaccién con
otras proteinas, su localizacion y estabilidad (Bigeard y Hirt, 2018). Las MAPK juegan
un papel clave en la transduccion intracelular, lo que regula distintos procesos
celulares en diferentes tejidos, entre los que se encuentran la proliferacion,
diferenciacion, apoptosis y respuesta a estrés (Guo et al., 2020; Gaestel, 2015; Low y

Zhang, 2016).

Las sefales se transmiten a través de fosforilaciones secuenciales de proteinas
cinasas, conocidas también como cascadas de sefializacién. Dichas proteinas
activadas tienen una jerarquia dependiendo de su lugar en la cascada, lo cual a su vez
depende del tipo celular y el estimulo recibido. En la cascada se incluyen la MAPK-
cinasa-cinasa-cinasa, que se conocen como MAP4K; la MAPK-cinasa-cinasa, que se
conoce como MAP3K; la MAPK-cinasa, que se conoce como MAPKK; la MAPK y la
MAPK-proteina cinasa activada, que se conoce como MAPKAPK (Figura 5) ( Guo et

al., 2020; Gaestel, 2015).

Se han identificado cuatro cascadas basadas en las proteinas que la componen: 1)

ERK1/2, 2) c-Jun N-terminal kinase (JNK), 3) p38 MAPK y 4) ERKS5 (Guo et al., 2020)

La via de ERK1/2, que se describe como Ras/Raf/MAPK /MEK/ERK, es la cascada de
sefalizacion mas importante entre todas las vias de transduccion de las MAPK. Su

desregulacion se asocia a la supervivencia, proliferacion, angiogénesis, metastasis y
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desarrollo de células tumorales en ovario, colon, pulmén y mama. En esta via la
proteina Ras actia como una proteina activadora MAP4K, la proteina Raf actia como
MAP3K, MEK actua como MAPKK, y ERK como MAPK (Figura 5) ( Guo et al., 2020;

Gaestel, 2015).

ERK, un tipo de proteina cinasa de serina/treonina, es una proteina de transduccion
de sefiales que generalmente se localiza en el citoplasma. Tras su activacion, se
transloca al nacleo y regula la actividad de distintos factores de transcripcion, entre los
gue se encuentra c-FOS, EIk-1, Etsl y SP-1, lo que a su vez regula la expresiéon de
diversos genes (Figura 5). La familia de proteinas ERK esta formada por ERK 1, 2, 3,
5y 6, siendo ERK1 Y ERK2 los miembros mas estudiados de la via MAPK/ERK (Guo

et al., 2020).
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Figura 5. La via Ras/Raf/MAPK (MEK)/ERK,. Es la cascada de sefializaciébn mas importante entre todas

las vias de transduccion de las MAPK. Modificado de Guo et al., 2020.

La activacion de MAPK contribuye al efecto proliferativo en células de CM, se ha
reportado que en esta patologia hay una sobreexpresion de ERK1/2, lo cual es
asociado con un peor pronostico de la enfermedad (Sathyamoorthy y Lange, 2020;
Jiang et al., 2020; Grimm et al., 2016; Davis et al., 2014) . Ademas, algunas de las
estrategias terapéuticas mas recientes se centran en estas desregulaciones (Vladislav
Korobeynikov, 2019), sin embargo, el papel de la P4 en la activacion de las MAPKSs en

el CM no esta bien establecido.
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Se ha reportado, en modelos de CM in vitro, que la expresion de PR-B es sensible a
la fosforilacion de Ser294 en respuesta a la activacion de la via MAPK, ya que dicha
fosforilacion puede estar inducida por P4 o por el factor de crecimiento epidermal
(EGF), el cual activa la via de las MAPKs a través de su receptor tirosina cinasa
(Sathyamoorthy y Lange, 2020), lo que se relaciona con el reporte de altos niveles de
PR fosforilado en Ser294, de hasta en un 54 % de las muestras de CM de tipo luminal
(Knutson et al., 2017), y que la presencia de PR fosforilado en Ser294 contribuye a la
expresion de genes asociados a la resistencia a terapia endocrina (A. R. Daniel et al.,

2015).

Se ha demostrado, mediante ensayos in vitro con células MCF10 y MCF12, que
cuando los mPRs son activados mediante un ligado, estos son capaces de activar la
via de las MAPKs, especificamente ERK1/2 (Salazar et al., 2016). La activacién de las
MAPK podria contribuir al desarrollo de la carcinogénesis. También se reporto,
mediante un ensayo in vitro con células T47D de CM, que la activacion de la cinasa
ERK1/2 a través del PR, activado con R5020, juega un papel importante en la
activacion de genes relacionados con la proliferacion de las células tumorales (Ballaré

et al., 2006).

La P4, a través de PR, puede activar la via de sefalizacion de MAPK, como se
menciond anteriormente, mediante la interaccion de su regidn rica en prolina que se
encuentra en NTD (Figura 4), con el dominio SH3 de la cinasa c-Src, la cual es un
proteina que puede mediar la activacion de las MAPK a través de la via Src/Ras-

Raf/MEK-1/MAPK (Figura 6) ( Truong et al., 2019; Garg et al., 2017; Leonhardt et al.,
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2003). La interaccion del PR con la cinasa c-Src fue definida desde 1998 (Migliaccio

et al., 1998).

Citoplasma

Figura 6. Activacion de las MAPKs a través del PR. Se indica a la progesterona (PG), el receptor a
progesterona (PR) y factores de transcripcion (TF). Se propone que PR activa a las MAPKs a través del

dominio SH3 de la proteina Src. Modificado de Leonhardt et al., 2003.

Aunque existen multiples reportes que sefialan la participaciéon de las MAPKs en el
CM, la mayoria de ellos se centran en ERK1/2 y s6lo pocos estudios han abordado
especificamente la participaciéon de ERK5, otra MAPK implicada en el desarrollo y

progresion de diferentes tipos de cancer.
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Cinasa ERK5

La proteina cinasa ERKS5, también llamada Big Map Kinase 1, es miembro de las
MAPKSs, esta formada por 816 aminoacidos, con un peso de 102 kDa, esta codificada
en el gen llamado MAPK7, y se caracteriza por ser mas grande que las otras cinasas
puesto que tiene un carboxilo terminal con diferente estructura y funcién. Se ha
reportado que ERKS5 es activada por diversos factores, entre ellos: el estrés, el factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor de crecimiento epidérmico (EGF),
el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF-2), el factor de crecimiento derivado de
las plaquetas (PDGF), el factor neurotréfico (BDNF), el factor de crecimiento nervioso
(NGF) y ciertas citoquinas inflamatorias, como la interleucina 6 (IL-6) (Gomez et al.,

2016; Nithianandarajah-Jones et al., 2012).

Los mecanismos de activacion para ERK5 no han sido completamente dilucidados; la
activacion tipicamente sigue la siguiente via: MEKK2/MEKK3 - MEK5 - ERKS5 (figura
7) (Stecca y Rovida, 2019; Nithianandarajah-Jones et al., 2012; Coulombe y Meloche,

2007) .
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Figura 7. Via de sefalizacién para la activacién de ERK5, asi como sus efectores. Modificado de Stecca

y Rovida, 2019.

El dominio catalitico de ERK5 esta conservado en su mayoria y se ubica en el extremo
amino terminal en los aminoacidos 1-406, éste tiene una region que contribuye a su
localizacion citoplasmatica en los aminoacidos 1-77, seguida por un dominio de cinasa
en los aminoacidos 78-406, que es esencial para la interaccion con la MEK5 que se
da en los aminoacidos 78-139 y para la oligomerizacion en los aminoacidos 140-406.
Este dominio comparte una secuencia del 66 % de identidad con el dominio de cinasas
de ERK2. En el otro extremo esta el carboxilo terminal, en donde se encuentra el
dominio de sefalizacion para la localizacion nuclear (NLS) en los aminoacidos 505-

539, que es importante para la localizacidon nuclear de ERK5 y su actividad
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transcripcional. Se encuentran también dos regiones ricas en prolina denominadas
PR1 en los aminoacidos 434-465 y PR2 en los aminoacidos 578-701, que son sitios
de union para la proteina c-Src, hay también un dominio de activacion transcripcional
en los aminoacidos 664-789 que puede someterse a autofosforilacion, lo que le permite
regular directamente la transcripcion de los genes o autoinhibirse, una capacidad Unica

de ERKS5 (figura 8) (Gomez et al., 2016; Nithianandarajah-Jones et al., 2012; G. Zhou

et al., 1995).
aa. a.a. 816
Sitios de fosforilacion
| por MEKS (a.a. 218/220 I
Uni6n a MEKS Dominio de activacién
(a.a. 78-139) Dominio CD Senal de localizacién transcripcional (a.a
(a.a 350-358) nuclear (a.a 505-539) 505-539)

L

| L]

Localizacién Oligomerizacion (a.a. 140-406) MEF2-dominio de
citoplasmatica (a.a. 1-77) interaccion (a.a 440-501)

Figura 8. Estructura de ERKS5 y sus dominios funcionales. De izquierda a derecha se muestra el amino
terminal (NH2) que contiene la region de localizacion citoplasmatica, el dominio cinasa en donde se
indica la regién que interactia con MEKS5, se indican dos regiones ricas en prolina (PR1 y PR2), region
de sefializacién para la localizacion nuclear (NLS) y el dominio de activacién transcripcional. Modificado

de Nithianandarajah-Jones et al., 2012.
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ERKS puede plegarse para facilitar la interaccion entre los dominios amino y carboxilo
terminal, ésta interaccion modifica la sefial del NLS, secuestrando a ERK5 en el
citoplasma; después, mediante una doble fosforilacion de Thr218 y Tyr220 por MEKS5,
ERKS5 sufre un cambio conformacional y puede translocarse al ndcleo (Figura 9)

(Gomez et al., 2016; Nithianandarajah-Jones et al., 2012).
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NH2

7 Localizacién nuclear \

Figura 9. La localizacion de ERK5S es dependiente de su conformacion. La fosforilacion de ERK5 por
MEKS5 resulta en un cambio conformacional que interrumpe la sefial de exportacién nuclear (NES) y

facilita su translocacion al nicleo. Modificado de Nithianandarajah-Jones et al., 2012.
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ERKS5 tiene la capacidad de regular directamente la transcripcion de genes, una
capacidad uUnica entre las distintas cinasas (Gomez et al., 2016; Nithianandarajah-
Jones et al., 2012; G. Zhou et al., 1995). ERK5 se expresa en la mayoria de las células
de los tejidos de mamiferos y se localiza tanto en el citoplasma como en el nucleo
(Buschbeck y Ullrich, 2005). Entre los blancos de ERK5 se encuentran MEF2D, c-jun,
c-fos, c-Myc, BCL-2, CD44 y CCD1, los cuales intervienen de forma directa en diversos
procesos celulares, como proliferacion, migracion, supervivencia, diferenciacion
celular y angiogénesis (Figura 10) (Chen et al.,, 2018; Gomez et al., 2016;

Nithianandarajah-Jones et al., 2012; Stecca y Rovida, 2019).

Se ha demostrado, mediante varios estudios in vitro, que ERK5 es una molécula de
sefalizacion clave involucrada en el desarrollo de la carcinogénesis y tumorogénesis,
principalmente mediante la regulacion de la proliferacién celular (Figura 10), por lo que
es considerado un posible blanco terapéutico en distintos tipos de cancer (Steccay

Rovida, 2019).
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Figura 10. ERK5 y su relacion con los principales marcadores para el desarrollo de la carcinogénesis.
Modificado de Steccay Rovida, 2019.

ERK5 se encuentra sobreexpresado en algunos casos de leucemia, cancer de
prostata, linfoma y meduloblastoma. Especificamente en el CM, ERK5 se
sobreexpresa entre un 20 % y hasta un 75 % de los tumores mamarios (Antoon et al.,
2013; Weldon et al., 2002), ademas se ha reportado que MEK5 también se

sobreexpresa hasta en un 50 % de los tumores de CM (Hsieh et al., 2005).

La sobreexpresion de MEKS5/ERK5 estd asociada a metastasis, resistencia a
quimioterapia, a un peor prondéstico y pobre supervivencia ( Miranda et al., 2015;

Antoon et al., 2013; Montero et al., 2009; Weldon et al., 2002).
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En ensayos in vitro se demostré que ERK5 se encuentra sobreexpresado en lineas
celulares derivadas de carcinomas mamarios (Montero et al., 2009), induce la
proliferacion en células BT474 de CM (Nithianandarajah-Jones et al., 2012) y que la
inhibicion de ERK5 suprime la proliferacion, motilidad e invasion de células de CM ( L.
L. Zhou et al., 2017; Liu et al., 2003), especificamente en células MCF-7. La inhibicion
de ERKS5 disminuye la proliferacion celular mediada por E2 (Antoon et al., 2013). En
células MDA-MB-231 la inhibicion de la via MEK5—-ERK5-NF-kB induce apoptosis (Li
et al.,, 2008), y en esa misma linea celular, la activacion de ERK5 promueve la

expresion de c-Myc (Finegan et al., 2015).

Por altimo, se demostré que la sefializaciéon de MEK5/ERKS5 es critica para la transicion

epitelio mesénquima y para metastasis en el CM (Pavan et al., 2018; Zhai et al., 2016).

ERKS5 es importante en la sefializacion celular del CM, sin embargo, los estimulos que
activan esta proteina no han sido explorados en su totalidad, y debido a que diferentes
cinasas han sido descritas en la via de sefializacion mediada por P4, es importante

explorar si ERK5 forma parte de la via de sefalizacion mediada por el eje P4/PR.
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2. Justificacion

Existen componentes de la via de sefializacion de progesterona en CM sin identificar
y su caracterizacion permitird entender la compleja red de sefalizacién mediada por

esta hormona.

La elucidacién de cada uno de dichos componentes contribuye a esclarecer los efectos
de la progesterona, ademas de que permitira establecer posibles estrategias
terapéuticas en los modelos de cancer. El modelo in vitro de células T47D de CM
representa un modelo interesante de estudio, ya que sobreexpresa al PR y al ER,

fenotipo que expresan la mayoria de los tumores de CM.
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3. Hipotesis

La cinasa ERK5 es un componente de la activacion de la via de sefializacion del PR

en células T47D de cancer de mama.
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4. Objetivo general

Establecer la participacion de la via de ERK5 en la sefializacion del PR y en la
regulacion de la expresion de genes implicados en la proliferacion de células T47D

tratadas con progesterona.

4.1 Objetivos particulares

Estudiar el efecto de P4 sobre la activacion de ERK5
Estudiar el efecto de P4 sobre la localizacion de ERK5

Establecer la participacién de ERK5 en el mecanismo de la proliferacion celular.
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5. Método

5.1 Cultivo celular

La linea celular T47D de carcinoma ductal de mama fue obtenida de la American Type
Culture Collection (ATCC). La linea T47D fue cultivada en medio RPMI (Gibco®),
suplementado con 10% suero bovino fetal (SBF) (Gibco®). Esta se incubd en

condiciones normales: a 37 °C, con una atmdsfera de 5 % de CO2y 95 % de humedad.

La linea T47D deriva de un tumor de carcinoma ductal de mama de una mujer de 54

afnos. Estas células expresan receptores para distintos esteroides, entre ellos PRy ER.
5.2 Tratamientos

Para los tratamientos se utilizaron P4 (BioBioReagent®) vy BIX02189
(TocrisBioscience®), que es un inhibidor especifico de MEK5. P4 se utiliz6 en una

solucién de etanol y BIX02189 en una solucion de DMSO.

En todos los casos se verificd que la concentracion final de etanol y de DMSO no

modificara la viabilidad ni la proliferacion celular.

Para evaluar el efecto de la P4, 48 h previas al tratamiento, se mantuvo un ambiente
libre de hormonas, para lo cual se utilizO medio RPMI sin rojo de fenol, suplementado
con 10 % de SFB libre de hormonas. 17 h antes del tratamiento y durante el tratamiento
se utiliz6 medio RPMI sin rojo de fenol y sin SFB. El inhibidor de MEKS5 se afiadi6 al

medio de cultivo 2 h antes del tratamiento con P4.
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Para los ensayos de Western Blot y de inmunofluorescencia se cultivaron células T47D
en cajas Petri de 6cm. Se cultivaron 800000 células por caja con medio RPMI
suplementado con 10% de SFB en condiciones normales y posteriormente se

realizaron los tratamientos correspondientes.

Para los ensayos de MTT y BrdU, se cultivaron células T47D en placas de 96 pozos.
Por cada pozo se cultivaron 7 000 células con medio RPMI suplementado con 10 % de
SFB en condiciones normales y posteriormente se realizaron los tratamientos

correspondientes.

Se realizaron tres experimentos independientes por cada tratamiento.

5.3 Extraccion de proteinas y Western Blot

Para establecer la concentracion de P4 a utilizar durante los experimentos, previo a la
extraccion de proteinas, las células fueron tratadas con distintas concentraciones de

P4: 10, 20, 30, 40, 50 y 100 nM.

Para evaluar la activacion de ERK5 mediado por P4, se formaron cuatro grupos: 1)
grupo control, 2) grupo con P4, 3) grupo con P4 a una concentraciéon de 10 nM + el
inhibidor BIX02189 a una concentracion de 10 uM y 4) grupo con el inhibidor BIX02189

a una concentracion de 10 pM.

Para la extraccién de proteinas, las células que previamente fueron tratadas se

homogeneizaron en buffer de lisis (Tris 25 mM, SDS 10 %, EDTA, 1 uM, EGTA 1 uM,
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inhibidores de proteasas y fosfatasas (Roche®)), y se centrifugaron por 20 min a

15000 rpm. Las proteinas se cuantificaron por el método de Lowry (Lowry et al., 1951).

Después, se separaron 40 ug de proteinas en un gel de poliacrilamida al 10 % a 90 V
por 2 h. La transferencia se llevé a cabo en una membrana de nitrocelulosa utilizando
una camara humeda a 100V por 90 min. Posteriormente, la membrana se bloqued
durante toda la noche a 4 °C con una solucion de albumina al 5% y Tween al 0.1 % en

TBS.

Se incubd durante 2h a temperatura ambiente con los anticuerpos primarios para
detectar al PR (Santa Cruz®), pPR (Cell signaling®), B-actina (Cell signaling®), -
tubulina (Santa Cruz®) y pERKS5 (Cell signaling®). Posteriormente, la membrana se
incubé durante 2h mas a temperatura ambiente y en ausencia de luz con los
anticuerpos secundarios anti-conejo (Li-Cor®) y anti-raton (Li-Cor®) acoplados a

Alexafluor 480; al final, se revel6 con un fotodocumentador /Li-Cor®).

5.4 Ensayo de viabilidad con MTT

Para verificar la viabilidad celular tras la adicién de BIX02189 se realizaron ensayos

de MTT.

La prueba de MTT es un ensayo colorimétrico cuantitativo que es utilizado para medir

la supervivencia y proliferacion de las células (Mosmann, 1983).
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Consiste en la reduccion metabdlica de MTT (bromuro de 3-(4,5--dimetiltiazol--2--ilo)-
2,5-difeniltetrazol) a formazan. La cantidad de formazan es directamente proporcional

al niumero de células y, por la tanto, al indice de viabilidad.

Los resultados se leyeron en un espectrofotometro de escaneo de multiples pozos, las

principales ventajas del ensayo colorimétrico son su rapidez y precision.

El ensayo de MTT se realizé 24 h después del tratamiento con 2.5, 5, 7.5y 10 uM de
BIX02189, afiadiendo 20 yl de MTT disuelto en DMSO a cada pozo, y se incubd

durante 90 minutos a 37 °C.

Los cristales formados se disolvieron con DMSO y se midi6é la absorbancia de
formazan en un espectrofotometro para microplacas Epoch (Bio Tek®) a una longitud

de onda de 540 nm.

5.5 Ensayo de inmunofluorescencia

Para evaluar la localizacion de ERK5 mediada por P4 se realizaron ensayos de

inmunofluorescencia.

Las células se cultivaron en cajas de 6cm donde previamente se colocaron

cubreobjetos circulares de 18 mm. Se cultivaron 80 000 células por caja.

Se formaron cuatro grupos: 1) grupo control, 2) grupo con P4, 3) grupo con P4 a una
concentracion de 10 nM + el inhibidor BIX02189 a una concentracién de 10 uM y 4)

grupo con el inhibidor BIX02189 a una concentracion de 10 uM.
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Tras el tratamiento, las cajas fueron colocadas en una cama de hielo y se retiro el

medio.

Para fijar y permeabilizar las células, a cada caja se le afiadieron 2mL de
paraformaldehido al 4 %, posteriormente se afladieron 1.5 mL de una solucién 1:1 de

tritbn y SDS.

Las células fueron blogueadas con una solucion de BSA al 3% por una hora a
temperatura ambiente. Las células se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente
con el anticuerpo primario pERK5S (Cell signaling ®) a una concentracion de 1:500,
después se incubaron durante 1 h en oscuridad con el anticuerpo secundario anti-
conejo acoplado a Alexa Fluor 546 (Life Technologies®) a una concentracion de 1:500.

Se incubd con DAPI 1:10 000 durante 10 minutos.

Cada cubreobjetos se mont6 sobre un portaobjetos con 30 pL de medio para montaje
fluorescen (Dako) y las preparaciones fueron observadas al microscopio. Las

imagenes fueron procesadas en el software ImageJ (NIH®).

5.6 Ensayo de proliferacion con BrdU

Para medir la proliferacidon celular, se cultivaron 7 000 células por pozo en placas de

96 pozos.

Se realizaron ensayos de BdrU con el kit BrdU Cell Proliferation ELISA (Abcam®)
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Los tratamientos se realizaron durante 24 h, posteriormente se afadieron 20 ul por
pozo de BrdU para llegar a una concentracion final de 10 M de BdrU por pozo y se

reincubaron por 2 horas mas en condiciones normales de cultivo.
Transcurridas 2 h se removié el medio de cultivo y se realizaron lavados.

Tras los lavados, se agregaron 200 pl por pozo de la solucion fijadora y se incubaron
por 30 min a temperatura ambiente, posteriormente se retird la solucion fijadora y se

hicieron lavados.

Se afadieron 100 ul de la solucién anti-BrdU por pozo y las células se incubaron

durante 90 minutos a temperatura ambiente.
Se removio la solucién anti-BrdU y se hicieron lavados.

Se agregaron 100 pl de la solucion de sustrato por pozo y se incub6 a temperatura

ambiente durante 30 minutos.

Se midio la absorbancia de la solucién en un espectrofotometro para microplacas

Epoch (Bio Tek®) a una longitud de onda de 450 nm.

37



6. Resultados

6.1 Activacion de PR a diferentes concentraciones de P4

La linea celular T47D presenta las caracteristicas del CM del tipo luminal A, uno de los
mas frecuentes. Esta linea celular se caracteriza por sobreexpresar el PR (Yu et al.,
2017), lo cual permite que sea un modelo adecuado para estudiar los mecanismos

mediados por la P4 en el CM.

Para corroborar la presencia del PR en las células T47D y establecer la dosis de P4
que activa al PR en esta linea, se realizé una curva dosis-respuesta de P4 durante 15
min. En este estudio observamos que, con las concentraciones de 10, 20, 30 y 40 nM
se induce la fosforilacion del PR, con un maximo de fosforilacién a 10 nM (Figura 11),

esta concentracion fue empleada en los ensayos posteriores.
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Figura 11. PR total y el PR fosforilado (pPR). A. Se muestra el PR total después del tratamiento con

distintas concentraciones de P4 durante 15 minutos, ambas isoformas. B. Se muestra el PR fosforilado

después del tratamiento con distintas concentraciones de P4 durante 15 minutos. Se observa (indicado

con flechas) que el PR se fosforila con 10, 20, 30 y 40 nM de esta hormona.
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6.2 La activacion de ERK5 es mediada por P4

Para estudiar la participacion de la cinasa ERK5 en la red de sefializacion mediada por
P4 en células de CM, se decidid utilizar una concentracion de 10 nM de P4 para la
estimulacién del PR en células T47D durante 5, 10, 15 y 30 min. Posteriormente se

evalu¢ la fosforilacion de ERK5 (Figura 12).

Se observo un incremento en la fosforilacion de ERKS5 a partir de 5 min y hasta los 30
min, siendo a los 5 minutos en donde se muestra la mayor cantidad de ERK5

fosforilada.

Este resultado sugiere que la P4 induce la activacion de ERKS5 a través del PR; este
resultado se observa tras 5 minutos del estimulo con P4, por lo cual, se sugiere que el

PR estaria actuando mediante una via no clasica.
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Figura 12. Activacion de ERK5 mediada por P4. A. ERKS5 total después del tratamiento con P4 a una
concentracion de 10 nM durante 5, 10, 15 y 30 minutos B. pERKS después del tratamiento con P4 a una
concentracion de 10 nM durante 5, 10, 15 y 30 min. C. Andlisis densitométrico para ERKS5 fosforilado.
Se observa que la fosforilacion es mayor después de 5 min del tratamiento con P4 (Se indica con una
flecha). Los datos se normalizaron con respecto a ERKS total, son el promedio y DS, fueron analizados

con Anova de una via, seguido de una prueba Dunns post hoc p < 0.05, n=3*
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6.3 La activacion de ERK5 mediada por P4 es bloqueada por el

inhibidor de MEK5

Debido a la participacion de ERK5 en el desarrollo de la carcinogénesis, se han
desarrollado inhibidores para el eje MEKS5/ERKS5, siendo las indolinonas-6-
carboxamidas BIX02188 y BIX02189 (Boehringer Ingelheim Pharmaceuticals), los
primeros inhibidores selectivos del sitio ATP de MEKS5, éstos inhiben la funcion
catalitica de MEKS5. Especificamente el BIX02189 muestra una supresion mas potente

de la activacion de ERK5 (Tatake et al., 2008).

Para comprobar la funciéon biolégica de ERK5 mediada por P4 en la linea celular T47D,
se utiliz6 BIX02189. En la literatura se ha reportado el uso de BIX02189 a una

concentraciéon del0 uM (Lochhead et al., 2016).

Los resultados muestran que tras la adicion de BIX02189 a una concentracion de

10 uM disminuye la fosforilacion de ERK5 aun con el estimulo de la P4, esto

comparado con el grupo tratado Unicamente con P4 (Figura 13).
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Figura 13. A. pERKS5 en células control, en células después del tratamiento con P4 10 nM durante 5 min
(P4), en células después del tratamiento con P4 (se indica con flecha) y el inhibidor de MEKS5 (P+l) (se
indica con flecha), y en células tratadas Unicamente con el inhibidor de MEK5 (). B. Andlisis
densitométrico para ERKS5 fosforilado. Los datos son el promedio y DS, fueron analizados con una

prueba de Anova de una via. n=3 No se muestran diferencias con respecto al control.
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6.4 El inhibidor de MEK5 no modifica la viabilidad celular

Para asegurar que la viabilidad celular de T47D no se vio comprometida con el uso de
BIX02189 y que los efectos observados por la accion de ERK5 no dependa de la
regulacion de la viabilidad, se realizaron ensayos de MTT, en donde las células se

trataron durante 24 h con distintas concentraciones del inhibidor (2.5, 5, 7.5y 10 uM).

Los resultados indican que la viabilidad celular de las células T47D no se ve afectada

con ninguna de las concentraciones (Figura 14).

150+

100+
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Porcentaje de viabilidad

Concentracion de BIX02198

Figura 14. Porcentaje de viabilidad de células T47D a distintas concentraciones de BIX02189. En
ningun grupo se observa diferencias significativas. Los datos son el promedio y DS, fueron analizados

con Anova de una via, n=3.
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6.5 La localizacion de pERK5 es mediada por P4

La fosforilacion de ERK5 por MEKS resulta en un cambio conformacional, lo que facilita
la translocacion de ERKS5 al nucleo, esto le da la capacidad de regular directamente la
transcripcion de genes, una capacidad unica de ERK5 comparado con otras cinasas

(Gomez et al., 2016; Nithianandarajah-Jones et al., 2012; G. Zhou et al., 1995).

Para observar el efecto de la P4 sobre ERK5 en células de CM, se realiz6 un ensayo

de inmunofluorescencia.

Se formaron cuatro grupos: 1) grupo control (control), 2) grupo con P4 (P4), 3) un grupo

con P4 + BIX02189 (P4+l) y 4) un grupo con BIX02189 (I).

De acuerdo con los resultados del ensayo, se sugiere que en el grupo control, pERK5
se localiza en el citoplasma. Tras la adicién de P4, pERKS5 se transloca al nucleo, en
donde puede regular la transcripcion de genes. En el grupo P4+l se observa que
PERKS5 se localiza en el citoplasma, confirmando que la localizacion y, por lo tanto, la
activacion de ERK5 podria estar mediada por P4. En el altimo grupo (1), tras la adicién

de BIX02189, ERKS5 se localiza en el citoplasma.
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Figura 15. Localizacion de pERKS5. Se observa la marca para pERKS5 en rojo, y DAPI, que marca el
ndcleo en azul. Para el grupo control, se observa que la marca para pERKS5 se localiza en el citoplasma
(se indica con flecha). Para el grupo P4, se observa que la marca para pERK5 se localiza en el
citoplasmay en el nicleo (se indica con flecha), lo que indica la translocacion nuclear de pERKS tras un
estimulo de 5 min con P4, la cual se revierte tras la adicion de 10 uM de BIX 02189, como se observa
en el grupo P4 + | (se indica con flecha). En el grupo | la marca para pERKS5 se localiza en el citoplasma

(se indica con flecha), lo cual sugiere que la localizacion de pERK5 es mediada por P4.
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6.6 La proliferacion de células de cancer de mama a través de ERK5
es mediada por P4

Se ha reportado que ERKS5 contribuye a la proliferacion celular en CM, las vias por las
cuales ERKS5 ejerce sus funciones no han sido completamente estudiadas. Por otro
lado, el efecto que la P4 tiene sobre células de CM no ha sido del todo esclarecido,
por lo que para comprobar la funcion biolégica de ERK5 mediada por P4 en la linea

celular T47D se midi6 la proliferacion celular mediante ensayos de BdrU.
Se utilizaron los mismos cuatro grupos que se describieron anteriormente: 1) Control,

2)P4,3) P4+ 1y 4)l.

Se observa que el grupo tratado con P4 muestra un porcentaje de proliferacion
significativamente mayor que el grupo control y que el grupo P4 + I. Por lo tanto, la P4
favorece la proliferacion en células T47D, este efecto se inhibe en presencia de

BI1X02189, sugiriendo que ERK5 es importante para este efecto.
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Figura 16. Porcentaje de proliferacion de células T47D en cuatro grupos. Los tratamientos se llevaron
a cabo por 24 h y se considera al grupo control con el 100 % de proliferaciéon. Se observé que en el
grupo P4 se incrementa significativamente la proliferacién celular comparado con el grupo control y el
grupo P4+, lo que nos indica que la proliferacién de las células T47D es resultado de la estimulacién
con P4y que ésta es a través de ERKS5. Los datos son el promedio y DS, fueron analizados con Anova

de una via, seguido de una prueba Dunns post hoc p < 0.05, n=3*
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6.7 ERK5 favorece la expresion de ciclina D1 en células de cancer
de mama

La cascada de sefalizacion MEK5/ERKS5 juega un papel importante en la proliferacion
celular a través de la induccion del ciclo celular mediante la regulacién de la ciclina D1

(Hoang et al., 2017; Gomez et al., 2016).

Ciclina D1 también participa en la activacion de ERK5 al favorecer, mediante las CDKs,

la fosforilacion del carboxilo terminal (Hoang et al., 2017).

Se formaron los mismos cuatro grupos: 1) Control, 2) P4, 3) P4 + | y 4) I. Los

tratamientos se administraron durante 6 h.

Se observa que en el grupo control y el grupo P4, hay una marca positiva para la
presencia de ciclina D1 comparado con los grupos P4 + | e I, en donde la cantidad de

ciclina D1 se ve disminuida (Figura 17).

Esto nos indica que la expresion de ciclina D1 es dependiente de la actividad de ERK5
y que éste puede ser uno de los mecanismos por los cuales la P4 contribuye a la

proliferacion celular en el CM.
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Figura 17. A. Expresion de ERKS total y ciclina D1 después del tratamiento con P4 10 nM durante 6 h
B. Analisis densitométrico para ciclina D1. Se observa que la marca para ciclina D1 aumenta en el grupo
P4 (se indica con flecha) y disminuye en los tratamientos donde se agrego el inhibidor para MEKS5 (se
indica con flecha). Los datos son el promedio y DS, fueron analizados con Anova de una via, seguido

de una prueba Dunns post hoc p< 0.05, n=3*
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Discusion

Aunque el papel de la P4 en el desarrollo del CM ha sido ampliamente estudiado, uno
de los mecanismos por el cual la P4 puede favorecer la carcinogénesis es mediante la
activacion de las MAPKs, lo cual no ha sido completamente elucidado. Se ha
demostrado que ERK1/2 pueden ser activadas por la P4 a través de PR (Salazar et
al., 2016; Ballaré et al., 2006), esto mediante la interaccion de una region rica en
prolina con el dominio SH3 de la cinasa c-Src ( Truong et al., 2019; Garg et al., 2017,

Leonhardt et al., 2003). Estos hallazgos abren un campo de investigacion sobre

efectos de progesterona en canceres hormonorregulados.

Aunque existen una gran cantidad de reportes que sefialan la participacion de las
MAPKs en la carcinogénesis de multiples tejidos, pocos estudios han abordado
especificamente la participacion de ERK5. En la actualidad existe so6lo un estudio que
relaciona al PR con la activacion de ERKS5, el cual no esta relacionado con el CM, en
dicho estudio se reporta que la P4 aumenta la liberacion de factor neurotrofico derivado

del cerebro de la glia a través de la sefializacion ERK5 (Su et al., 2012).

El presente trabajo provee evidencia del papel que juega la P4 en la activacion de
ERKS5 en células de CM, éste podria ser un mecanismo a través del cual se favorece
el desarrollo de esta patologia, ya que reportes previos han demostrado que la
activacion de ERKS5 es capaz de promover la proliferacion, migracion y supervivencia
de células cancerigenas en distintos tejido incluyendo; el CM (Stecca y Rovida, 2019;

Chen et al., 2018; Gomez et al., 2016; Nithianandarajah-Jones et al., 2012).
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Para este trabajo se utilizaron las células T47D, las cuales son un excelente modelo
para explorar la accion del PR, ya que éste receptor esta sobreexpresado en dicha
linea celular, ademas de provenir de un fenotipo celular en el CM de tipo luminal A,

uno de los mas frecuentes (Yu et al., 2017).

La dosis de hormonas esteroideas en los tratamientos es muy importante y debe
tomarse en cuenta, por lo que para este trabajo se realiz6 una curva dosis-respuesta
de P4 durante 15 min con la que corroboramos que la concentracion a la cual el PR,
en las células T47D, se activa es 10 nM (Figura 11). Esta concentracién puede ser
especifica para la linea celular T47D, ya que las concentraciones de P4 en condiciones
fisiol6gicas varian segun la edad y etapa del ciclo menstrual. También era necesario
estudiarla ya que una caracteristica de la hormona natural (P4) es que se metaboliza
rapidamente, por lo que los investigadores prefieren usar R5020, una progestina
sintética de larga duracion y que es muy especifica para el PR. Sin embargo, para este
trabajo se utilizé la P4 natural con el fin de observar los resultados de una forma mas
cercana a lo que ocurriria en condiciones fisiolégicas tras la union a sus receptores y
sus interacciones. La concentracién que se establecié para los tratamientos fue de
10 nM. En la figura 11 se muestra una curva representativa de los andlisis de dosis-

respuesta.

Para conocer si ERK5 podia activarse como resultado de la accion de la P4, se realiz
una curva a diferentes tiempos con una concentracion de 10 nM de P4 (Figura 12), en
donde observamos que la fosforilacion de ERK5 fue mayor en los primeros 5 minutos
después del tratamiento con P4. Esto demostré que la cinasa ERK5 puede activarse

como resultado de la accién de la P4 en la linea celular T47D. La respuesta rapida
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observada después de la administracion de la P4 indica que el efecto mediado por esta
hormona no es por una via transcripcional, es decir, el mecanismo por el cual ERK5
puede ser activada, como parte de la sefializacion mediada por la P4, se explica por
la accidon no clasica de esta hormona, ya que la activacion de la cinasa ERK5 se
observé tan solo 5 min después de administrar el tratamiento con P4 y una de las
caracteristicas de la via no clasica de la P4 es que se puede completar en minutos,
por lo que es rapida comparada con la via clasica, pues es independiente de la
regulacion gendmica. De esta manera es capaz de inducir una respuesta celular
mediando una gran cantidad de procesos que contribuyen de forma directa en el
desarrollo del cancer (Garg et al., 2017). En la via no clasica, la activaciéon de vias de

sefalizacion juega un papel muy importante para los efectos rapidos que se observan.

La activacion de la cinasa ERK5, que se observé en este trabajo se puede explicar
debido a la existencia de una compleja red de proteinas que son capaces de

interactuar con el PR.

Se ha reportado que un mecanismo a través del cual hormonas esteroideas, como la
P4y el E2, activan vias de sefializacion es mediante la interaccion con dominios de la
proteina c-Src, y que esta interaccion estimula la activacion de RAS, lo que a su vez

puede promover la activacion de las MAPKs (Ballaré et al., 2003).

Por un lado se ha reportado que el PR, una vez que se une con su ligando, es capaz
de interactuar con ERa (Mohammed et al., 2015; Ballaré et al., 2003), el cual a su vez
interactda con el dominio SH3 de la cinasa c-Src, (Hernandez-Hernandez et al., 2010;
Ballaré et al., 2003;) y, por otro lado, el PR tiene un dominio rico en prolina (Figura 18),

el cual permite que el PR interactie de manera directa con el dominio SH3 de la cinasa
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c-Src (Boonyaratanakornkit et al., 2001). EI dominio SH3 forma parte de una
interaccion intramolecular que es capaz de mantener a la proteina cinasa inactiva. Sin
embargo, si hay una interaccion intermolecular a través del dominio SH3 se promueve

un aumento de la actividad catalitica de la cinasa (Jean Y.J. et al. 2003).

Dominio de PR
1 165 552 933
777777 3ST : :
N- B A Dominio N '/IW hli: LBD : -C
AF-1 AF-2
(421) PPPPLPPR (428)

Figura 18. Representacién esquematica del receptor a progesterona. Se indica la posicion de la region
rica en prolina, la cual abarca desde el aminoacido 421 hasta el aminoacido 428, esta regién es capaz
de interactuar con la cinasa c-Src. Se muestra el dominio de unién al ligando (LBD), una regién bisagra
(h), el dominio de union al ADN (DBD), el dominio del amino terminal (B) y los dominios de activacion
transcripcional (AF1-AF2Y AF3) Modificado de Boonyaratanakornkit et al., 2001

Los activadores rio arriba de MEK5/ERK5 son las MAPKKKs, MEKK2 y MEKK3, los
cuales a su vez pueden activarse por RAS y c-Src (Figura 7) (Stecca y Rovida, 2019).
Se ha demostrado que tras la activacion de MEKK2, éste se dimeriza con una proteina
de andamiaje llamada Lad, lo que permite que se forme el complejo MEKK2-Lad, el
cual es necesario para la activacién dependiente de c-Src de ERK5. La unica MAPKK
gue puede activar directamente a ERK5 es MEKS5, la cual es activada por MEKK2 o
MEKKS3 al ser fosforilada en Ser311/Thr315. Cuando MEK5 es fosforilada, puede

activar a ERKS5 fosforilando los residuos Thr218/Tyr220 del motivo T-E-Y presente
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dentro del bucle de activacion del dominio de cinasa de ERK5 (Stecca y Rovida, 2019;

Nithianandarajah-Jones et al., 2012).

Hay una gran cantidad de evidencias que sugiere que la activacion de ERK5 es
dependiente de la cinasa c-Src ( Stecca y Rovida, 2019; Schramp et al., 2008; Barros
y Marshall, 2005; Scapoli et al., 2004; Suzaki et al., 2002; Abe et al., 1997). Por lo
tanto, la interaccion del ERa con el dominio SH3 de c-Src, mediando por PR, y la
interaccién del dominio rico en prolina del PR con el dominio SH3 de la cinasa c-Src
podria promover la activacion de esta proteina y de la proteina RAS, lo que a su vez

promueve la activacion de ERKS5.

Por otro lado, encontramos que en células T47D la localizacion celular de pERK5S
también es dependiente de la activacion del PR. Mediante un ensayo de
inmunofluorescencia se observo que, en el grupo control, la localizacion de ERKS5 es
principalmente citoplasmatica vy, tras la adicion de P4 durante 5 min, la cinasa ERK5
se transloca al nucleo, en donde puede regular la transcripcion de genes (Figura 15).
Esto es consistente con nuestros resultados; la cinasa ERK5 puede activarse como
resultado de la accién de la P4 en la linea celular T47D. Se ha demostrado que cuando
ERKS5 no estd activa, se localiza en el citoplasma y se transloca al nucleo cuando
coexiste con una forma activa de MEKS. Por lo tanto, la localizacion nuclear de ERK5
es dependiente de su activacion, la cual se da tras su fosforilacion por MEK5 (Kondoh

et al., 2006; Yan et al., 2001; Kato et al., 1997;).

La localizacion nuclear de ERKS se debe a que en el dominio carboxilo terminal de
ERKS hay un dominio proteico con una sefal de localizacion nuclear (NLS) que abarca

desde el aminoéacido 505 hasta el 539 (Figura 8) (Nithianandarajah-Jones et al., 2012)
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Cuando ERKS5 no esta fosforilada se encuentra plegada, facilitando la interaccion entre
los dominios amino y carboxilo terminal, lo cual genera una sefal de exportacion
nuclear (NES), secuestrando asi a ERK5 en el citoplasma (Figura 9). Sin embargo,
tras la doble fosforilacion en Thr218/Tyr220 por MEK5, ERK5 sufre un cambio
conformacional que interrumpe la sefial de exportacion nuclear (NES) favoreciendo
que se exponga la sefial de localizacién nuclear (NLS) y como consecuencia se

transloca al nucleo (Figura 9) (Nithianandarajah-Jones et al., 2012).

La desfosforilacion de ERK5 favorece una conformacion plegada de la proteina
mostrando la sefial de exportacion nuclear (NES) y de esta manera reubicando a ERK5

en el citoplasma ( Nithianandarajah-Jones et al., 2012; Kondoh et al., 2006).

Para corroborar todo lo anterior, utilizamos BIX02189, un inhibidor de MEK5. En el
grupo que fue tratado con P4 + BIX02189, se observa que ERKS se localiza en el
citoplasma (Figura 15), sugiriendo que la localizacion, y por lo tanto la activacién de

ERKS5, estd mediada por la P4.

BIX02189 pertenece al grupo de las indolinonas-6-carboxamidas, el cual es un
inhibidor selectivo del sitio ATP de MEKS. Este inhibe la funcién catalitica del MEKS5,
lo cual impide que ERK5 sea fosforilado, inhibiendo su activacion, favoreciendo su
conformacion plegada y secuestrando a ERK5 en el citoplasma (Tatake et al., 2008).
En el dltimo grupo (I) donde solo se afiadi6 BIX02189, ERK5 se localiza en el
citoplasma (Figura 15). Este resultado se apoya con la disminucion en la marca de
fosforilacion de pERKS que se observa tras la adicion de BIX02189 (Figura 13), sin

embargo, en este Ultimo estudio se requiere la normalizacién con ERKS5 total.

56


https://paperpile.com/c/jxiFZ9/zW7X+C7d4U
https://paperpile.com/c/jxiFZ9/4qha

Por ultimo, este trabajo sugiere que la activacion del eje MEKS5/ERKS participa en la
proliferacion de células T47D de CM y que ésta estd mediada por la P4. Se realizaron
ensayos de proliferacion a 24 h mediante la técnica de BdrU y se demostrd que en el
tratamiento con P4 la proliferacién celular incrementa significativamente comparada
con el control y con el grupo tratado con P4 + BIX02189, sugiriendo que la proliferacion
en células T47D de CM observada en el tratamiento con P, es tras la activacion de
ERKS, pues su inhibicion, aun con el estimulo de la P4, implica el decremento de la

proliferacion.

Se ha demostrado que ERK5 es capaz de interactuar directamente con distintos
factores de transcripcién, incluyendo c-Myc, Sapla, c-Fos, Fra-1, y los miembros de la
familia MEF2, ademas de favorecer la expresion de diversas ciclinas, y como
consecuencia participa en distintos procesos celulares, entre ellos la supervivencia, la
migracion, la diferenciacion y la proliferacion celular, un proceso determinante en el
desarrollo de la carcinogénesis y por lo que ERK5 es considerado un posible blanco
terapéutico ( Stecca y Rovida, 2019; Chen et al., 2018; Gomez et al.,, 2016; ;

Nithianandarajah-Jones et al., 2012; Kondoh et al., 2006).

En este trabajo observamos que la activacion de ERK5 estimula la expresion de la
ciclina D1 (Figura 17). La ciclina D1 es una proteina clave en el CM, se ha visto que
es dependiente de la P4, mediada por el PR-B y que su desregulacion conduce a un
crecimiento proliferativo, esto ha sido demostrado en células T47D (Dressing et al.,

2014; Groshong et al., 1997).

La estimulacion de la expresion de la ciclina D1 que observamos en nuestros

resultados puede ser uno de los mecanismos por los cuales la P4, a través del receptor
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a PR y el eje MEK/ERKS5, regula el ciclo celular y estimula la proliferacion en células

T47D de CM.

Se corrobord, mediante ensayos de viabilidad celular con la técnica de MTT, que la
viabilidad y proliferacion de las células T47D no estuviera comprometida con el uso de
B1X02189 (Figura 14) lo cual resulta muy importante para asegurar que el efecto

observado en la proliferacion celular estd mediado por los ejes P4/PR y MEK5/ERKS5.

La P4 y el PR no son la uUnica combinacién de receptores y ligandos que
probablemente juegue un papel en el CM, se ha reportado que ER importante para el
desarrollo de la carcinogénesis del CM, que interactia con la proteina c-Src y
promueve la activacion de las MAPKs (Leonhardt et al., 2003). Sin embargo, nuestros
resultados brindan evidencia de que P4/PR es un eje importante para el desarrollo de
la carcinogénesis, ya que favorece la proliferacién celular. Ademés, debido a los
multiples mecanismos por los cuales esta hormona puede actuar, resulta de suma
importancia esclarecer las vias que contribuyen a esta patologia. En este trabajo
también se brinda la primera evidencia de la participacion de la cinasa ERK5 como
parte de la sefalizacion mediada por P4 en el desarrollo del CM, proponiendo que la
activacion del PR tras la union a su ligando natural (P4) favorece la activacion del eje
MEKS5/ERKS vy la translocaciéon nuclear de la cinasa, lo cual a su vez puede regular
distintos genes y proteinas, como la ciclina D1, y favorecer procesos bioldgicos

importantes en la carcinogénesis, como la proliferacion (Figura 19).
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Figura 19. Esquema de la red de sefializacién propuesta de ERK5 mediada por la P4. La P4 se une al
receptor nuclear que esta ubicado en el citoplasma, éste interactla con ER, el cual a su vez interactla
con la proteina c-Src, que es capaz de promover la activacion de ERK5. Una vez que P4 se une a PR,
éste interactla directamente con la proteina c-Src promoviendo la activacién de ERK5. Cuando ERK5
es activada, se transloca al ndcleo y regula la transcripcion de genes y proteinas, como la ciclina D1,

lo que favorece la proliferacion celular.

En conjunto, los resultados de este estudio sugieren que la activacion de la cinasa
ERK5 mediada por la P4 puede tener un papel importante en el mantenimiento de la
proliferacion de células de CM. Una mejor comprensién del papel de este eje en el CM
y otros tipos de cancer hormonorregulados abre nuevas perspectivas en el enfoque

terapéutico del CM, ya que ERKS5 podria ser un nuevo biomarcador molecular y blanco

terapéutico en patologias hormonodependientes.
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Conclusion

Los datos sugieren que ERK5 es un componente importante en la via de sefalizacién
mediada por P4 en células T47D de CM.

Lo datos sugieren que en células T47D de CM, la activacion de ERK5 es mediada por
P4 e induce su translocacion al nucleo, la cual fue inhibida por BIX02189 un inhibidor

especifico de MEKS5.

Los resultados en general contribuyen a la elucidacion de la participaciéon de ERK5
como parte de la via de sefializacion mediada por P4 en células T47D, las cuales
representan un modelo de estudio interesante, ya que este tipo celular deriva de uno
de los tipos mas comunes de CM. Ademas, podria ofrecer nuevas alternativas para el

diagnostico o prondstico para el CM, asi como opciones terapéuticas.
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Perspectivas

Este proyecto abre una novedosa via de sefalizacion regulada por la P4 en el CM, y
para continuar explorandola se contempla el uso de herramientas moleculares masivas
de nueva generacién para la identificacién de los genes y proteinas blanco de ERK5
una vez que esté activada, asi como el empleo de ensayos bioldgicos para confirmar
la importancia de esta cinasa en el fenotipo de células tumorales de mama a través de

distintas lineas celulares.
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