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Resumen

El céncer, una enfermedad multifactorial caracterizada por una proliferacion y diseminacion
celular descontroladas, es uno de los principales problemas de salud a nivel mundial. En los
ultimos afios ha emergido la trombina como un blanco terapéutico potencial del cancer en
funcién de sus efectos estimuladores del crecimiento y la metastasis tumoral. Esta proteasa
actua sobre los receptores activados por proteasas (PARs) presentes en las células tumorales
para desencadenar distintas vias de sefializacion que promueven proliferacion, invasion y
metastasis. Sin embargo, se desconoce si una respuesta diferencial a la trombina se asocia
con el tipo y progresion del cancer. El objetivo de este trabajo fue analizar si una linea celular
utilizada en el estudio del cancer de mama (MDA-MB-231) y una linea de cancer de prostata
(DU-145) difieren en su respuesta de proliferacion e invasion a la trombina. La proliferacion
celular se evalu6 a distintos tiempos mediante la incorporacion al DNA de un analogo de la
timidina (EdU) por el método de “crick ”. La invasividad se determin0 a través de un soporte
permeable de doble camara. La tasa de proliferacion en ausencia de trombina (basal) fue
similar entre ambos tipos celulares a las 24 y 48 horas pero mayor en las células DU-145 a
las 72 horas. La trombina estimulé la proliferacién de ambas lineas celulares y su efecto fue
mayor sobre las células DU-145 a las 48 y a las 72 horas con respecto a las células MDA-
MB-231. La invasividad basal de las células de cancer de mama fue mayor que las de
préstata. La trombina estimuld la invasividad de ambos tipos de cancer pero su efecto
también fue mayor en las células DU-145. La mayor respuesta de las células DU-145 a la
trombina no parece deberse a una mayor expresion del PARL, principal receptor de los
efectos promotores de la trombina, porque la expresion del RNA mensajero de PAR1
evaluada mediante RT-gPCR fue similar entre ambos tipos celulares. En conclusion, las
células DU-145 parecen ser mas susceptibles a la accion de la trombina via mecanismos

independientes de un aumento en la expresion de PARL.
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1 Introduccién

El cancer comprende un conjunto de enfermedades caracterizadas por la proliferacion y la
diseminacion celular mas alla de sus limites normales. El cancer fue la segunda causa de
muerte a nivel mundial en el 2021 (OMS, 2022), siendo el mas comun el cancer de mama,
seguido del cancer de prostata y de pulmén (Siegel et al., 2022). En México, el cancer
representa la cuarta causa de muerte y, dentro del cancer, el de mama ocupa el primer lugar

de muerte en mujeres y el cancer de colon y de préstata en hombres (INEGI, 2021).

La proliferacién sostenida, asi como la capacidad de invasion y metastasis de las

células cancerosas se sustentan en procesos como la inestabilidad gendmica, la inflamacion,
la inmunosupresion, la desregulacién metabdlica y la angiogénesis (Hanahan & Weinberg,
2000, 2011). Diversas proteinas de la matriz extracelular, factores de crecimiento y proteasas
participan como promotores de dichas alteraciones (Sevenich & Joyce, 2014; van Hinsbergh
et al., 2006). En particular, la proteasa trombina juega un papel importante promoviendo la
proliferacion, la invasion y la metastasis de las células cancerosas, asi como la angiogénesis
tumoral (Nierodzik & Karpatkin, 2006). La trombina; un metabolito primario dada su
importancia para el mantenimiento de los procesos fisiolégicos normales; participa de
manera fisiologica en el control de la hemostasia del cuerpo a través de estimular la
conversion de fibrindgeno a fibrina, determinante para la formacion del coagulo.
La trombina participa de manera fisiologica en el control de la hemostasia a través de
estimular la conversion de fibrindgeno a fibrina, determinante para la formacion del coagulo.
Sin embargo, la generacion de trombina también tiene lugar en el microambiente tumoral, ya
que las células cancerosas expresan el factor tisular de tromboplastina (o factor I1l) en su
superficie, necesario para convertir a la protrombina circulante en trombina activa (Reddel
etal., 2019). De hecho, los eventos de trombosis frecuentemente se asocian con tumores
ocultos y la trombina generada puede favorecer la malignidad de dichos tumores (Nierodzik
& Karpatkin, 2006).



Es el sitio donde la generacion de trombina también tiene lugar ya que las células
cancerosas expresan el factor tisular de tromboplastina (o factor I1ll) en su superficie,
necesario para convertir a la protrombina circulante en trombina activa (Reddel et al., 2019).
De hecho, los eventos de trombosis frecuentemente se asocian con tumores que no han sido
previamente diagnosticados Yy la trombina generada puede favorecer la malignidad de dichos
tumores (Nierodzik & Karpatkin, 2006).

La trombina modifica la funcion celular a través de activar a una familia de cuatro
receptores acoplados a proteinas G, activados por proteasas denominados PARS por sus siglas
en inglés (“Protease Activated Receptors”) (Coughlin, 2000; Mackie etal., 2002).
Particularmente en las células de céncer, la trombina sefializa principalmente via el PAR1
lo que promueve el crecimiento tumoral y la metastasis (Han et al., 2011) siendo un factor
determinante para la progresion tumoral (Arakaki et al., 2018). Adicionalmente, la trombina
puede activar a sus receptores en las células endoteliales para promover su proliferacion y
migracion necesarias para la vascularizacion tumoral (Ossovskaya & Bunnett, 2004;
Tsopanoglou & Maragoudakis, 1999), contribuyendo también de esta manera al crecimiento

y metastasis tumoral.

La agresividad y el prondstico de los distintos tipos de cancer es muy variable y
multifactorial (Kou et al., 2020). A pesar de que la trombina es un factor determinante para
la progresion tumoral y la metastasis, se desconoce si una respuesta diferencial de los
distintos tipos de cancer a la trombina serviria como marcador del comportamiento y
progreso de la enfermedad. Por lo que resulta interesante, evaluar si dos lineas celulares que
sirven como modelo para estudiar los dos tipos de cancer mas comunes (mama y proéstata)
presentan diferencias a la respuesta estimulante de la trombina sobre algunos de los procesos

celulares més distintivos del cancer, que son la proliferacion e invasion celular.



2 Antecedentes

2.1 Céncer: Definicién

El cancer es un conjunto de enfermedades caracterizadas por el crecimiento incontrolable de
células y su diseminacion hacia otras partes del cuerpo como resultado de una alteracion del
equilibrio entre la proliferacion y los mecanismos normales de muerte celular. Su
consecuencia es el crecimiento desmedido de una clona que destruye e invade los tejidos de
su alrededor. Posteriormente se va a esparcir hacia sitios distantes en donde forman colonias

nuevas, proceso conocido como metéastasis (Granados, 2017).

Existen mas de 100 tipos de cancer, los cuales reciben su nombre de acuerdo con el
organo o tejido donde se produce el cancer, o bien, al tipo celular que lo conforma. El tipo
de cancer mas comun es el carcinoma, que estd conformado por células epiteliales y se
subdivide segun el tipo de célula epitelial que le dio origen, siendo el mas comun el
adenocarcinoma, que se produce en las células epiteliales que secretan fluidos 0 moco.
Ejemplos de adenocarcinoma son el cancer de mama, de colon y de prdstata, que actualmente,
junto con el cancer de pulmén, presentan las tasas de mortalidad mas altas a nivel mundial
(NCI, 2021).

2.2  Estadisticas del cancer de mama

Se estima que a nivel mundial el cancer de mama representa el 11.7% de todos los canceres
y ocupa el quinto lugar de muerte en mujeres a nivel mundial, siendo la tasa de mortalidad
del 16% (Arnold et al., 2022). Mientras que en México, en 2020, el cancer de mama fue la
enfermedad més frecuente (15.3%) y la primera causa de muerte en mujeres, con una tasa de
mortalidad del 10.6% (Medrano Guzman & Martinez Sanchez, 2022).

Algunos de los factores de riesgo mas importantes para el desarrollo del cancer de
mama son la menarca temprana y la menopausia tardia, los ciclos menstruales cortos, el
consumo de una dieta hipercalérica y la obesidad, asi como la administracion de
anticonceptivos orales (Granados, 2017). Todos estos factores estan asociados con una

probabilidad méas alta de adquirir mutaciones durante los procesos de proliferacion que son
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inducidos tanto por sustancias exogenas como enddgenas con actividad estrogénica
(Cummings et al., 2005). En este tipo de cancer la predisposicion hereditaria es de entre el 5
y el 10%, siendo las mutaciones méas importantes las de los genes BRCA-1 y BRCA-2, que
son responsables de hasta el 80% de los casos de cancer de mama hereditario, estas
mutaciones implican un riesgo del 60 al 85% de desarrollar cancer de mama (Korde et al.,
2004).

La metastasis del cancer de mama es la responsable del 90% de la mortalidad de
esta enfermedad, los principales sitios colonizados son el hueso, el cerebro, el higado, el
pulmon y los nodulos linfaticos distantes. Aln en estadios tempranos, cerca del 20 al 30%

de las pacientes ya presentan metéstasis (W. Chen et al., 2018).

2.3  Estadisticas del cancer de préstata

El cancer de prostata es la segunda causa de muerte oncolégica en hombres a nivel mundial,
con una tasa de mortalidad del 10% sélo después del cancer de pulmén (OMS, 2022). Sin
embargo, en México, el cancer de prostata es la primera causa de enfermedad y muerte
masculina por tumores malignos, siendo la edad promedio en la que se diagndstica 67 afios
y su tasa de mortalidad del 16% (IMSS, 2022).

Algunos factores de riesgo para el desarrollo del cancer de prostata son la edad, raza,
la historia familiar, la alta ingesta de grasas animales, el alcoholismo, el tabaquismo, un alto
indice de masa corporal y la baja actividad fisica (Giovannucci, 2001). El cancer de prostata
hereditario representa el 9% de los casos totales, teniendo la particularidad que cuando se
tienen familiares en primer grado, el riesgo aumenta al doble de lo normal y entre 5y 11

veces si hay dos o mas familiares (Steinberg et al., 1990).

En cuanto a su proceso metastasico, es importante mencionar que la diseminacion
hematica se dirige principalmente a los nédulos linfaticos y a los huesos (Bratt, 2002). A
diferencia del cancer de mama, en estadios tempranos solamente del 5 al 7% de los pacientes
presentan metastasis (NCI, 2021).
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2.4  Linea celular MDA-MB-231 como herramienta para el estudio del cancer de
mama

La linea MDA-MB-231 es de tipo epitelial. Las células son poco diferenciadas y
tienen forma de huso, especialmente cuando se encuentran a subconfluencia. Deriva de un
adenocarcinoma mamario obtenido a partir de un derrame pleural de una mujer caucésica de
51 afios con un adenocarcinoma mamario metastasico. Tienen el subtipo triple negativo que
se caracteriza por tener ausencia de receptores de estrogeno, receptores de progesterona y del
receptor-2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) (Subik et al., 2010).

Asi mismo, la invasividad de estas células esta mediada por la degradacion
proteolitica de la matriz extracelular, Las células MDA-MB-231 son invasivas in vitro y,
cuando se implantan ortotdpicamente, producen Xxenoinjertos que metastatizan
espontaneamente en los ganglios linfaticos (Welsh, 2013). También tiene una morfologia
epitelial y crece con un tiempo de duplicacion de 35 horas (Holliday & Speirs, 2011).

Figura 1. Linea celular MDA-MB-231 (escala 50 pum). Modificado de (mda-mb-231-cell
line profile, 2023).
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2.5 Linea celular DU-145 como herramienta para el estudio del cancer de prostata
La linea celular DU-145 presentan una morfologia epitelial, caracterizada por la presencia de

uniones intracelulares, uniones de la matriz extracelular y una polaridad apical. Esta linea
celular sido usada para investigacion sobre el cAncer de prostata, fue aislada de una metastasis
cerebral de un paciente con cancer de prostata, este tipo de células no secretan antigeno
prostatico especifico y son insensibles a los androgenos. Tienen una morfologia epitelial y
un tiempo de replicacion de 34 horas, su crecimiento en cultivo es como una monocapa
adherente. Las células DU-145 tienen un potencial moderado de realizar metastasis
principalmente al hueso (Mori et al., 2007; Stone et al., 1978).

Figura 2. Linea celular DU-145 (escala 100 um). Modificado de (CLS, 2023)
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2.6 Trombina

La trombina es la principal proteasa efectora de la cascada de la coagulacion, cuya funcion
mas conocida es la de cortar al fibrindgeno soluble circulante hacia monémeros fibrina
insolubles, que se polimerizan y agregan para formar el coagulo sanguineo (Coughlin, 1998).
La produccion de trombina durante la cascada de la coagulacion implica una serie de
conversiones de zimogenos que se activan cuando los factores de coagulacion que circulan
entran en contacto con el factor tisular de tromboplastina, el Gltimo paso de este proceso es
la conversion proteolitica de la protrombina que se encuentra inactiva, hacia trombina
(Coughlin, 2000).

El microambiente tumoral; definido como el ambiente celular presente en el tumor y
que esta constituido por diversos componentes celulares como las células dendriticas, los
fibroblastos, los macrofagos, las células endoteliales, las células innatas linfoides, los
linfocitos T, los linfocitos B y las células mieloides (Sanz etal., 2021). Asi mismo el
microambiente tumoral influye en la evolucion tumoral mediante influir en el desarrollo de
resistencia a terapia, eludir el sistema inmune y si metastatiza(F. Chen et al., 2015). Es el
sitio donde la generacion de trombina también tiene lugar ya que las células cancerosas
expresan el factor tisular de tromboplastina (o factor I11) en su superficie, que se requiere
para convertir a la protrombina circulante en trombina (Reddel et al., 2019). De hecho, los
eventos de trombosis se asocian con tumores ocultos y la trombina generada puede favorecer
la malignidad de dichos tumores (Nierodzik & Karpatkin, 2006).

Ademas de su efecto sobre la coagulacion, la trombina también tiene funciones tipo
“hormona” sobre distintos tipos celulares a través de activar a una familia de cuatro
receptores acoplados a proteinas G, activados por proteasas denominados PARS por sus siglas
en inglés (Coughlin, 2000; Mackie et al., 2002).

2.7 Receptores activados por proteasas

Se han descrito cuatro receptores activados por proteasas (PARs) en el humano presentes en
distintos tipos celulares: el PAR1, PAR2, PAR3y PARA4. De éstos, el PAR1, PAR3, y PAR4
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pueden ser activados por trombina y el PAR2 es activado por tripsina (Coughlin, 2000). El
PARL1 es el prototipo de esta familia de receptores y se activa cuando la trombina corta su
dominio amino terminal extracelular (-NHz) en un sitio especifico (Vu et al., 1991). Este
corte permite que la region N-terminal actie como ligando anclado (“tethered ligand”), pues
permanece unido al receptor, uniéndose intramolecularmente al PAR1 y desencadenando su

sefializacion (Coughlin, 2000).

Dominio
Ligando
anclado

Tromgina

anaes

Aéﬁvaéilsi it f’

Rho Adenil ERK1/2 PI3K PLC
ciclasa

Activacion de la integrina
Modificaciones de la forma celular
Proteccion/ Disrupcion de barrera
Proliferacion
Apoptosis

Figura 3. Activacion de receptores activados por proteasa. Modificado de (Posma
etal., 2016).

Los PARs transducen la sefial mediante las proteinas G heterotriméricas que
comprenden una subunidad Ga y un dimero Gy asociadas al dominio intracelular de estos
receptores. La activacion de los PARs induce la disociacién de estas subunidades y la
sefializacion clésica por las proteinas Gouiz/13, Gagi1, Goi y Gy capaces de activar maltiples
vias: la via de Rho-Rac1, la de la PLCP que activa la via de IPs-Ca?" y la via del DAG-PKC-
Rafl-MAPK, y la via de Akt (Coughlin, 2000; Ossovskaya & Bunnett, 2004). La
sefializacion a través de estos receptores induce la proliferacion y la invasion de neuronas,

células endoteliales y epiteliales y cambios en la forma celular de plaquetas para la
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conformacién del coagulo (Ossovskaya & Bunnett, 2004). En particular, la activacion de los
PARs en células cancerosas (Arakaki et al., 2018) y en células endoteliales (Tsopanoglou &
Maragoudakis, 1999) promueve su proliferacién y migracion necesaria para la progresion y
la vascularizacion tumoral (Adams et al., 2011; Ossovskaya & Bunnett, 2004). La influencia
de los PARs en la patologia de distintos padecimientos, como las enfermedades
cardiovasculares (Coughlin, 2000), las enfermedades inflamatorias (Russell & McDougall,
2009), las retinopatias (Murugesan et al., 2015) y el cancer (Han et al., 2011; Wojtukiewicz
et al., 2015), los convierte en un blanco terapéutico altamente promisorio (Hamilton & Trejo,
2017).

3 Pregunta de investigacion

¢Las células de céncer de mama (MDA-MB-231) y de prostata (DU-145) presentan

diferencias en el efecto estimulante de la proliferacion e invasion celular de la trombina?

4 Hipotesis

Las células de cancer de mama (MDA-MB-231) tienen una mayor tasa de proliferacion y son
mas invasivas que las células de cancer de préstata (DU-145), ademas de que presentan una

mayor respuesta a la estimulacion de dichos procesos celulares con trombina.
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5 Objetivos
5.1 General

Analizar si las células de cancer de mama (MDA-MB-231) y de prostata (DU-145) presentan
diferencias en la tasa de proliferacion e invasion basales y en el efecto estimulante de la

trombina.

5.2 Especificos

1.1.1. Establecer el protocolo para el cultivo de las lineas celulares humanas de
cancer de mama (MDA-MB-231) y de prostata (DU-145).
1.1.2. Evaluar la proliferacion (sintesis de DNA) basal y en respuesta a la trombina
de las células de cancer de mama (MDA-MB-231) y de prostata (DU-145).
1.1.3. Evaluar la tasa de replicacion basal y en respuesta a la trombina de las células
de cancer de mama (MDA-MB-231) y de prostata (DU-145).

1.1.4. Evaluar la invasion basal y en respuesta a la trombina de las células de cancer
de mama (MDA-MB-231) y de prostata (DU-145).

1.1.5. Evaluar mediante qPCR la expresion del PAR1 bajo condiciones basales y por
efecto de la trombina en las células de cancer de mama (MDA-MB-231) y de
préstata (DU-145).
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6 Metodologia

6.1 Cultivo celular

Las lineas celulares de cAncer de mama (MDA-MB-231, ATCC HTB-26) y de préstata (DU-
145, ATCC HTB-81) se cultivaron en medio DMEM con 10% de suero fetal bovino (SFB)

y antibioticos, a 37 °C en una atmosfera himeda con 5% de CO..

6.2 Proliferacion celular

Las células MDA-MB-231 y DU-145 se sembraron a una confluencia de 55,000 células cm"
2 en placas de 96 pozos en DMEM al 10% de SFB. Después de 24 horas, las células se
incubaron con medio estacionario (0.5% SFB) por 24 horas. Enseguida se agregaron 20 nM
de trombina humana purificada de plasma (Sigma-Aldrich) en conjunto con 10 uM del
analogo de timidina 5-etinil-2’desoxiuridina (EdU, Sigma-Aldrich), cuya incorporacion al
DNA sirvi6 como marcador de la proliferacion celular. A las 24 horas, se detectd la
incorporacion del EdJU mediante una reaccién de cicloadicion tipo click catalizada por cobre
(Robles et al., 2018; Salic & Mitchison, 2008), la cual afiade una azida fluorescente al EdU
incorporado al DNA. Brevemente, la reaccion de click consistié en 100 mM Tris, 0.5 mM de
CuS04, 50 mM de &cido ascorbico y 30 um de Azida Fluor 545 (Sigma-Aldrich). Finalmente,
las células se cotifieron con Hoechst 33342 y se determiné el porcentaje de células EdU-
positivas del namero total de células. Todas las imagenes se cuantificaron utilizando el

software CellProfiler (Carpenter et al., 2006).

6.3 Numero celular

Se sembraron 14,000 células cm (10% confluencia) en una placa de cultivo de 12 pozos en
DMEM conl10% de SFB y 24 h después se estacionaron (0.5% SFB). A las 24 h se agrego o
no la trombina (20 nM) en medio de estacion, y cada 24 h por los siguientes 5 dias se
despegaron y contaron las células. EI medio de estaciéon (0.5% SFB) y los tratamientos se

refrescaron cada 24 h durante la duracion del experimento. Cada 24 horas se despegaron y
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contaron las células en una camara de Neubauer. Las imagenes fueron cuantificadas mediante

el software CellProfiler (Carpenter et al., 2006).

6.4  Invasion celular en soporte permeable tipo transwell

La invasion celular fue evaluada mediante un ensayo de invasion de matriz (Justus et al.,
2014). Las células de cancer de mama MDA-MB-231 y de prostata DU-145 fueron
sembradas a una confluencia del 70% (90,000 células cm) en la camara superior de un
inserto tipo transwell, teniendo como caracteristicas un diametro de 6.6 mm y un poro de 8
um, sobre una capa de Matrigel a una concentracion de 0.38 mg mlI™. Una hora después de
sembrar las células, se agreg6 la trombina (20 nM) en la camara superior del transwell en
medio de estacion (0.5% SFB) y las células se incubaron por 24 h. Como quimioatrayente en
la parte inferior del transwell se utilizd6 medio condicionado de células 3T3-L1 tipo
fibroblasto. Finalmente, las células que invadieron la cara abluminal del transwell se tifieron
con Sug ml?t de Hoechst 33342 (Chazotte, 2011) y se fotomicrografiaron bajo un

microscopio Olympus IX51.

65 gPCR

Las células MDA-MB-231 o DU-145 se sembraron en una placa de cultivo de 6 pozos al
50% de confluencia (65,000 células cm) en medio completo (10% SFB). Al dia siguiente
las células se estacionaron (0.5% SFB) por 24 h y se agregd al medio de estacién 20 nM de
trombina por 4 h. Posteriormente, se extrajo el RNA utilizando el reactivo TRIzol
(Invitrogen). EI RNA se retrotranscribié con el kit “high-capacity complementary DNA
(cDNA) reverse transcription” (Applied Biosystems), y se cuantificod utilizando el kit
Maxima SYBR Green gPCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific) en una reaccion final de
10 pl conteniendo 20 ng de cDNA, y 0.5 uM de cada uno de los siguientes oligos humanos:
PARL: forward (5-GCCTTCTCTGCTGTCTTCTTTT-3") y reverse (5-
ACAGAGGAGGTAGGCAAAGTAG-3); y GAPDH forward (5°-
GAAGGTCGGAGTCAACGGATT-3’) y reverse (5-TGACGGTGCCATGGAATTTG-
3”). Las condiciones de amplificacion fueron de 10 segundos a 95°C, 30° segundos a la

temperatura de alineamiento de los oligos (56°C), y 30 segundos a 72°C por 40 ciclos. Los
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niveles de expresion de mRNA se calcularon por el método de 224¢T (Livak & Schmittgen,

2001), normalizado al transcrito del GAPDH humano.

7 Resultados

7.1 Las células de cancer de mama MDA-MB-231y de prostata DU-145 no presentan
diferencias significativas en su proliferacion basal, pero si en respuesta a la
trombina

Para evaluar si las lineas celulares MDA-MB-231 y DU-145 presentan diferencias en su
proliferacion basal y estimulada con trombina, se evalud la sintesis de DNA de ambas lineas
celulares mediante la deteccion con un azida fluorescente de la incorporacién al DNA de un
analogo de la timidina en las células proliferantes. Contrario a nuestra hipétesis, las células
MDA-MB-231 no presentaron diferencias significativas en su proliferacion basal con
respecto a las células DU-145 (Figura 4). De manera consistente a observaciones previas, la
trombina estimuld casi al doble la proliferacion basal de las células MDA-MB-231 y DU-
145, sin embargo, a las 24 horas de tratamiento, la proliferacién en respuesta a la trombina

no fue diferente entre ambas lineas celulares (Figura 4).
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Figura 4. A. Micrografias representativas de células de cancer de mama MDA-MB-231 y
cancer de prostata DU-145. Se indican las células proliferantes (rojo) y las células totales
(azul). Las células fueron tratadas por 24 h con 20 nM de trombina (Th). B. Proliferacion
relativa de las células de cancer de mama MDA-MB-231 y de préstata DU-145. Los valores
son relativos a la proliferacion basal de las células no estimuladas (-). Los valores son las

medias + error estandar, n=3, ****p<0.0001 (ANOVA de dos vias, correccion de Sidak).

Debido a que no se observaron diferencias significativas en la sintesis de DNA
(proliferacion) entre las células MDA-MB-231 y DU-145 durante las primeras 24 horas, se
optd por cuantificar directamente el nimero de células en tiempos méas prolongados en
presencia y ausencia de 20 nM de trombina, la dosis fue determinada mediante la realizacion
de una curva dosis respuesta, donde 20nM fue la concentracion minima a la que se obtuvo
un efecto maximo. No obstante hay algunos articulos que utilizan 100 nM y 10nM
respectivamente para ensayos de invasion con células de cancerigenas (Booden et al., 2004;
Henrikson et al., 1999). La dos En condiciones basales, de las 0 a las 48 h, el numero de
células cada 24 horas (la tasa de replicacion) de ambas lineas celulares no presento
diferencias, pero a las 72 horas, contrario a lo especulado, las células de cancer de prostata
DU-145 presentaron una mayor tasa de replicacién respecto a las células MDA-MB-231
(Figura 5A). De igual manera, cuando se estimul6 a las células con trombina, las células DU-
145 presentaron una tasa de replicacion significativamente mayor que la de las células MDA-
MB-231 a partir de las 48 horas (Figura 5B). Consistentemente con la falta de diferencias
significativas en la sintesis de DNA cuantificado a las 24 h postratamiento (Figura 4), la
cuantificacion del numero de células no fue diferente entre ambas lineas celulares. Sin
embargo, la proliferacién basal de las células de cancer de prostata DU-145 fue mayor que
la de las MDA-MB-231 a las 72 horas y el efecto proliferativo de la trombina también fue

mayor en las DU-145 tanto a las 48 como a las 72 horas de incubacion (Figura 5)
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Figura 5. A. Proliferacién en condiciones basales de las lineas celulares MDA-MB-
231y DU-145 a las 24, 48 y 72 h. Se indica el numero de células totales presente en el pozo.
B. Proliferacion en respuesta al tratamiento con 20 nM de trombina (Th) a las 24, 48y 72 h
postratamiento. C. Proliferacion de la linea celular MDA-MB-231 en condiciones basales y
en respuesta al tratamiento con 20 nM de trombina (Th) a las 24, 48 y 72 h postratamiento.

D. Proliferacion de la linea celular DU-145 en condiciones basales y en respuesta al
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tratamiento con 20 nM de trombina (Th) a las 24, 48 y 72 h postratamiento. Los valores son
las medias + error estandar, n=3, ****p<0.0001 vs la tasa de replicacion de las MDA-MB-
231. (ANOVA de dos vias, correccion de Sidak).

7.2 Las células de cancer de mama MDA-MB-231 y de préstata DU-145 presentan
diferencias en su invasion basal y en respuesta a la trombina

La caracteristica que define a los tumores malignos es la capacidad que tienen para producir
metastasis. Dentro de los primeros pasos que se requieren para que haya metastasis se
encuentra la invasion local de la matriz extracelular por las células tumorales para alcanzar

los vasos sanguineos (Roman Curto, 1999).

Para evaluar si las lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-231 y de préstata
DU-145 presentan diferencias en su invasividad basal y en respuesta a trombina, utilizamos
soportes permeables tipo transwell, donde se mide la capacidad de las células tumorales de

degradar y atravesar una matriz de Matrigel (Justus et al., 2014).

En condiciones basales, la invasion a través de la matriz de Matrigel de las células de
cancer de mama MDA-MB-231 fue significativamente mayor que la de las células de cancer
de prostata DU-145 (Figura 6). Consistentemente a observaciones previas, la trombina
estimulo significativamente la invasion de las células MDA-MB-231 y DU-145, 1.5y 2.5
veces respectivamente (Figura 6). Finalmente, y consistente a lo observado sobre la
proliferacion celular, cuando las células fueron estimuladas con trombina, las células DU-
145 mostraron una invasion significativamente mayor a la de las células MDA-MB-231
(Figura 6).
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Figura 6. A. Micrografias representativas de las células MDA-MB-231 y DU-145 tefiidas
con Hoechst que invadieron la cara abluminal del inserto tipo transwell después de 24 horas
de tratamiento en presencia o ausencia de 20 nM de trombina (Th). B. Nimero de células
MDA-MB-231 y DU-145 por campo que invadieron la cara abluminal del transwell a través
de degradar la matriz de Matrigel. Los valores son las medias + error estandar, n=3,
***%*n<0,0001 (ANOVA de dos vias, correccion de Sidak).
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7.3  Lascélulas de cancer de mama MDA-MB-231y de prostata DU-145 no presentan
diferencias significativas en la expresion de PARL en condiciones basales ni en
respuesta a la trombina

En las células de céancer, la trombina ejerce sus efectos a través de sefializar sobre
todo via el PAR1 para promover el crecimiento tumoral y la metastasis (Na Han, et. al.,
2011). Para entender si las diferencias observadas en respuesta a la trombina entre las células
MDA-MB-231y DU-145 en la tasa de replicacion y en la invasion, se deben a los niveles de
expresion del receptor de la trombina, PAR1, evaluamos su nivel RNA mensajero mediante
la retrotranscripcion y reaccion de la polimerasa en tiempo real (RT-gPCR). Los resultados
obtenidos indican que no existen diferencias significativas en los niveles de expresion del
PARL1 entre ambas lineas celulares, ni en condiciones basales ni cuando se estimulan con
trombina durante las cuatro horas de tratamiento (Figura 7). Por lo que son necesarios mas
estudios para entender el mecanismo que subyace las diferencias observadas en respuesta a

la trombina entre ambas lineas celulares.
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Figura 7. Expresion del mRNA del PARL1 en las células de cancer de mama MDA-
MB-231y de prostata DU-145 luego de 4 horas de tratamiento en ausencia o presencia de 20
nM de trombina (Th). Los valores son las medias + error estandar, n=6. No se observaron

diferencias significativas (ANOVA de dos vias, correccion de Sidak).
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8 Discusion

El cancer de mama y el de prostata constituyen el primer y segundo tipos de cancer
mas comunes en mujeres y en hombres, respectivamente (Siegel et al., 2022). Estos tipos de
cancer presentan varias similitudes, por ejemplo, ambos se originan en érganos reproductivos
y se caracterizan por ser tumores epiteliales dependientes de hormonas y, por lo tanto,
usualmente responden a terapias enddcrinas (Risbridger et al., 2010). Para los dos tipos de
cancer existe un periodo de latencia de varios afos entre la deteccién del tumor primario y el
desarrollo de metéstasis que, en ambos casos, el sitio mas comun es el hueso (Haider, 2016).
Una diferencia importante entre el cancer de mamay el cancer de préstata es epidemioldgica,
pues ademas de que la incidencia del cancer de mama es casi el doble que la del de prostata,

también la mortalidad del cancer de mama es 50% mayor (OMS, 2022).

Nosotros especulamos que, consistentemente por un fenotipo mas agresivo, la linea
celular de cancer de mama MDA-MB-231 presentaria una mayor proliferacion e invasividad
que la de cancer de préstata. No obstante, nuestros resultados indican que la proliferacién
basal evaluada por la sintesis de DNA y namero celular en un periodo de 24 horas no presentd
diferencias entre ambas lineas celulares. Sin embargo, la tasa de proliferacion basal evaluada
a traves del namero celular por un periodo de 72 horas si fue significativamente mayor para
las células DU-145 que para las MDA-MB-231. Por el contrario, al evaluar la invasion basal
de ambos tipos celulares, encontramos que las células mas invasivas fueron las MDA-MB-
231. Sabemos que el estudio in vitro no puede ser extrapolado a una condicién in vivo y
particularmente al padecimiento en humanos, esto debido a algunas desventajas que resultan
de trabajar con cultivos celulares como la falta de capacidad para mimetizar la estructura
natural de la masa tumoral, la privacion de las interacciones entre células y con el ambiente
extracelular, lo que resulta en que no haya una similitud al microambiente in vivo. También
hay un cambio de la morfologia y la forma de las divisiones, asi como perdida de la diversidad
fenotipica y la polaridad. Por Gltimo, también se presentan cambios en la expresion génicay

en la topologia y bioquimica de las células (Kapatczynska et al., 2018).
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Es posible especular que la diferencia observada sobre la invasion de las celulas
MDA-MB=231 podria contribuir a explicar el que ain en estadios tempranos, cerca del 20
al 30 % de las pacientes con cancer de mama ya presentan metastasis, en tanto que la
metastasis en el cancer de prostata se observa en estadios mas tardios (W. Chen et al., 2018).
En cuanto a la mayor tasa de replicacion que presentaron las células DU-145, es dificil hacer
una asociacion con la tasa de crecimiento tumoral de ambas enfermedades, puesto que
normalmente el cncer de prostata es detectado de manera mas tardia que el cancer de mama,
debido entre otros aspectos, a que la exploracion de los pacientes requiere ser realizado por

un especialista (Haider, 2016).

Enseguida evaluamos si las células MDA-MB-231 y DU-145 presentan una
respuesta diferente en su proliferacion e invasion en respuesta a la trombina. La trombina
desempefia un papel en la proteccion y promocién de tumores (D. Green & Karpatkin, 2010;
Wojtukiewicz et al., 2016), también parece ser que la trombina puede alterar la expresién
génica de las células tumorales para promover la oncogenesis (D. L. Green & Karpatkin,
2009). la trombina también promueve la progresion y metastasis del cancer mediante las
plaquetas (van Es et al., 2014) debido a que activa las plaquetas y promueve sus interacciones
con las células tumorales, las plaquetas a su vez facilitan la tumorigénesis mediante la
secrecion de factores que puedan promover la proliferacion de células tumorales, factores

proangiogenicos y cambios en la expresion celular (Buergy et al., 2012; Wang et al., 2018).

Finalmente, la trombina promueve la proliferacion, invasion y metastasis tumoral,
mediante la activacion de los PARs. Especificamente, en las células MDA-MB-231 y DU-
145, la trombina actla a través del PAR1 (Wojtukiewicz et al., 2015). Nuestros hallazgos
indican que la trombina estimula ~2 veces la proliferacion de ambos tipos celulares, resultado
que confirma lo previamente reportado (Vianello et al., 2016). A las 24 horas de exposicion
a la trombina, la proliferacion celular evaluada tanto mediante la sintesis de DNA como por
el namero celular no mostrd diferencias entre las células MDA-MB-231 y DU-145. Sin
embargo, las células DU-145 tuvieron una tasa de replicacion significativamente mayor que
la de las células MDA-MB-231 cuando se estimularon con trombina por tiempos mas

prolongados (48 y 72 horas). Estos resultados sugieren, que, ante la generacion de trombina

27



en el microambiente tumoral (Reddel et al., 2019), las células de cancer de prostata podrian
replicarse mas rapidamente. Sin embargo, hacen falta mas estudios para conocer si esto

ocurre in vivo.

En cuanto a su invasividad y, a diferencia de lo que se observd en condiciones
basales, el numero de células DU-145 que invadieron la matriz de Matrigel, fue
significativamente mayor que el de las células MDA-MB-231. Sin embargo, de manera
consistente con la proliferacion, la trombina estimulé al doble la invasién basal de ambos
tipos celulares tal como se ha reportado previamente (Ohshiro et al., 2012). Esta discrepancia
entre lainvasion basal y la invasion estimulada por trombina sugiere que las células de cancer
de mama, por si mismas muy invasivas, son poco responsivas a trombina, en tanto que las
células de cancer de prostata, menos invasivas, son mas susceptibles a la accién de la
trombina. Por lo tanto, aunado con los resultados de proliferacion, es posible especular que
la trombina es un factor promotor mas importante para el cancer de prostata que para el cancer

de mama.

Finalmente, intentamos explorar un posible mecanismo capaz de explicar las
diferencias observadas, a través de evaluar el nivel de expresion del receptor PAR1 de la
trombina en ambos tipos celulares. Nuestros resultados indicaron que no hay diferencias
significativas en la expresion de este receptor ni en condiciones basales ni bajo la
estimulacién con trombina. Esto podria deberse a que cuando los PARs se activan y
sefializan, son internalizados, siendo unos pocos degradados y la gran mayoria reciclados
mediante trafico endosomal (Heuberger & Schuepbach, 2019), creando un reservorio interno
de PARs listos para reponer su nimero en la membrana celular (Grimsey et al., 2016) sin
necesidad de sintesis de novo. De tal manera que el hecho de que exista un mecanismo de
reciclaje de PARs, podria explicar por qué no es necesaria la sintesis de nuevos PARs y por

qué los niveles de expresion del PAR1 no cambian en respuesta a la trombina.
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Figura 8. Resumen de resultados obtenidos. La trombina activa a su receptor (PAR1) en las
celulas de cancer de mama MDA-MB-231 (rosa) y de prostata DU-145 (azul) para estimular
su proliferacion, tasa de replicacion e invasion. Se indica en la tabla el tipo celular que tuvo
la mayor respuesta en cada uno de los procesos celulares evaluados de manera basal o
estimulados por trombina. Cuando no hubo diferencia significativa entre las dos lineas

celulares se indica con la representacion de ambas lineas celulares.

En conjunto, nuestros resultados muestran que el fenotipo mas agresivo del cancer
de mama con respecto al de prostata no se refleja en el modelo in vitro de las lineas celulares
respectivas, esto debido a que la linea celular MDA-MB-231 parece ser menos responsiva a
la trombina en comparacién con las células DU-145, asi mismo se observan diferencias
importantes entre ambos tipos celulares de cancer donde las células DU-145 presentaron una
proliferacion e invasividad en respuesta a trombina mayor que la de las células MDA-MB-
231. No obstante, la invasion basal de las células MDA-MB-231 fue mayor que la de las
células DU-145, lo cual es consistente con el fenotipo méas agresivo y metastasico de este
tipo de cancer. Restan por realizarse méas estudios que permitan superar las limitaciones

inherentes de los modelos in vitro utilizados en esta tesis, a fin de poder concluir si una
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respuesta diferencial de los distintos tipos de cancer a la trombina serviria como marcador
del comportamiento y progresion de la enfermedad. A este respecto, estudios in vivo sobre la
generacion y niveles de trombina en ambos tipos de c&ncer in situ seria de gran importancia

para sustentar esta hipotesis.

9 Conclusiones

Las células de cancer de mama MDA-MB-231 y de prdstata DU-145 presentaron
diferencias significativas en los procesos celulares de proliferacion e invasion, tanto basales
como en respuesta a la estimulacion con trombina. Este es el primer estudio que compara
sistematicamente la respuesta de estas dos lineas celulares a la trombina. Resta por evaluar
si estas diferencias observadas se replican en modelos in vivo, asi como el mecanismo de

accion que subyace esta respuesta diferencial.
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