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RESUMEN

El cancer de mama es la neoplasia femenina mas frecuente a nivel mundial, su
establecimiento y desarrollo se ha relacionado con la expresion de citocinas
capaces de generar procesos inflamatorios. A su vez, hormonas esteroideas como
el estradiol (E2) pueden regular la secrecion de citocinas proinflamatorias a través
de la interaccion con sus receptores especificos. Diferentes moléculas sintéticas
analogas al E2 que representan alternativas de terapia de reemplazo hormonal se
han evaluado, entre ellas, se encuentra el 173-aminoestrogeno (AE) pentolame. Sin
embargo, la interaccion de este compuesto con el receptor de estrogenos
membranal (GPER1) y su relacion con la metastasis del cancer de mama por la
produccion de citocinas involucradas en procesos proinflamatorios no se ha
dilucidado a profundidad.

En este trabajo de tesis se evalu6 el efecto del 173-AE pentolame, por su interaccion
con el GPER1 en distintos eventos biolégicos en lineas celulares de cancer de
mama con diferentes tipos moleculares, incluyendo la proliferacion celular y la
modulacion del perfil de citocinas pro y anti inflamatorias involucradas en procesos
de carcinogénesis y metastasis. Para lograr lo anterior, se realizo la identificacion
del GPERL1 en diferentes lineas celulares de cancer de mama por microscopia
confocal. Posteriormente, se determiné el porcentaje de proliferacion celular debido
a la exposicion del pentolame, del Ez, y del agonista del GPERL1, el G1, solos o en
combinacion con el antagonista del GPER1, el G15, mediante el ensayo de
sulforrodamina B. Finalmente, la secrecién de citocinas pro inflamatorias fue
determinada a través de inmunoensayos como ELISA y la medicion de analitos
solubles por citometria de flujo en los sobrenadantes de los cultivos expuestos a los
tratamientos descritos.

Los resultados confirmaron que el GPER1 esta expresado en las tres lineas
celulares de cancer de mama con diferentes tipos moleculares utilizadas. También,
se puede inferir que la activacion o inhibicion del GPER1 con el pentolame, el Ez, el
G1 y el G15 tiene efectos biolégicos en la regulacion de citocinas asociadas al
crecimiento y la invasién en el cancer de mama. Se destaca que el pentolame no
indujo proliferacion celular ni mayor expresion de citocinas proinflamatorias en
comparacion con el E2 en ninguna de las lineas celulares utilizadas.

En conclusion, los resultados de este estudio apoyan la hipotesis de que el
pentolame podria ser una alternativa de terapia de reemplazo hormonal segura y
efectiva en situaciones con predisposicion al desarrollo de cancer de mama.



Ademas, este trabajo sugiere la importancia de investigar el papel del GPER1 en
otras condiciones patolégicas que implican procesos inflamatorios.

INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad multifactorial que presenta caracteristicas importantes
como una elevada tasa proliferativa, la cual es propiciada en parte por el entorno
proinflamatorio en el microambiente tumoral o TME (por sus siglas en inglés, tumor
microenvironment). EI TME esta conformado distintas estirpes celulares y factores
solubles, entre los cuales se encuentran las citocinas [1].

Especificamente, el caAncer de mama (CM) representa el primer lugar de incidencia
y mortalidad por neoplasias en las mujeres a nivel mundial, lo que ocasiona un
problema importante de salud puablica [2]. Los tumores mamarios se clasifican en
tres tipos: 1) luminal (receptor de estrogenos (RE) y receptor de progesterona (RP)
positivo), 2) el tipo enriquecido en el receptor del factor de crecimiento epidérmico
tipo Il (HER2 positivo), y 3) el triple negativo (TN) [3].

Por otro lado, se sabe que las hormonas esteroides como el estradiol (Ez) ejercen
sus acciones bioldgicas uniéndose a receptores especificos entre los que se
encuentran los receptores nucleares (REa y RE), los cuales regulan procesos
transcripcionales de genes blanco [3]. Ademas, se ha descrito que el E2 también
puede actuar a través de su unién del receptor de estrégenos membranal GPER1,
el cual se expresa en los distintos tipos de CM. Especificamente, en el CM tipo
luminal se ha estudiado ampliamente el papel del E2 en la promocion de la
proliferacion celular y la metastasis [4, 5]. Sin embargo, los efectos biolégicos de
esta hormona por la unién al GPERL1 relacionados con la secrecion de citocinas pro
o antiinflamatorias no se han profundizado en los distintos tipos de esta neoplasia.

Por otra parte, se conoce gue la terapia de reemplazo hormonal (TRH) en mujeres
menopausicas se ha asociado con el desarrollo de CM. La TRH se basa en la
administracion de estrogenos sintéticos con la finalidad de disminuir las
consecuencias de la deplecion hormonal asociadas con el agotamiento folicular
ovarico caracteristico de la menopausia [6, 7]. En la busqueda de alternativas a los
actuales medicamentos utilizados en la TRH, nuestro grupo de investigacion se ha
enfocado en la sintesis y caracterizacion farmacolégica de analogos sintéticos del
E2, entre los cuales se encuentran los 17 beta aminoestrégenos o 173-AEs. Estas
moléculas han mostrado presentar actividad estrogénica con una menor potencia
que el E2 mediada por su interaccion con el REa. En particular, el 173-AE pentolame
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ha mostrado generar menores efectos proliferativos en lineas celulares de CM con
tipo luminal en comparacion con los efectos inducidos por el E2 [4, 8, 9].

Es también importante mencionar que, algunas citocinas estan implicadas en la
progresion del CM, ya que su expresion estd asociada a la induccién de un ambiente
proinflamatorio que favorece la progresion tumoral, la invasion, la resistencia al
tratamiento, y en consecuencia a la metastasis [10]

Por lo anterior, en el este trabajo se evalud el efecto del 173-AE pentolame por su
interaccion con el GPER1 y la regulacion de la modulacion del perfil de citocinas pro
y anti inflamatorias involucradas en carcinogénesis y metastasis de diversas lineas
celulares de CM que representan los tres tipos moleculares de esta enfermedad
presentes en la clinica.

MARCO TEORICO

Definicién de cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades heterogéneas que se distingue por
diversas alteraciones moleculares en el genoma, lo que ocasiona un crecimiento
desregulado y descontrolado a nivel celular [1]. Una caracteristica importante de las
células transformadas o tumorales es la migracion o propagacién a otros tejidos u
organos lejanos, proceso conocido como metastasis. La diseminacioén del cancer
generalmente se presenta en estadios avanzados de la enfermedad y puede
ocasionar la muerte del individuo. Tan solo en el 2020 se registraron a nivel mundial
cerca de 20 millones de nuevos casos y alrededor de 10 millones de muertes por
cancer [2].

Estadisticas del cancer de mama

El cancer de mama (CM) es la neoplasia femenina mas comudn segun datos de la
OMS reportados en el 2020, representando el 11.7 % del nimero total de casos (19
292 789 casos) por cancer. Ademas, esta enfermedad se encuentra en el quinto
lugar de mortalidad de manera global, pero es la primera causa de muerte por
cancer en mujeres [2]. Estudios desarrollados por la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC por sus siglas en inglés, International Agency for
Research on Cancer) indican que 1 de cada 8 mujeres desarrollara algun tipo de
CM invasivo en su vida, cifra que ha ido en aumento, debido a los diversos factores
de riesgo como la obesidad, la predisposicion genética, la nuliparidad, la
menopausia temprana, ademas de la ingesta prolongada de estrogenos derivada
de la TRH, entre otros [3]. En México, la prevalencia del CM es similar, siendo el
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cancer registrado con mayor frecuencia en el 2020 con cerca de 30 mil nuevos
casos Yy el mas mortal en la poblacién femenina [2].

Diagndstico

Actualmente la mamografia es la técnica mas comun para detectar el CM; sin
embargo, algunas caracteristicas del tumor o del paciente generan la necesidad del
uso de otras tecnologias de imagen, por ejemplo: la resonancia magnética, el
ultrasonido, la tomografia por emision de positrones (PET) y la tomografia por
emision de foton unico (SPECT). Cabe destacar que el diagndstico a su vez debe
de ser confirmado mediante la toma y andlisis de biopsias [11].

No obstante, debido a la complejidad y costo de las técnicas antes mencionadas,
se ha incrementado el interés y estudio por la presencia de biomarcadores quimicos
presentes en los fluidos corporales de los pacientes con cancer. La expresion
aumentada o alterada de diversas moléculas, entre las que se encuentran proteinas,
genes, micro ARN o enzimas, pretende facilitar un diagnostico temprano, y proveer
una herramienta de control y seguimiento al tratamiento. Por el momento son
aprobadas por la Agencia de administracion de alimentos y medicamentos de los
Estados Unidos (FDA) los marcadores: HER-2, antigeno del cancer (CA)15-3,
CA27-29 y las células tumorales circundantes o CTC. Ademas, se llevan a cabo
investigaciones con otras proteinas, entre ellas, el marcador de proliferacion nuclear
Ki-67, la expresion de receptores hormonales, metaloproteinasas, y el marcador
DEL- 1 (developmental endothelial locus-1), entre otros. Son también objeto de
investigacion diversos genes asociados al CM como BRCA1/2, PTEN, p53, la
expresion de micro ARN circulante (cuya funcién es regular la expresion de diversos
genes en el periodo post-transcripcional). Es importante mencionar que a pesar del
prometedor enfoque de estos biomarcadores, aln son necesarias mas evidencias
gue confirmen su selectividad y efectividad [3, 11].

Clasificacion celular del CM de acuerdo con su origen celular

El CM es una enfermedad heterogénea a nivel histolégico y molecular. La OMS lo
ha clasificado de manera histolégica en dos tipos:

e Sarcomas. Si se origina en el tejido conectivo

e Carcinomas. Si se origina en las células epiteliales de la mama. Este tipo a
su vez se subdivide en carcinoma “in situ” o “invasivo”. Siendo los carcinomas
invasivos los mas diagnosticados con aproximadamente el 80 % del total de
los casos [3].



Clasificaciéon molecular del CM

La expresion de diversos biomarcadores génicos expresados en las células
tumorales se han tomado de referencia para clasificar molecularmente a esta
enfermedad, los principales son: el ER, el PR y el HER2 [3]. A continuacion, se
mencionan algunas caracteristicas de la participacion biolégica de los blancos
moleculares previamente mencionados.

ER: Receptor de estrogenos. Este receptor estéd involucrado en el crecimiento,
proliferacion y diferenciacion de las células de la glandula mamaria. Se ha reportado
gue el ERa se encuentra expresado en el 80 % de los diferentes tipos de CM y su
ausencia se relaciona a un mal pronéstico, mayor agresividad tumoral y menor
eficacia del tratamiento. Ademas, en la clinica se utiliza como paradmetro de decision
para el tratamiento con antiestrogenos de algunos tipos de cancer dependientes de
hormonas en la glandula mamaria [3].

PR: Receptor de progesterona. La funcién de este receptor se ha asociado con el
crecimiento l6bulo-alveolar de las glandulas mamarias, las cuales son estructuras
asociadas a la produccion de leche. Al igual que el ERa, su ausencia indica una
mayor agresividad del tumor [3].

HER2: Receptor del factor de crecimiento epidérmico tipo Il. Es un receptor
membranal con actividad catalitica de tirosina cinasa ubicado en el epitelio de las
glandulas mamarias. Su sobreexpresion, se relaciona con eventos proliferativos e
inestabilidad gendémica [3].

Debido a la presencia o ausencia de estos biomarcadores, el CM se puede clasificar
en tres grupos:

e Luminal A/B (ER+y PR+)

e HER?2 enriquecido o HER2+

e Triple negativo (TN)

Luminal A. Tiene una alta expresion del ERa y PR. Ademas de un mejor prondstico
qgue el Luminal B, debido a la menor presencia del Ki67, la cual es una proteina
nuclear util en la cuantificacién de la proliferacién celular, debido a que su expresiéon
en el ciclo celular alcanza sus maximos niveles durante la mitosis [12]. Es importante
mencionar, que la respuesta clinica a tratamientos anti hormonales en el tipo
Luminal A es elevada y con buen prondstico [3].
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Luminal B. Este tipo de CM es positivo al ERa y puede o no ser positivo al PR.
También puede presentar una expresion de HER2 (no mayor al 20 %) asi como una
expresion mayor al 20 % de Ki67, indicando la capacidad de una mayor proliferacion
tumoral con respecto al tipo luminal A. Su diagnéstico y respuesta a tratamientos
anti hormonales es menos favorable en comparacion con el tipo Luminal A debido
a la menor expresion de los receptores hormonales [3].

HER2+ o HER2 enriquecido. Esta clasificacion hace referencia a las células
tumorales que sobreexpresan al marcador HER2 en mas del 20%. Este tipo de
cancer no presenta buena respuesta a tratamientos endocrinos, pero si a
tratamientos dirigidos, por ejemplo: los inhibidores de tirosina cinasa y anticuerpos
monoclonales anti-HER-2 [3].

Triple negativo (CM TN) o TNBC por sus siglas en inglés Triple-negative Breast
Cancer. Este tipo de neoplasia no presenta la expresién de ninguno de los blancos
moleculares mencionados anteriormente. Es la clase de CM mas agresiva, menos
diferenciada y de peor prondéstico clinico. Debido a la ausencia de blancos
moleculares, el tratamiento de eleccion para el CM TN es la quimio y radioterapia.
Actualmente, diversas investigaciones se estdn enfocando en encontrar
biomoléculas que puedan servir de estrategia terapéutica en este tipo de tumor [3].

Desde hace algunos afios, diversos grupos de investigacion han subclasificado al
CMTN en cuatro tipos [13]

e Tipo basal: este subtipo de cancer se relaciona con la expresion de genes
mioepiteliales basales de la glandula mamaria, ademas del incremento en la
proliferacion celular y factores de crecimiento [13]. Este tipo de tumores
puede presentar una pobre expresién de genes asociados a la regulacion
inmunitaria, la cual esta directamente asociada con su prondstico clinico [14].

e Mesenquimatoso o MES: en este tipo existen regulacién al alza de genes de
movilizacion asociados a la transicion epitelio — mesénquima (EMT) y
pluripotencialidad, asimismo, de vias de sefalizacion del factor de
crecimiento [13, 15].

e Inmunomodulador o IM: La mayoria de estos tumores se asocian con
concentraciones elevadas de citocinas, células inmunes y moléculas
inflamatorias, los cuales pueden tener un fuerte papel inmunosupresor [13,
15].

e Receptor de andrdégenos positivo o LAR: en este subtipo celular, la alta
expresion del receptor de andrégenos (AR) es un sello distintivo. Al mismo
tiempo, se observa un incremento en las vias de sefalizacion y las vias
metabdlicas de los androgenos y otras hormonas esteroideas [13, 15].
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Debido a que cada subtipo de los tumores TN presentan preferencias por diferentes
vias de sefalizacién e indices de sobrevivencia se han tratado de implementar
distintas estrategias que permitan destruir células neoplasicas caracteristicas de
cada subtipo. En el caso de los subtipos basales el tratamiento se basa en inhibir la
mitosis y bloquear vias de sefalizacion sobreexpresadas. Los subtipos con
importante infiltracion de células inmunes se han beneficiado de la terapia dirigida
al bloqueo de puntos de control inmunitario como la proteina de muerte celular
programada 1 (PD-1) y su ligando PD-L1; ademds, se ha propuesto el desarrollo de
tratamientos contra moléculas inflamatorias. En cuanto al tipo mesenquimatoso el
tratamiento se ha centrado en el uso de farmacos que bloqueen factores de
crecimiento y vias de sefializaciéon. Mientras que en el tipo LAR se han estudiado
los efectos de farmacos antiandrogenos entre los cuales se encuentra la
enzalutamida [16].

Funciones bioldgicas de los estrégenos

Los estrdgenos son un conjunto de hormonas esteroides que son sintetizadas de
manera enddgena en los ovarios. En la mujer existen cuatro tipos de estrégenos: la
estrona, el Ez, el estriol y el estretrol. El E2 es el estrogeno fisioldgico predominante
en mujeres y con mayor afinidad por los receptores de estrégeno nucleares [17].

Las funciones bioldgicas del E2 se han centrado en el mantenimiento y desarrollo
de las caracteristicas sexuales femeninas, sin embargo, también tienen efectos en
multiples sistemas como el sistema inmune, el sistema éseo, el sistema nervioso y
el sistema cardiovascular, entre otros. Las acciones fisiologicas del E2 estan
mediadas por su union a receptores nucleares: ERa y ERp, los cuales median la
transcripcion de diversos genes. Recientemente se ha descrito que el E2 tiene
afinidad por un receptor membranal conocido como GPERL, el cual esta acoplado
a proteinas G y media la formacion de distintos segundos mensajeros, favoreciendo
asi la transcripcién de genes proliferativos. De manera interesante, la expresion del
GPER1 en CM se ha relacionado con la activacion de vias mitogénicas debido a la
transactivacion inducida en receptores de factores de crecimiento. Este fenOmeno
bioldgico se ha reportado mayormente en células de CM TN [17].

Por otro lado, diversos reportes sefialan que la exposicion prolongada de
estrogenos sintéticos o exdgenos como lo serian compuestos empleados en la TRH
en mujeres postmenopausicas constituye uno de los principales factores que
predisponen a desarrollar CM en mujeres [6, 7, 18]. Con relacion a este punto, en
la busqueda de alternativas a los actuales medicamentos utilizados en la TRH,
nuestro grupo de investigacion se ha enfocado en la sintesis y caracterizacion
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farmacoldgica de analogos sintéticos de Ez, entre los cuales se encuentran los 17
beta aminoestrégenos o 17B-AEs.

17 beta aminoestrégenos (17B-AEs)

Los 17B-AEs son moléculas sintéticas estructuralmente similares al E2, pero que en
el carbono 17 tienen un sustituyente amino y diferentes grupos metilenos en vez del
grupo hidroxilo caracteristico del E2, Figura 1 (11).

Nuestro grupo de trabajo se ha enfocado en la caracterizacion de los efectos
farmacoldgicos de algunos 17B-AEs: prolame, butolame y pentolame (Figura 1), los
cuales han mostrado tener efectos estrogénicos, pero con menor potencia que el Ez
en lineas celulares de CM [19]. Ademas de mostrar efectos débiles en la induccién
del peso uterino y efectos anticoagulantes moderados en modelos de ratas y
ratones [8, 20], lo que ha sugerido su potencial uso como alternativas para TRH. En
los estudios recientes de nuestro grupo de trabajo, se ha reportado que el 173-AE
pentolame ha mostrado estimular en menor medida la proliferacion celular de
células de CM de tipo luminal en comparacion con el Ez y otros 173-AEs hasta la
fecha evaluados, lo que sugiere que el pentolame podria tener menor riesgo para
producir efectos adversos asociados con el carcinoma mamario dependiente de
estrogenos [4, 19]. Es importante mencionar, que los efectos del pentolame
relacionados a la proliferacion de lineas celulares de CM de tipo luminal se ha
asociado principalmente a su interaccion con los receptores de estrégeno nucleares
[4, 19]. Recientemente nuestro grupo de investigacion se ha enfocado en la
evaluacion de los efectos biol6gicos de este compuesto por su interaccion con el
receptor de estrégenos membranal, el GPERL1 [4]. A este respecto, diversos trabajos
han establecido que el GPER1 promueve la proliferacion celular en distintos tipos
de CM. Ademas, que la presencia de este receptor se ha asociado con el desarrollo
de resistencia a la terapia anti-hormonal convencional basada en tamoxifeno,
farmaco inhibidor del ERa que se emplea en el tratamiento de CM [4, 5, 21].

Cabe destacar que las acciones biolégicas del pentolame a través del GPER1 sobre
la modulacion de citocinas pro o anti inflamatorias asociadas con acciones pro
tumorales en distintos tipos de células de CM no se han explorado. Por lo anterior,
este trabajo se enfoca en estudiar si el 17p-AE pentolame tiene implicaciones en la
modulacién del perfil de citocinas pro y anti inflamatorias implicadas en el proceso
metastasico en lineas celulares de CM con diferentes tipos moleculares a través de
su interaccion con el GPERL1.
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Butolame Pentolame

Figura 1. Estructura del estrégeno y de los 17B-AES. A) E;, estructura tipica del
ciclopentanoperihidrofenantreno, con un grupo hidroxilo en el C17; B) 178 AE prolame,
con un grupo hidroxipropilamino que sustituye al grupo hidroxilo del E»; C) 178 AE
butolame, con un grupo hidroxbutilamino que sustituye al grupo hidroxilo del E2; D) 17
AE pentolame, con un grupo hidroxipentilamino que sustituye al grupo hidroxilo del E-.

Sefalizaciéon del GPER1

El GPER1 es un receptor de estrégenos de siete dominios transmembranales
acoplado a proteinas G, que media eventos no genémicos por la unién de distintos
ligandos [22]. A partir del afio 2000 diversos grupos trabajo se dedicaron a la
identificacion del GPERL1, asi como al estudio de la sefializacién de este receptor
en células neoplasicas de carcinoma mamario. Derivado de estos estudios, se
mencionod que este receptor puede actuar de la siguiente manera

¢ Inducir la movilizacion del calcio intracelular [23]
e Activar la actividad de la enzima adenilato ciclasa, con el consecuente
incremento del adenosin monofosfato ciclico (AMPc) [24].
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e Permitir la activacion de diversas vias de sefalizacion como la via activada
por mitdgenos MAPK/ERK1/2 [23, 25], o la via fosfatidilinositol 3 cinasa
PI3K/AKT [22], Hippo/YAP/TAZ [26, 27], entre otras

e Promover la transactivacion del receptor de factor de crecimiento epidérmico
EGFR [28]

Favorecer la expresion de ciclina D que tiene efectos en el ciclo celular [29].
Aumentar la expresion de la proteina antiapoptéticas BCL-2 y de proteinas
de movilizacion [29, 30].

Por otro lado, no solo la activacion del GPER1 ha llamado la atencion, sino que
también su localizacion celular se ha estudiado recientemente. Distinta evidencia
muestra que este receptor se encuentra en la membrana plasméatica y de manera
intracelular en el reticulo endoplasmico o en ndcleo y esto determina sus efectos
biolégicos en lineas celulares de CM con distintos tipos moleculares [5, 21, 23, 24,
30, 31], ademas de su relacion con el prondstico clinico del CM [24, 31]. Cabe
destacar que la presencia del GPER1 también se ha documentado en diversos tipos
de neoplasias como cancer de endometrio [32], cancer de préstata [33], cAncer de
ovario [34], cancer de cerebro [21], cancer de pulmon [35].

El efecto biologico del GPER1 en diferentes lineas de CM es controversial, por
ejemplo, en células de CM de tipo luminal expuestas a Ez indican que a través de
su unidon al GPERL1 se regula a la baja la expresion de distintos micro ARN
(miARN/mIR), cuya funcion es controlar la expresion génica, favorecer la expresion
de proteinas de activacion y motilidad celular tales como CD151, impulsando en
consecuencia, la metastasis del tumor. Ademas de la recurrencia y agresividad del
tumor, asi como la tumorigénesis en lineas celulares que representan los tres tipos
clinicos de CM [5, 22, 23, 25-28, 36-44], Tabla 1. Cabe destacar que estudios
recientes asocian la expresion del GPER1 con el desarrollo de resistencia
tratamientos anti hormonales basados en tamoxifeno en el CM de tipo luminal [45].

Por otro lado, existe poca evidencia acerca de la regulacion de la expresion de
citocinas proinflamatorias en CM. Con relacion a lo anterior, se ha reportado que
dos agonistas del GPER1 como el E2 y el G1 promueven la expresion del factor de
crecimiento de endotelio vascular (VEGF) a través de la activacion del factor de
transcripcion inducido por hipoxia en células de CM [46], favoreciendo asi el proceso
metastasico en CM.
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Tabla 1. Efectos biolégicos del GPER1 asociados con acciones pro-

tumorales en lineas celulares de CM

Linea celular

Efecto encontrado

Referencias

Luminal: MCF-7

Her2+: SKBr3

TN: MDA-MB -469
MDA-MB-436

Activacion de las vias de
sefalizacion ERK1/2, MAPK,
SRF, PI3K, Fosfolipasa C,
EGFR

Filardo E 2000 [23]
Prossnitz E 2008 [22]
Pandey D 2009 [37]
T Yu 2014 [36]

Luminal: MCF- 7

Her2+: SKBr3

TN: MDA-MB-231
BT- 20 (transfectados
con GPER1)

Estimulacién de oncogenes
como c-fos, Egr-1

Filardo E 2000 [23]
Maggiolini M 2010 [25]

Luminal: MCF-7
TN: MDA-MB-231 y BT549

Disminucién de miARN
reguladores de la expresion
génica con funciones
supresoras de tumores

Yang H 2021 [5]
Tao S 2015 [38]

Luminal: MCF- 7
Her2+: SKBr3

Expresion de proteinas
asociadas a la metastasis
como: CTGF, ciclinas,

Yang H 2021 [5]
Pandey D 2009 [37]
Li Y 2013 [39]

TN: BT-20 CXCR1, glutamato, CD151 o Niu D 2015 [40]
MDA-MB-468 activacion de la via Notch Mawson A 2005 [41]
Pupo M 2014 [42]
Yin J 2019 [43]
TN: BT-474 Activacion y estabilizacion
ZR-75-1 de coactivadores de Zhou X 2015 [27]
MDA-MB-361 transcripcion YAP/TAZ
Inhibicién de componentes
TN: ZR-75-30 de las vias supresoras de Deng Q 2018 [26]
BT- 549 tumores como Hlppo

Zhou X 2015 [27]

Luminal: MCF- 7
TN: MDA-MB-231

Sefializacion de HIF-1a
/GPER1 regula a la alza
VEGF, CTGF e interleucinas
proinflamatorias

De Francesco E 2013 [46]
Ren J 2015 [44]
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Efectos celulares del GPER1 por su activacién con moléculas agonistas en
CM

Como se ha descrito, el E2 puede unirse al GPER1 y evocar diversos efectos
bioldgicos. Sin embargo, en el afio 2006, se identifico un ligando especifico para
este receptor, el cual fue nombrado G1. La union del G1 al GPER1 puede evocar
respuestas asociadas con la proliferacion celular similares a las del E2. Aunque de
manera controversial, la activacion y la respuesta inducida del GPER1 por distintos
ligandos puede variar en funcién de la concentracion de cada ligando en especifico,
la localizacion del GPERL1 y el contexto celular en el cual se desarrolle la patologia.
Con relacién a lo anterior, estudios experimentales han demostrado que la unién del
G1 con el GPER1 a concentraciones altas (mayores 1 uM) tiene un efecto supresor
en el crecimiento y la invasion de diversas lineas celulares y xenoinjertos de CM
[47-50]. En la Tabla 2 se enlistan diversos efectos relacionados con la inhibicion de
la proliferacion celular mediante la activacion del GPER1 por el G1 en lineas
celulares de CM con distintos tipos moleculares.

De manera interesante, el GPER1 ha cobrado relevancia biolégica, ya que
diferentes moléculas pueden actuar de manera antagénica con los receptores de
estrégenos nucleares o RE, y a su vez tener efectos agonistas para el GPER1. De
esta manera la interaccion de este receptor puede desencadenar eventos celulares
pleiotrépicos. Una molécula que ha demostrado tener este efecto es el tamoxifeno;
este farmaco se utiliza como terapia antihormonal en el CM tipo luminal, sin
embargo, ha mostrado unirse al GPER1 y propiciar eventos proliferativos en células
de CM, ademas de generar resistencia al tratamiento [51].

Por otro lado, diversos compuestos conocidos como disruptores enddcrinos, los
cuales son moléculas que sin poseer una estructura esteroidal presentan afinidad a
distintos receptores de hormonas esteroides y logran desencadenar efectos
proliferativos, han mostrado también ser ligandos del GPERL1. En este sentido los
bisfenoles, moléculas derivadas de ciertos plasticos, han mostrado afinidad por el
GPER1 y la consecuente activacion del receptor, responsable de efectos asociados
con proliferacion celular [26, 52].
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Tabla 2. Efectos inhibitorios de la proliferacién celular por la
activacion del GPER1 inducida por el ligando G1 en células de CM

Linea celular

Efecto encontrado

Referencias

Luminal: MCF-7
HER2+: SKBr3
TN: MDA-MB-231

Arresto del ciclo celular en la
Fase G2/M

Vo DH 2019 [47]
Wei W 2014 [48]
Weinberborn C 2014 [49,
50]

HER2+: SKBr3
TN: MDA-MB-231

Reduccion de la expresion
de ciclina B

Wei W 2014 [48]

Luminal: MCF-7

Generacion de estrés al RE
por movilizacién de Calcio

Vo DH 2019 [47]

Luminal: MCF-7
HER2+: SKBr3
TN: MDA-MB-231

Activacién de proteinas
asociadas a la apoptosis

Vo DH 2019 [47]
Wei W 2014 [48]
Weissenborn C 2014 [49,
50]

HER2+: SKBr3
TN: MDA-MB-231

Disminucién de la proteina
antiapoptética Bcl-2

Wei W 2014 [48]

Luminal: MCF-7

Inhibicién de la sintesis de
proteinas

Wei W 2014 [48]

HER2+: SKBr3
TN: MDA-MB-231

Aumento en la produccion
de ROS

Wei W 2014 [48]

Luminal: MCF-7

HER2+: SKBr3

TN: MDA-MB-231
MDA-MB-468

Fosforilacién mejorada de la
histona 3

Weinbenborg C 2014 [49,
50]

HER2+: SKBr3
TN: MDA-MB-231

Afectacion al potencial de
membrana mitocondrial

Wei W 2014 [48]
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Efectos celulares del GPER1 por su blogueo con moléculas antagonistas en
CM

Debido a la relevancia bioldgica que ha cobrado la activacion del GPER1 en CM y
en distintas neoplasias, la sintesis y estudio de moléculas antagonistas para este
receptor también ha sido de gran interés.

El G15 fue el primer antagonista selectivo del GPER1 descrito, el cual fue
sintetizado en el afio 2009 por el grupo de Dennis et al., [53, 54], en estos trabajos
se demostro que el uso del G15 en la linea celular de CM SKBr3, que corresponde
a un tipo Her2 enriquecido, previamente tratada con E2 o el G1 inhibié la
movilizacion de calcio intracelular y bloqued la activacion de la via PI3K/AKT
mediada por GPERL1 [53]. Otros trabajos han destacado que la exposicion del G15
en lineas celulares de CM con distintos tipos moleculares impide transicion epitelio-
mesénquima, ademas de mejorar la sensibilidad a tratamientos con quimioterapia
basados en doxorrubicina [51, 55].

Otros trabajos han sustentado que el bloqueo de la activacion del GPER1 con el
G15 es relevante para inhibir la motilidad y la invasién de células de CM con tipo
luminal, efecto que se asocia con la inhibicibn de la expresion de las
metaloproteinasas. Y de manera interesante, el uso del G15 también se ha
relacionado con la induccién de ciertos miRNAS involucrados en la disminucion de
la proliferacidon e invasion de células neoplasicas [5]. De esta manera, el bloqueo
del GPER1 por medio de su unién con el G15 se ha planteado como una estrategia
experimental con potenciales terapéuticos en distintos tipos de CM.

En la Tabla 3 se enlistan diversos efectos relacionados con la inhibicion de la
proliferacion celular mediante el bloqueo del GPERL1 por el G15 en lineas celulares
de CM con distintos tipos moleculares.
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Tabla 3. Efectos del blogqueo del GPERL1 por el antagonista G15 en la
proliferacion de células de CM

Linea celular Efecto encontrado Referencias

HER2+: SKBr3 Inhibicién de la activacion de Dennis 2009 [53]
las vias de sefializacion
PI3K/AKT

Luminal: MCF-7 Impedimento de la Molina 2020 [51]
movilizacién intracelular de
calcio

Aumento de la expresion de

Luminal: MCF-7 miARN reguladores Yang H 2021 [5]

Inhibicion de la expresion de
proteinas de motilidad e

invasion
Luminal: MCF-7 Regulacién de la EMT en las
TN: MDA-MB-231 células tumorales. Liu Y 2015 [55]
Luminal: MCF-7 Sensibilizacion de las células Liu Y 2015 [55]
TN: MDA-MB-231 tumorales a quimioterapia

Los datos mostrados anteriormente destacan el papel del GPER1 en la
tumorigénesis del CM por eventos directos relacionados con su activacion o
bloqueo. Sin embargo, es importante destacar que el crecimiento tumoral es
promovido también por moléculas pro y antiinflamatorias, como las citocinas, las
cuales se han descrito que pueden ser moduladas en respuesta a los receptores de
RE nucleares, principalmente en células del sistema inmunitario [56]. Sin embargo,
el papel del GPER1 en la modulacion de expresion de citocinas pro o
antiinflamatorias en distintos tipos de CM aun no se ha estudiado a profundidad.
Cabe destacar, que ademas de la participacion de este receptor en el secretoma de
citocinas, es de nuestro interés investigar los efectos del 173-AE pentolame a traves
de su interaccion con el GPER1 y comparar sus efectos con los inducidos por el E2
en distintas lineas de CM que representan los tipos moleculares de esta patologia
encontrados en la clinica.

20



Papel de las citocinas en la metastasis tumoral, enfoque en acciones proy
anti- inflamatorias

Las citocinas son pequefas proteinas (hasta 70 kDa) que median diversos procesos
bioldgicos, principalmente a través de mecanismos autocrinos y paracrinos. Su
papel es fundamental en procesos inmunes, inflamatorios, hematopoyéticos y
celulares. La interaccion de estas proteinas con diversos tejidos y células es clave
en la presentacién antigénica, la activacion, la diferenciacion, el crecimiento, la
migracion celular e incluso en los procesos apoptoticos [10]. Segun su funcién se
pueden clasificar en diferentes familias [57], donde se incluyen:

. CSF- factores estimulantes de colonias

. Quimiocinas- citocinas que inducen la quimiotaxis
. IL- interleucinas

. INF- interferones

. TGF- factores de crecimiento transformante

. TNF- factor de necrosis tumoral

Es importante resaltar que, las citocinas pueden desempefiar un papel importante
dentro del microambiente tumoral (TME), ya que pueden favorecer la
carcinogénesis al propiciar un ambiente inflamatorio crénico, lo que conlleva al
reclutamiento de células del sistema inmunitario e incluso formaciéon de nuevos
vasos sanguineos.

Algunos de los efectos generados por la interaccién de las citocinas con diversas
células en el TME son:

El sinergismo con otras citocinas que genera el ambiente inflamatorio.
La capacidad de reclutamiento y diferenciacién de diversas células inmunes
a fenotipos inmunosupresores, causando anergia de las células citotoxicas.
e La activacion de diversas vias de proliferacion, oncogenes y factores de
crecimiento.
La induccién de angiogénesis y linfagiogénesis.
Generacion de la expresion de genes de pluripotencia en el tumor.
Favorecimiento de la reprogramacion metabdlica del tumor.
Incremento de la produccion de quimiocinas, metaloproteasas.
Induccion de la transicion epitelio-mesenquima (EMT) en las células
neoplasicas, factores que facilitan su migracion y la metéastasis [10, 57-59].

Debido a las multiples funciones de las citocinas, estas se consideran mediadores
solubles claves para el crecimiento, la proliferacion, la invasion y la metastasis del
cancer. Es por ello que, la evaluacion de la expresién de algunas citocinas
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involucradas en el proceso inflamatorio por acciones de la activacién o bloqueo del
GPER1 con el E2, el pentolame, el G1 o sus combinaciones con el G15 en diferentes
lineas celulares de CM son el objeto de estudio de este trabajo.

A continuacion, se describen las principales caracteristicas celulares de diversas
citocinas con acciones pro y antiinflamatorias y sus efectos pro-tumorales asociados
en modelos experimentales de CM.

IL-1

La familia de la IL-1 cuenta con dos principales moléculas proinflamatorias: la IL-
1ay la IL-1B8. Ambas citocinas se han asociado con procesos de estrés, combate
de infecciones y de cicatrizacion. En el TME se ha encontrado que es secretada
principalmente por los adipocitos asociados al tumor (AAT), macrofagos asociados
al tumor (TAM) y las propias células neoplésicas [60]. Su expresion en CM se ha
reportado en estadios avanzados, comunmente en tipos ductales invasivos [61] y
en lineas celulares pertenecientes al subtipo CMTN [62, 63]. La IL-1 favorece la
presentacion antigénica, la funcion de los linfocitos T y la proliferacién de células B
[64]. Sin embargo, se ha reportado que tiene acciones antiproliferativas, las cuales
se asocian con estadios tempranos del cancer, ya que, en condiciones mas
avanzadas, su efecto es contrario, favoreciendo un ambiente inmunosupresivo al
dirigir el fenotipo de los linfocitos T a linfocitos T reguladoras (Treg) e inducir la
generacion de células supresoras derivadas de mieloides (MDSC) [65, 66]. Aunado
a lo anterior, el papel pro-tumoral de la familia de la IL-1 en CM se debe a su
capacidad de activar diversas metaloproteinasas de matriz o MMP. La presencia de
IL-1 se ha asociado con el proceso metastasico en cancer, debido a que promueve
la secrecion del VEGF en células endoteliales y tumorales, generando asi una
sinergia [61, 65].

Por otra parte, la IL-1 es un importante mediador en la transicion epitelio
mesénquima, activando genes responsables de la adhesion celular y la expresién
de diversas quimiocinas, factores asociados a la metastasis 6sea y pulmonar [63].
También, a la IL-1 se le ha relacionado con la pluripotencialidad de células
neoplasicas (stemness); a través de la activacion de la proteina activadora AP1 y
Smad/ID1 [67], ademas de la activacion sostenida de factores de transcripcién como
NF-kB y la via NOTCH [66]. De manera interesante, se ha postulado que la via IL-
1/NF-kB esta asociada con la disminucién de la expresion de receptores
hormonales en CM, lo que conlleva a la generacion de resistencia al tratamiento
hormonal [66].
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En resumen, la expresion de la IL-1 en CM genera un ambiente inflamatorio e
inmunosupresivo; asi como la invasion, proliferacion y supervivencia de las células
neoplasicas, favoreciendo la diseminacién del cancer.

IL-6

La IL-6 es una de las citocinas primordialmente asociada con actividades
proinflamatorias. La union de esta citocina a sus receptores transmembranal (IL-6R)
0 soluble (sIL-6Ra) con un correceptor transductor de sefales llamado gp130 crea
un complejo que es capaz de activar diversas vias de sefializacion implicadas en
procesos hematopoyéticos e inmunitarios. La IL-6 es secretada por macrofagos
activados, linfocitos, adipocitos, MDSC vy otras [10, 68]. Ademas, en el TME puede
ser secretada por las células tumorales en respuesta al estimulo de otras citocinas,
diversos factores de crecimiento, el factor de necrosis tumoral (TNFa), entre otros.
En CM se ha reportado un incremento en la expresion de la IL-6 en estadios
avanzados y sobre todo en subtipos celulares sin receptores de estrégenos [68-75].
No obstante, su papel en la progresién tumoral es muy discutido. En este sentido,
se ha informado que la administracion exdgena de IL-6 presenta efectos
antiproliferativos y pro apoptoéticos en lineas celulares ER+, pero no en lineas
celulares de CM tipo TN [69-71]. A nivel clinico, se ha reportado que pacientes con
CM invasivo en estadio temprano muestran niveles altos de IL-6, lo cual correlaciona
con un menor grado tumoral, un menor tamafio de la neoplasia y mejor prondstico
[73]. Por lo anteriormente descrito, se sugiere que la administracion exégena de IL-
6 en cultivos de lineas tumorales ER+ pareciera tener efectos antiproliferativos. Sin
embargo, la secrecion autocrina de la IL-6 por células de CM ER+ se han asociado
con una mayor proliferacion tumoral y metéstasis [71, 72, 76].

Algunas vias de sefalizacion que son promovidas por la IL-6 son la via Jak/STAT3
[77], las via de las MAPK—ERK1/2, la via P13K/AKT, la via NOTCH y el potenciador
de trascripcion C-EBPb, los cuales promueven la expresion de proteinas de
motilidad, el crecimiento, y la metastasis del CM [78]. En células de CM de tipo TN,
la IL-6 induce la expresion de proteinas antiapoptoticas, como Bcl-2, y la expresion
de genes que promueven la pluripotencia en las células tumorales, entre ellos: C-
myc, Bmi-1,0ct-4 y SOX-2 [74, 78]. De manera similar, la via NOTCH activada por
la IL-6 favorece la resistencia de las células neoplasicas a compuestos citotoxicos
al impulsar la expresion de la anhidrasa carbonica (CA-1X) en ambientes hipoxicos
y facilitar la transformacion en células madre de cancer (CSC).

Aunado a esto, la sefializacién desencadenada por la via IL-6/C-EBPb otorga a las
células tumorales resistencia a diversos farmacos quimioterapéuticos, al inducir la
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expresion de genes y proteinas que codifican para bombas de expulsion de
farmaco, particularmente el gen mdrl [68, 78]. La IL-6 también participa en el
reclutamiento de células inmunosupresoras y propicia la expresion del VEGF,
promoviendo en consecuencia la metastasis celular [78].

Por lo anterior la IL-6 se reporta como una molécula proinflamatoria con un papel
fundamental en el crecimiento, migracion y metastasis en el CM.

IL-8

La IL-8 o CXCL8 es una citocina proinflamatoria que participa en procesos de
guimiotaxis, es decir, tiene la capacidad de atraer a células inmunitarias,
particularmente neutréfilos y granulocitos al sitio de infeccion o de inflamacion. Es
producida por células epiteliales, monocitos, macréfagos, fibroblastos y diversas
lineas celulares de CM. De manera similar a la IL-6, la expresién de la IL-8 es
desencadenada por la accion de las citocinas IL-1 y el TNFa, entre otras, asi como
por la presencia de patrones moleculares asociados a patdogenos o PAMS [79].
Niveles séricos elevados de IL-8 se han reportado en tumores metastasicos con
subtipos moleculares HER2+y TN [80, 81]. De hecho, reportes clinicos han sugerido
gue existe una correlacion negativa entre la expresion del RE y la secrecién de la
IL-8 [82]. Si bien la mayor parte de la secrecion de la citocina en el TME se debe a
linfocitos, los trabajos con xenoinjertos murinos con lineas celulares de CM que
representan estadios avanzados de la enfermedad demostraron que las células
tumorales secretaban niveles altos de esta citocina, aunque en cantidades inferiores
que las reportadas por células inmunitarias [83].

El papel de la IL-8 en el progreso neoplasico se asocia a la activacion de la via
PI3K/AKT, en consecuencia, se ha reportado un aumento en la expresion de la
ciclina B1 y un incremento en la fase de sintesis del ciclo celular [81]. Ademas, estan
involucradas otras vias de sefializacion como PLC/PKC, ERK 1/2, FAK-Src, Rho y
NOTCH, que regulan la proliferacion, supervivencia, motilidad, migracion e invasion
tumoral [79, 81]. Es importante sefialar que el poder quimiotactico de la IL-8 propicia
un ambiente inmunosupresor [79].

Por otro lado, su interaccion con otras citocinas favorece la metastasis del cancer al
inducir la generacion de colonias independientes de anclaje y la expresion de
proteinas antiapoptoéticas en las células tumorales (mediante su colaboracion con la
IL-6) [80], mientras que la neovascularizacién es apoyada por su trabajo en conjunto
con el VEGF [79]. Estos datos sugieren que la participacion de la IL-8 en el TME del
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CM esta relacionada con un mal prondéstico al favorecer su progresion mediante
diversos mecanismos.

IL-10

La IL-10 es una citocina antiinflamatoria, generada por la mayoria de las células
inmunitarias ante la presencia de PAMPS u otras citocinas como el interferon
gamma IFN-y. Se caracteriza por tener una funcién inmunorreguladora capaz de
inhibir la actividad de diversas células inmunes, entre los que se encuentran los
macrofagos, las células NK y los linfocitos; ademas, puede impedir la secrecion de
citocinas por parte de las células inmunitarias al activar el supresor de sefializacion
de citocinas-3 o0 SOCS3, inhibiendo de esta manera el dafio tisular prolongado [73].

Los estudios acerca de la IL-10 en el cancer han demostrado que esta proteina
puede tener acciones duales protumorigénicas y antitumorigénicas dependiendo del
tipo y estadio del tumor. Se ha reportado que, niveles altos de esta citocina junto
con la IL-6 se asocian a un buen prondstico en neoplasias tempranas y
diferenciadas, donde la IL-10 parece favorecer la activacion y expansion de los
linfocitos CD8+, ademas de la secrecion de IFN-y y la generacion de anticuerpos
mediante la diferenciacién de células B; factores que promueven la muerte de las
células tumorales [73, 84].

No obstante, también se ha reportado el papel protumorigénico de la IL-10 a través
de la induccién de diversas células inmunitarias a fenotipos inmunosupresores entre
los cuales se destacan los TAM, los cuales favorecen la expresion de proteinas
antiapoptoticas y la activacion de la via STAT en células tumorales. Cabe sefialar
que se ha descrito una interrelacion estrecha entre la IL-10 y el receptor de muerte
programada 1 (PD-L1), la cual suprime la funcion de los linfocitos T citotoxicos, la
inhibicion de la presentacion antigénica, abatiendo la actividad antitumoral del
sistema inmune. Por lo anterior, la expresion de IL-10 en niveles avanzados del CM
se relaciona con un pobre prondstico [84-87]

IL-17

La IL-17 es otra citocina cuya unién con sus receptores, IL-17RAy IL17RC, genera
efectos proinflamatorios. Es secretada principalmente por los linfocitos Th17 ante el
estimulo de lalL-1 y la IL-23. Ademas, su participacion es esencial en la
cicatrizacion de heridas y la produccion de péptidos antimicrobianos (para combatir
infecciones bacterianas y fungicas) por los queratinocitos [88]. Puede ejercer
efectos quimiotacticos en diversas celulas inmunosupresoras como los neutrofilos
asociados al tumor (NAT) con la capacidad de suprimir la actividad citotéxica de las
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células T CD8+, efectos logrados a través de la induccién del factor estimulante de
colonias de granulocitos (G-CSF), de CXCL1 y CXCLS5, [89]. Ademas, la generacion
de la IL- 17 parece propiciar la proliferacion y malignidad de células tumorales a
través de cambios transcripcionales y postranscripcionales en diversas proteinas
implicadas en procesos de diferenciacion celular [90, 91]. Siendo de esperar que su
expresion se encuentre alta en tumores de alto grado histologico, luminal By CMTN
[91]

Por otra parte, la union de la IL-17 con sus receptores promueve la activacion de las
vias ERK1/2, NF-kB y C/EBP,JNK-c-JUN, NF-kB. Asi como la expresion del
oncogen c-fos y la activacion del factor de transcripcion AP-1 [90, 91]. Su actividad
también se ha relacionado con el incremento de la liberacion de MMP vy la
generacion sostenida de IL-6, que junto con el IFN-y y el TNFa propician una
inflamacion cronica dentro del TME. De manera similar tiene efectos sinérgicos con
el factor de crecimiento tumoral (TGF-B) para inducir la formacion de fibroblastos
asociados al tumor. Asimismo, se ha descrito su participacion con el EGFR,
promoviendo asi la reparacion del tejido tumoral expuesto a farmacos
antineoplasicos [90]. En conjunto, estos factores potencializan la supervivencia,
proliferacion, impasividad y metastasis del cancer, a tal punto que la concentracion
elevada de esta citocina en el CM es considerada un factor de mal prondstico.

INFy

IFNy es una citocina con funciones fisiolégicas variadas. Es producida ante el
estimulo de diversas ILs, antigenos tumorales o patégenos e incluso puede ser
inducida por el propio IFNy en un ciclo de retroalimentacion positiva. Las células
gue secretan esta citocina son principalmente células NK, NKT, linfocitos T,
macrofagos, fibroblastos, osteoblastos y células endoteliales [10].

El IFNy es reconocido por diversas estirpes celulares inmunes, en macréfagos, por
ejemplo, esta citocina estimula la eliminacion de patégenos y de células tumorales.
También, se le ha asociado con la inhibicion de la activacion del sistema
inmunolégico y el dafio tisular. Su interaccion con macréfagos favorece su
diferenciacion a un fenotipo M1 inflamatorio; mientras que en los linfocitos T,
conduce a una respuesta de tipo Thl. En el caso de linfocitos citotdxicos el IFNy es
responsable de la maduracion de estas células a linfocitos T CD8+ efectores. Es
importante mencionar que, el IFNy inhibe la diferenciacion de las células T a
subtipos supresores como las Treg o Th17 [92].

La unién del IFNy con su receptor desencadena la activacion de la via JAK/STATA1,
la cual promueve la transcripcion de diversos genes relacionados con la regulacion
del crecimiento celular. Esta via activa a las caspasas y genera apoptosis de las
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células tumorales. Ademas, se ha reportado que el IFNy en células tumorales activa
la via p16INK4a-Rb, responsable de inducir senescencia de las células tumorales.
Otro mecanismo descrito para el IFNy en células tumorales es que incrementa la
expresion de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad, evitando que
las células tumorales evadan la respuesta citotoxica por parte de las células del
sistema inmune. Sumado a esto, el IFNy genera también una mejor eficiencia
citotoxica en los linfocitos T CD8+ y es capaz de inhibir la angiogénesis al destruir
células endoteliales y regular de manera negativa al VEGF-A. Debido a lo
anteriormente mencionado, el IFNy se usa actualmente como adyuvante en
diversas terapias anticancerigenas [92].

Sin embargo, el efecto que el IFNy ejerce sobre las células tumorales depende de
diversos factores como la concentracién y el entorno. Estudios en cancer de pulmén
de células no pequefias demostraron que la exposicion de IFNy a bajas
concentraciones produce un efecto pro-cancerigeno, esto es debido a la expresién
de PD-1, y diversos mediadores de especies reactivas y las proteinas implicadas en
la apoptosis NOS, FAS, FASL e IDO en las células tumorales. Ademas, las bajas
concentraciones de esta citocina conducen a la activacion de la sefializacion
de ICAM1-PI3K-Akt-Notchl en células cancerosas teniendo en consecuencia la
generacion de células madre de cancer [92, 93].

TNFa

El TNFa es una citocina proinflamatoria con efectos en el metabolismo celular y la
angiogénesis. Es producido por macréfagos, algunas células mieloides y puede ser
generado también por células tumorales [10].

El TNFa tiene dos receptores TNFR1 y TNFR2, ambos se expresan en células
hematopoyéticas. La interaccion de los receptores con su ligando induce la
activacion de diversas vias de sefializacion, que desencadenan funciones anti o
protumorigénicas. El efecto de esta citocina en el cancer se asocia con la activacion
de la via PI3K /AKT y en consecuencia a un incremento en la proliferaciéon celular.
De manera conjunta con el factor de crecimiento tumoral (TGF-f3), las acciones del
TNFa contribuyen al desarrollo de la EMT al activar el factor de transcripcion NF-
kB.

El TNFa promueve ademas la expresion de MMPs y la estimulacion de otras
citocinas pro-inflamnatorias como la IL-8. También favorece la secrecion del VEGF-
A por los macrofagos generando una mejor proliferacidn, invasion y metéstasis de
la neoplasia.
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Los estudios acerca de la influencia de esta citocina en el CM indican que favorece
la invasividad de las células tumorales debido a la expresion aumentada de MMP,
genes relacionados con la EMT, ademas del aumento de la quimiocina CXCR-4
cuyo ligando , CXCL-12, se expresa en los 6rganos con mayor reporte de metastasis
en el CM. Incluso las acciones del TNFa se han relacionado con la disminucion de
la actividad de algunos genes supresores de tumores, por ejemplo, el gen KiSS1 o
la induccion de coactivadores transcripcionales, entre ellas TAZ, que favorecen la
autorrenovacion en las células neoplasicas EL TNFa también puede tener efectos
en el metabolismo celular, ya que incrementa la accién de enzimas con acciones de
desintoxicacion en especial la GST-m y , que se relaciona con la resistencia al
tratamiento con agentes quimioterapéuticos como la doxorrubicina [59, 60, 94-97].

TGFB

El TGFB es una citocina polipeptidica antiinflamatoria con un papel fundamental en
la embriogénesis, la homeostasis celular, la reparacion de tejidos y la
inmunorregulacion. Es elaborada por varias células inmunes y por células del
estroma ante el estimulo de proteasas, integrinas y otros ligandos. La unién del
TGFp con sus receptores (TRBI y TRBII) desencadena la activacion de la via Smad
y de manera no canlnica interviene en las rutas sefializadoras PI3K,
SHC/GRB2/SODS, PAR6 y TRAF4/6 [10, 98].

La participacion del TGF[ en la progresion del cancer depende en gran medida del
estadio del tumor. Con respecto al CM, se ha encontrado que, en etapas tempranas,
la expresion del TGF inhibe el crecimiento tumoral induciendo la apoptosis. Sin
embargo, esta condicion se revierte en etapas avanzadas y sobre todo en CM con
tipo TN; tipo de cancer donde la expresion de esta citocina se ha encontrado en
cerca del 40 % de los casos reportados de la neoplasia mamaria [99] EI TGF tiene
la capacidad de promover la EMT, la expresion de MMP-2 y MMP-9, y la expresion
de proteinas del citoesqueleto y de adhesion como la actina y la E-cadherina [10,
98]. La funcién del TGFB en cooperacion con otras citocinas se ha estudiado
ampliamente, por ejemplo, en conjunto con el VEGF induce la neovascularizacion.
El efecto de la IL-6 con el TGFB promueve la diferenciacion de linfocitos T en
fenotipos Th1l7 mientras que su colaboracion con CXCL1/2 y 3 media el
reclutamiento de TAMs al TME [59, 100].

De manera similar, se reporta que el TGF-B induce la expresion de factores
prometastasicos como la CXCR4 y la IL-11, las cuales facilitan la diseminacién 6sea
y pulmonar [101]. Aunado a esto, la migracién de las células neoplasicas se ve
incrementada debido a la transactivacion del EGFR mediante la via TGF /Smad3
y ERK/Sp1 [98].
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Otro punto importante en la progresion tumoral influenciado por el TGFB es su
funcion inmunosupresora y antiinflamatoria al disminuir la proliferacion y funcion de
linfocitos T, células NK y macréfagos. Ademas, favorece el reclutamiento de
fenotipos inmunosupresores como Treg, NAT CAF y MDSC en el ambiente
inflamatorio [98, 99, 102]. De manera que la presencia del TGFB en el TME implica
el crecimiento tumoral, la fibrosis y la metastasis en el CM [98, 99, 102].

En la Tabla 4 se enlistan diferentes citocinas mencionadas anteriormente, su accion
pro tumoral y los mecanismos asociados a estos eventos proliferativos y
metastasicos en células de CM.
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Tabla 4. Mecanismos pro tumorales de citocinas con funciones proy
antiinflamatorias en CM

Citocina Modelo Funcion mm) Mecanismos de accién asociados Referencia
Favorecimiento de la expresion de MMP,
e Macréfagos | Invasidony proteinas de adhesion, quimiocinas, EMT

(TAM) metdstasis . .
® Adipocitos  Sinergia conotras  IL-6, IL-8, IL-17, VEGF o e
(AAT) citocinas Bent 2018 [64]
e Llineas Troncalidad y Activacion de genes Smad/ID1, y vias [Té‘?"‘]’“a 2019
-1 o Cze;{”;asres- formacién de CSC ~ NOTCHy NF-kB Gelfo 2020(65]
+: - , N '
Inmunosupresiéon  Reclutamiento de Tregs, MSDC 5'65022%2[26%55]
u
TN: BT-20 en el TME : Liu 2018 [79]
Resistencia al Produccidn sostenida de NF-kB y AP 1
tratamiento
Activacién de vias de sefializacion:
e MDSC Aumento en la JAK/STAT3,PI13K, MAPK,MER-ERK
e Linfocitos proliferacion Aumento del ciclo celular en la Fase G1
CD4+ celular
e Fibroblastos
¢ Lineas Favorecimiento de la EMT y de la expresion
celulares: Invasiony de proteinas de movilidad Chi 1996 [70]
ER+:T47 metastasis Sasser 2007
MCF-7 B
Sinergia con otras - - [72]
IL-6 ADRrMCF-7 nere IL-1,1.-8, VEGF Ahmad 2018
citocinas il
2022
HER2+: SUM190 e

TN: HCC38/ 70/

Troncalidad y
generacion de
CsC

Activacién de via NOTCH, expresién de
genes c-myc, Bmi-1, Oct-4, SOX-2

Hartman 2014
[80]

1143/ 1937/
BT549 -
Hs578T Inmunosupresion Reclutamiento de Tregs y MSDC
MDA-MB-
231/436 Expresidn de proteinas antiapoptéticas
HS578T Expresion de genes de resistencia a
SuM149 . ) farmacos como MDR1
Re5|ste.nC|a al Produccién de NF-kB por tejido tumoral
tratamiento
Activacién de vias de sefializacién:
e Lineas PI3K,MAPK,MER-ERK,PLC/PKC, FAK, Rho
celulares: Aumento en la Aumento de ciclina D1
ER+:MCF-7 proliferacion Aumento del ciclo celular en la Fase S
. MDA-MB- celular
175/362/415
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T47D
ZR-75-1

Formacion de colonias independientes de

Liu 2016 [79]
Hartman 2014

Invasiony anclaje y disminucidn de E cadherina (801
HER2+: SKBr3 metdstasis Deng 2021 [81]
Ma 2017 [82]
TN: HCC38/70/ Sinergia conotras  |L-1, TNF-a, IL-6,VEGF
IL-8 1143/1806/ citocinas
1937 . » )
Troncalidad y Regulacion de via NOTCH
BT549 formacion de CSC
Hs578T
MDA-MB- - Reclutamiento de células
231/436/468 Inmunosupresion inmunosupresoras y células asociadas al
SUM159 cancer
Resistencia al Expresion de proteinas antiapoptdticas
tratamiento
e Células Metaéstasis a ganglios linfaticos en sinergia
inmunes Invasion y con la IL-18
e Lineas metastasis
celulares: Chang 2021
) . . [84]
L1 TN: MDA-MB- Sinergia con otras  TNF, IL-1, IL-6, IL-12, IL-18 Heckel 2011
] 231 Citocinas (En estadios avanzados del tumor) (85]
HTB126 Sheikhpour
Induccidn de fenotipos inmunosupresores 2019 [86]
i6 L, . . . Ma T 2021 [87
Inmunosupresion Disminucidn de proliferaciény activacion de 2 (87]
linfocitos CD8+
Resistencia al Expresidn de PD-L1 en células mieloides
tratamiento Expresién de Bcl-2 en células tumorales
Activacién de vias de sefializacion: ERK1/2,
e Linfocitos: Aumento en la NF-kB y C/EBP,JNK-c-JUN, NF-kB
Th17,CD8+,  proliferacion Expresiéon del oncogen c-fos mediado por
TYS, NKT celular TPL2
e Lineacelular
(modelo murino)  Invasiény Liberacién de MMP, Bv8
MA782 metastasis Du 2012 [83]
4T1 . . Karpisheh
IL-17 Sinergia con otras IL-1, IL-6, 1L-23, G-CSF, CXCL1, CXCLS5, IFN-y, @ 2022 [88]
: citocinas TNFa y TGF-B Coffelt 2014
. [89]
Troncalidad y Regulacién de la actividad de células madre = Zhaol2020
formacion de CSC Activacién del locus de progresién tumoral E’?:]] 2013 [91]

Inmunosupresion

Resistencia al
tratamiento

2 (TPL2)

células
factores

Reclutamiento de
inmunosupresoras  (NAT) vy
proinflamatorios

Reclutamiento de moléculas adaptadoras
como Actl y reparacion celular
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* NK Aumento en la Activacion de la via de sefializacion
e linfocitos T proliferacion JAK/STAT1
e Macréfagos  celular
e Fibroblasto Jz%rfgv[agnzc]mc
IFNy o células Troncalidad y Generacién de CSC mediante ICAM1-PI3K-  Gocher 2022
endoteliales = formacién de CSC = Akt-Notchl [93]
Resistencia al Aumenta expresion de IDO, FAS, PD-1 vy su
tratamiento ligando PD-L1 en las células inmunitarias y
transformadas
e Macréfagos  Aumentoenla Activacién de vias: PI3k/STAT, MAPK
o Ceélulas proliferacién Disminucién en la expresién de genes
mieloides celular supresores
Lineas celulares: cs:o'ri§021071[19[56]0]
.7 al
ER+: MCF-7 Invasiony Aumenta expresion de MMP y la EMT Martinez-Reza
metastasis 2017 [96]
TNFa  HER2+:BT474  Sinergiaconotras  TGF, VEGF, IL-8, CXCR.A Zhang 2018
TN: MDA-MB citocinas Mercogliano
' 231/4;68 ) Troncalidad y Sobre expresién de TAZ 2020 [94]
formacién de CSC
Inmunosupresion  Aumento en la actividad de células
supresoras
Resistencia al Sobreexpresién de moléculas que regulan la
tratamiento resistencia a la doxorrubicina (GST y BCRP)
Aumento en la Activacién de vias: SMAD, ERK, MAPK, PI3K,
e Células proliferacion SHC/GRB2/SODS, PAR6 y TRAF4/6
epiteliales celular
e (Células
ir?munitarias Favorecimiento de la expresion de EMT,  peng 2022 [98]
e Fibroblastos  |nvasiony MMP, proteinas de motilidad y Zarzynska 2014
TGFB ® Lineas metastasis remodelacién de citoesqueleto [59)
celulares de . . SenGupta 2021
cincerde | Sinergiaconotras  VEGF, CXCL1/2'y 3, CXCR4, FGF [100]
citocinas Drabsch 2011
mama _ [101]
ER+: MCF-7 Troncal.lfjad Y Regulaciéon de la cinética y expresién de = Ungerfroren
formacion de CSC  marcadores de células madre 2021 [102]
TN: M4, MDA- Inmunosupresion  Favorecimiento de fenotipos
MB-231 en el TME inmunosupresores y reclutamiento de TAN

Resistencia al
tratamiento

Supresién de proteina apoptética BIM

IL: Interleucina, TNF: Factor de necrosis tumoral, IFNy: interferén gamma, VEGF: Factor de
crecimiento endotelial vascular, NF-kB: Factor nuclear kB, NAT: neutréfilos asociados a tumor
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a que la TRH utilizada en la actualidad presenta mayor riesgo de producir
efectos adversos (trombogénicos y neoplasias), la busqueda de nuevos farmacos
mas seguros y eficaces que puedan ser empleados con esta finalidad es urgente y
necesaria. El 17B-AE pentolame se ha propuesto como un posible candidato en la
TRH con menores riesgos que los estrégenos de uso actual. Por lo que, el
conocimiento de los mecanismos de accion que involucran su interaccion con el
receptor GPERL1, relacionados con la proliferacion celular y la regulacion en la
expresion de citocinas que induzcan la metastasis del tumor mediante la generacién
de un microambiente proinflamatorio, seran cruciales para ofrecerlo como
alternativa al TRH.

HIPOTESIS

Se ha observado que el 173-AE pentolame induce una menor proliferacion celular
de células de CM de tipo luminal en comparacion con el estimulo con Ez, por lo que
se espera que la interaccion del pentolame con el GPER1 genere una menor
expresion de citocinas proinflamatorias en células de CM humano con diferentes
tipos moleculares en comparacion con el Ez.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la participacion del GPER1 en la proliferacion y la secrecién de citocinas
con acciones pro y anti inflamatorias en lineas celulares de cancer de mama con
distintos tipos moleculares expuestas al 17BAE pentolame, al E2, al agonista del
GPERL, el G1, de manera independiente o en combinacion con el antagonista del
GPER1, el G15.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Identificar la presencia del GPERL1 en diferentes lineas celulares de
CM

e Determinar las concentraciones de E2, pentolame y G1 en donde se
induzcan los mayores cambios proliferativos en células de cancer de
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mama con diferentes tipos moleculares. mediante curvas
concentracion-respuesta

e Determinar los niveles de secrecion de las citocinas IL-1, IL-4, IL-6, IL-
8, IL-10, IL-17, IL-18, TNFa, IFNy, y TGFB en células de cancer de
mama con diferentes tipos moleculares expuestas a pentolame, E2 o
G1 solos o en presencia del antagonista del receptor de estrogenos
membranal GPER1, G15.

e Realizar un interactoma de los procesos celulares involucrados en la
metéstasis de acuerdo con el perfil de citocinas modulado en las
células de CM utilizadas

MATERIALES Y METODOS
Reactivos

El 17B-estradiol (E2 o 1,3,5(10)-estratrien-3,173 diol), la sulforrodamina B, la
albumina sérica bovina y el &cido tricloroacético se adquirieron de Sigma Aldrich (St.
Louis, MO, EE. UU.). ElI 17B-AE, pentolame [17B-(5-hidroxi-1 pentolamina)-
1,3,5(10)-estratrien-3-ol)], se preparo en el laboratorio a partir de estrona de acuerdo
con métodos previamente reportados [103]. EI G15 fue adquirido de Tocris
Bioscience (Bristol, Reino Unido).

El E2, el pentolame y el G15 se disolvieron en etanol absoluto Merck, Darmstadt,
Alemania) en una solucion stock de 1x10-3 M para posteriormente realizar diluciones
seriadas. Todos los reactivos y medios de cultivo celular se adquirieron de Gibco
(Invitrogen Corporation, Waltham, MA, EE. UU.). La 7-aminoactinomicina D (7-AAD)
se obtuvo de BioLegend, San Diego, CA, EE. UU. Los kits para la medicion de
citocinas fueron obtenidos de R&B System Inc (Bio-Techne, Minneapolis, MN,
EE.UU): Human TGF-beta 1 DuoSet ELISA Catalogo #: DY240, Human TNF-alpha
DuoSet ELISA Catalogo #: DY210, Human IL-6 DuoSet ELISA Catélogo #: DY206,
Human IL-1 DuoSet ELISA Catalogo #: DY201, Human IL-10 DuoSet ELISA
Catalogo #: DY217B asi como del Kit LEGENDplexTM de Biolegend para las
citocinas: IL-18, IL-6,IL-8,IL-10,IL-17A, TNFa y IFNy .

Cultivo celular

Las lineas celulares de cancer de mama MCF-7, HCC1937 y SKBr3 fueron
obtenidas del banco celular ATCC (Manassas, VA, USA). Las células se sembraron
en medio RPMI adquirido de Gibco (Invitrogen Corporation, Waltham, MA, EE. UU.)
siguiendo las instrucciones del proveedor. Los medios se suplementaron con suero
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bovino fetal al 5 % inactivado por calor (Hyclone Laboratories Inc. (Logan, UT, EE.
UU.) y al 1% de penicilina / estreptomicina. Todos los cultivos celulares fueron
mantenidos a 37 °C con una atmosfera de COz al 5 % y 95 % de humedad.

Ensayos de proliferacion celular

Cada linea celular fue sembrada en placas de cultivo de 96 pozos a una densidad
de 2500 células por pozo. Posteriormente, las distintas lineas celulares se incubaron
en ausencia (0.1 % v/v de alcohol etilico) o presencia de concentraciones crecientes
de (1 x 10* M -1 x 107® M) de Ez, pentolame o G1, solos 0 en combinacién con
G15 (1 x 107® M), durante 72 horas. Cabe sefialar que los tratamientos se realizaron
en medio de cultivo suplementado con suero bovino fetal inactivado por calor y
tratado con carbdn/dextran. Posteriormente, el porcentaje de proliferacion celular se
cuantifico mediante el ensayo sulforrodamina B [104]. Para ello, las células se fijaron
con &cido tricloroacético al 10% durante una hora a 4 °C, se lavaron con agua y se
tiferon con sulforrodamina en acido acético en agitacion durante 20 minutos.
Finalmente, las células se lavaron dos veces con acido acético al 1 %; una vez
secos los pozos se adiciond Tris Base 10 mM y se ley6 la absorbancia a 492 nm.
Los experimentos se realizaron por triplicado en al menos tres ocasiones diferentes.

Expresion del GPER1 en las células tumorales

Para evaluar la expresion del GPER1 en las distintas lineas celulares, 18,000
células fueron sembradas en portaobjetos tratados para cultivo celular, a las 24
horas posteriores, las células fueron expuestas a la concentracion de 1x10® M de
E2, pentolame o G1 durante 72 horas. Al finalizar este periodo, las células fueron
fijadas con paraformaldehido al 2% (en PBS pH 7.1) durante 10 minutos. En
seguida, se lavaron con PBS, y usando Triton X-100 al 0.1 % (Sigma, St. Louis MO)
se permeabilizaron por 15 minutos. Posteriormente, las células fueron expuestas a
albumina de suero bovino al 1 % (Sigma, St. Louis MO) para el bloqueo de epitopes
inespecificos durante 2 horas. Una vez transcurrido este tiempo, las células se
incubaron con el anticuerpo policlonal de GPER1 (1:100) (N-15; Santa Cruz
Biotechnology) durante toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente fueron lavadas usando
PBS/albumina para incubar las células con el anticuerpo secundario durante 2
horas. Por ultimo, las células se montaron en medio de montaje con DAPI
Fluoroshield® (Sigma, St. Louis MO) y fueron almacenadas a 4 °C hasta su
visualizacion con un microscopio confocal Nikon A1R + STORM (Nikon Co.) Las
imagenes fueron capturadas con un objetivo de 20X. Para su visualizacion se usé
el software NIS Elements Viewer 4.2.
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Evaluacion de analitos solubles por ELISA

Para la medicibn de las citocinas se utilizé la técnica de analisis de
inmunoabsorbancia ligado a enzimas (ELISA), usando estuches comerciales
DuoSet ELISA de la marca R&D Systems (Bio-Techne, Minneapolis, MN, EE. UU)
para: TGF-B1 Catalogo No. DY240, TNF-a Catalogo No. DY210, IL-6 Catalogo No.
DY206, IL-1B/IL-1F2 Catalogo No. DY201 e IL-10 Catalogo No. DY217B. Asi como
el kit LegendPlex de Biologend.

La metodologia empleada para el andlisis de citocinas (Figura 2) fue la siguiente:
las lineas celulares fueron sembradas en cajas de 6 pozos en una densidad de
130,000 células por pozo y fueron expuestas a los tratamientos anteriormente
descritos, el medio de cultivo se recolectd a las 48 y 72 horas posteriores. Cada
citocina secretada fue cuantificada siguiendo los lineamientos descritos en cada
estuche comercial como se describe a continuacion:

Para comenzar, a placas de 96 pozos de alta adherencia a proteinas se adicionaron
100 pL de anticuerpo de captura, reconstituido y diluido a la concentracion de trabajo
correspondiente a cada citocina, dejando en incubacion a temperatura ambiente por
18 horas. Posteriormente, la placa fue lavada con solucién de lavado y bloqueada
con albumina por 1 hora. Al terminar este periodo, se repitio el lavado e
inmediatamente se adicionaron 100 uL de los estandares para construir la curva de
calibracion y las muestras a evaluar, las cuales se incubaron durante 2 horas. A
continuacion, se lavaron las placas y se colocé el anticuerpo de deteccion, tras 2
horas de incubacién se lavaron y se adicioné estreptavidina conjugada con
peroxidasa de rabano (estreptavidina-HRP por sus siglas en inglés; horseradish
peroxidase) incubando la placa por 20 minutos. Después de un ultimo lavado, se
adiciond la solucion sustrato (mezcla 1:1 de reactivo color A, H202, y reactivo de
color B, tetrametilbencidina) por 20 minutos mas, con lo cual, se llevé a cabo la
reaccion colorimétrica que fue detenida al adicionar 50 uL de solucién de paro
(2NH2S0O4). Durante el procedimiento cada placa fue protegida de la luz. Para
determinar la absorbancia de cada muestra, las placas fueron leidas a 450 nm
usando un lector de placas Multiskan de Labsystems, cuyos datos obtenidos por la
lectura derivada de la coloracion, fue directamente proporcional a la concentracion
de citocina presente en cada muestra con base a la curva estandar. Los limites de
deteccidn para cada citocina fueron: TGF-B1 (31.2 a 2000 pg/mL), TNF-a (15.6 a
1000 pg/mL), IL-6 (9.37 a 600 pg/mL), IL-1B/IL-1F2 (3.91 A 250 pg/mL) e IL-10 (31.3
a 2000 pg/mL).
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Evaluacion de analitos solubles por citometria de flujo

Para este ensayo se prepararon previamente los reactivos a usar (Figura 3a) y se
utilizaron Unicamente los sobrenadantes provenientes de cada linea celular
sembrada a una densidad de 130,000 células por pozo en placas de 6 pozos, las
cuales fueron expuestas a los tratamientos independientes de pentolame, E2, G1y
G15 o su combinacién con G15 por 72 horas. Posterior a este periodo, el
procedimiento (Figura 3b) se realizé en una placa de 96 pozos con filtro , donde
cada pozo fue humedecido con 100 pL de solucién amortiguadora de ensayo
utilizando el kit de LegendPlex, posterior a 1 minuto, se elimind el reactivo mediante
filtracion con vacio. Se procedié a colocar 25 uL de la solucién anterior, seguido de
25 pL de estandar y 25 pL de cada muestra en los pozos correspondientes para
después agregar a cada pozo 25 pL del anticuerpo de captura (Mixed beads, el kit
de perlas individuales unidos a anticuerpos especificos para las citocinas: IL-1f, IL-
6,IL-8,IL-10,IL-17A, TNFa y IFNy). Una vez cargadas las placas con los volumenes
anteriores, estas fueron selladas y protegidas de la luz por 2 horas en constante
agitacion. A continuacion, los pozos fueron lavados con 200 pL de solucion
amortiguadora de lavado y secadas mediante la aplicacion de vacio. Después, se
repitid el lavado e inmediatamente se adicionaron 25 pL de los anticuerpos de
captura, los cuales constan de anticuerpos biotilinados para generar conjugados
tipo sdndwich, de anticuerpos de deteccidn de perlas de captura-analito. Las placas
fueron selladas y cubiertas de la luz para incubarse durante 1 hora mas.
Posteriormente, a cada pozo se le agreg6 25 uL de ficoeritrina-estreptavidina (SA-
PE) por 30 minutos, cuya finalidad es unirse al anticuerpo biotilinado y marcar al
conjugado, para que mediante la fluorescencia interna de la PE se logre la
cuantificacion del analito. Mas adelante, se colocaron 150 uL de buffer de lavado a
cada pozo para eliminar cualquier agregado no especifico.

Para finalizar, se transfirieron las muestras a tubos micro-FACS y se procedio a leer
en el citdmetro de flujo BD ACCURI 6C PLUS un total de 1000 A 5000 eventos por
muestra. Los limites de deteccidén para cada citocina fueron de 1. pg/mL a 10,000
pg/mL.
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Las diferencias estadisticas entre los grupos se determinaron empleando la ANOVA
de una via, seguida de la prueba de Tukey, considerando un valor p < 0.05. Para el
analisis se utilizd el software especializado Sigma Stat 3.5.Todos los valores se
desviacién estandar (S.D.). Se realizaron tres

expresan como
repeticiones de cada muestra estudiada.

la media

+
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RESULTADOS

Expresion del GPERL1 en las células tumorales

En la Figura 4 se muestra la expresion del GPER1 por microscopia confocal en los
tres tipos de lineas celulares de CM utilizadas en este trabajo, las cuales fueron
expuestas a Ez, pentolame, G1 y G15.

La linea MCF-7 representa el tipo luminal de CM, se aprecia como la expresion del
GPERL1 se encuentra en los diferentes tratamientos. La presencia del GPER1 se
encontré en la membrana plasmatica y en nucleo celular. De manera interesante, la
exposicion de las células al G15 provoc6é una disminucién de la expresion del
receptor. En la linea celular SKBr3, la cual representa el tipo HER2 enriquecido del
CM, se observo una tincibn membranal y nuclear, similar a la encontrada en la linea
luminal. Es interesante mencionar, que el tratamiento con pentolame parece
disminuir la expresion del receptor GPER1 en comparacion con el vehiculo y con el
Eo.

Finalmente, en la linea HCC1937, la cual es un tipo de CMTN, también se encontr
la presencia del GPER1 a nivel membranal y nuclear. Cabe destacar que la
exposicion de estas células al vehiculo y al E2 muestran una expresion marcada en
comparacion con los tratamientos de pentolame y G1. Ademas, el tratamiento con
el G15 mostré una disminucién drastica de la expresion del receptor en comparacion
con los demas tratamientos y con las otras lineas celulares.

Proliferacién celular

La Figura 5 muestra el porcentaje de proliferacion celular de la linea MCF-7
expuesta a curvas concentracion-respuesta de E2, pentolame y G1. El tratamiento
con E2 generd un claro incremento de la proliferacién celular, principalmente en las
concentraciones de 1x10'! M hasta 1x10® M. El tratamiento con pentolame no
mostré cambios significativos para inducir la proliferacion en comparacién con el
vehiculo o con el tratamiento con E2. Es importante mencionar, que el tratamiento
con G1 disminuyd la proliferacion celular en comparacion con las concentraciones
equimolares de los otros tratamientos con E2 y pentolame.
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Figura 4. Expresion del receptor GPER1 en 3 lineas de CM representativas de cada subtipo
molecular: MCF-7 (Luminal), SkBr3 (HER2+) y HCC1930 (CMTN) ante el estimulo de E-
(Estradiol), PE (17B-AE pentolame), el agonista del GPER1, el G1 y el antagonista del
GPER1, el G15.
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Figura 5. Proliferacion celular de la linea MCF-7 ante el estimulo de E,, PE (178 AE
pentolame) y el agonista del GPER1, el G1. Cada barra representa el promedio * la
desviacion estdndar de tres experimentos de manera independiente. Significancia
estadistica posterior a un ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Tukey; valor
de p < 0.05. Cddigo de significancia estadistica: diferencia vs. Vehiculo a concentraciones
equimolares, b: diferencia vs. E2 a concentraciones equimolares. Los datos fueron
normalizados contra el vehiculo

En la Figura 6 se presentan las curvas de concentracion-respuesta para la linea
celular SKBR3 expuesta a E2, pentolame y G1. De manera general, los tratamientos
de E2 y pentolame inhiben la proliferacion celular mientras se incrementa la
concentracion. Es de notar que, el tatamiento con G1 desde concentraciones muy
bajas indujo disminucion de la proliferacion celular cercana al 40 %, manteniendo
este mismo efecto a concentaciones mayores.
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Figura 6. Proliferacion celular de la linea SKBr3 ante el estimulo de E,, PE (178 AE
pentolame) y el agonista del GPER1, el G1. Cada barra representa el promedio * la
desviacion estdndar de tres experimentos de manera independiente. Significancia
estadistica posterior a un ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Tukey; valor
de p < 0.05. Codigo de significancia estadistica. a: diferencia vs. vehiculo a
concentraciones equimolares. Los datos fueron normalizados contra el vehiculo.

La Figura 7 muestra las curvas concentracién-respuesta para la linea celular
HCC1937 expuestas a E2, pentolame y G1. Se observa que ninguno de los
tratamientos mostré6 tendencia significativa para aumentar o disminuir la
proliferacion celular, a excepcion de Ez y G1 a concentraciones elevadas.
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Figura 7. Proliferacion celular de la linea de CM HCC1930 ante el estimulo de Ez, PE(178
AE pentolame) y el agonista del GPERL1, el G1. Cada barra representa el promedio * la
desviacion estdndar de tres experimentos de manera independiente. Significancia
estadistica posterior a un ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Tukey; valor
de p < 0.05.. Cdédigo de significancia estadistica: diferencia vs. Vehiculo a concentraciones
equimolares, b: diferencia vs. E, a concentraciones equimolares. Los datos fueron
normalizados contra el vehiculo.

Derivado de los estudios de proliferacion descritos anteriormente, donde no hubo
diferencias significativas de manera concentracién-respuesta con ninguno de los
tratamientos, se decidio trabajar con concentraciones equimolares de Ez, pentolame
y G1, tomando como referencia la concentracion de 1x10® M para los experimentos
subsecuentes. Cabe sefalar que esta concentracion esta cercana al rango
fisiologico reportado para el Ez en el suero de mujeres en edad reproductiva.

Ademas, para evaluar el papel del GPER1 por su interaccion con el pentolame en
el crecimiento celular de distintos tipos de lineas celulares de CM, se utilizd el
tratamiento del antagonista del GPER1, el G15 de manera individual o en
combinacion con el pentolame, se consideraron también esquemas combinados de
G15 con E2 y G1 para poder realizar sus respectivas comparaciones.
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Porcentaje de proliferacion celular

Papel del GPERL1 en la proliferacion celular

En la Figura 8A se muestran los tratamientos individuales de E2, pentolame, G1,
G15 de manera independiente y en esquema combinado en la linea MCF-7. Se
puede observar como la adicién del antagonista del GPER1, el G15, disminuy6
significativamente la proliferacion celular en los tratamientos con Ez y G1, sin
cambios aparentes en su combinacion con el pentolame.

En la Figura 8B y 8C se muestran los efectos sobre la proliferacién celular de los
tratamientos individuales o en combinacion con G15 en la linea SKBR3 y HCC1937.
Para la linea SKBr3 ninguno de los tratamientos tuvo efectos significativos sobre la
proliferacion celular. En el caso de la linea celular HCC1937, la adicion de G15 a E2
muestra una tendencia para disminuir el porcentaje de proliferacion celular.
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Figura 8. Proliferacion celular de 3 lineas de CM representativas de cada subtipo molecular:
a) MCF-7 (Luminal), b) SkBr3 (HER2+) y ¢) HCC1930 (CMTN) ante el estimulo de E», PE
(178 AE pentolame) y el agonista del GPER1, el G1 y el antagonista del GPER1, el G15
(solo o en combinacién con los tratamientos). Cada barra corresponde al promedio més la
desviacion estandar de 5 experimentos independientes. Significancia estadistica posterior
a un ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Tukey; valor de p < 0.05. a:
diferencia vs. E,, b: diferencia vs. G1.
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Con los datos anteriormente mostrados, donde solamente la linea MCF-7 tiene
algunos resultados significativos, no podria concluirse que el GPER1 este o no
directamente implicado en la proliferacion celular de las lineas de CM utilizadas en
este trabajo. Sin embargo, debido a que la participacién de este receptor no se ha
investigado en la modulacion de citocinas pro y anti inflamatorias en CM, nosotros
decidimos evaluar la expresién de distintas moléculas asociadas con el proceso
inflamatorio, debido a que su presencia se ha asociado con la induccion de
metastasis.

Modulacion de la expresion de citocinas asociadas al proceso inflamatorio
por efectos del GPER1

La Figura 9 muestra los niveles de expresion de la IL-6 en los tres tipos de células
de CM. En la linea MCF-7 se observd que el tratamiento con E2 indujo mayor
expresion de la citocina en comparacion con el vehiculo y los tratamientos de
pentolame y G1. El tratamiento con G15 mostro inducir la secrecién de esta citocina
en niveles similares a las encontradas con la exposicion a Ez, y las combinaciones
de Ez, pentolame y G1 con el G15 mostraron disminuir la secrecion de la IL-6 en
alrededor del 30 %.

Para la linea celular HCC1937 se encontrd que los tratamientos con E2, pentolame
y G1 disminuyeron la secrecion de la IL-6 en comparacion con el vehiculo,
existiendo una diferencia mayormente significativa cuando las células fueron
expuestas al G1. El uso del G15 incrementd la liberacién de esta citocina en
comparacion con el vehiculo, el pentolame y G1. De manera interesante, las
combinaciones del Ez, el pentolame y G1 con G15 mostraron disminuir la secrecion
de la IL-6 nuevamente en alrededor del 30 %.

En cuanto a la linea SKBr3, los resultados indicaron que la secrecion de la IL-6 en
estas células no fue modificada por ninguno de los tratamientos individuales o en
combinacion.
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Figura 9. Expresion de la IL-6 en los tres subtipos moleculares de CM: MCF-7 (Luminal),
SkBr3 (HER2+) y HCC1930 (CMTN) ante el estimulo de E,, PE(17B AE pentolame) y el
agonista del GPERL1, el G1 y el antagonista del GPERL1, el G15 (solo o en combinacién con
los tratamientos. Cada barra representa el promedio + la desviacion estandar de tres
experimentos de manera independiente. Significancia estadistica posterior a un ANOVA de
una via seguido de la prueba post hoc de Tukey; valor de p < 0.05.. Codigo de significancia
estadistica. a: diferencia vs. vehiculo, b: diferencia vs. E2, c:diferencia vs. PE, d: diferencia
vs. G1, e: diferencia vs. G15

La Figura 10 muestra los niveles de expresion del TGF en los tres tipos de células
de CM. En la linea MCF-7 se observd que el tratamiento con E2 indujo aumento
significativo de la expresion de esta citocina en comparacion con el vehiculo y los
tratamientos de pentolame y G1, tendencia similar a la observada para la IL-6 en
esta misma linea. De manera interesante, el tratamiento con pentolame y G1 mostré
reducir la secrecion del TGFf en alrededor del 25 %, mientras que el G15 inhibié6 la
secrecion de la misma en 65 % en comparacién con el tratamiento de E2. Cabe
sefalar que, los esquemas de combinacion de Ez, pentolame y G1 con el G15
disminuyeron la secrecion de esta citocina en comparacion con los tratamientos de
manera independiente.

En las células HCC1937 el tratamiento con E2 no mostré cambios significativos para
aumentar o inhibir la secrecion del TGF[3, mientras que la exposicion de pentolame
y G15 inhibié la secrecion de esta citocina de manera significativa en comparacion
con el vehiculo, E2 y G1. De manera interesante, la combinacion de G15 con Ez no
mostré6 cambios con respecto al efecto mostrado por el E2. Sin embargo, la adicion
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del antagonista G15 con pentolame y G1 tuvo efectos inhibitorios en la secrecion
del TGF[ al compararlos con los tratamientos de manera independiente.

Se encontro que los tratamientos con Ez, pentolame y G1 disminuyeron la secrecion
de la IL-6 en comparacion con el vehiculo, existiendo diferencia mayormente
significativa cuando las células fueron expuestas al G1. El uso del G15 incremento
la liberacion de esta citocina en comparacion con el vehiculo, el pentolame y G1.
De manera interesante, las combinaciones del Ez, el pentolame y G1 con G15
mostraron disminuir la secrecion de la IL-6 nuevamente en alrededor del 30 %.

De manera interesante, en la linea celular SKBR3, los tratamientos individuales de
E2, pentolame y G1 de manera independiente o en combinacion con el antagonista
del receptor mostraron inhibir la secrecion de esta citocina, aunque solamente el
bloqueo del GPERL, con la adicion del G15, ocasioné diferencia significativa en el
tratamiento del G1.
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Figura 10. Expresion del TGFp en los tres subtipos moleculares de CM: MCF-7 (Luminal),
SkBr3 (HER2+) y HCC1930 (CMTN) ante el estimulo de E»,PE(173 AE pentolame) y el
agonista del GPERL1, el G1 y el antagonista del GPER1, el G15 (solo o en combinacién con
los tratamientos. Cada barra representa el promedio + la desviacién estandar de tres
experimentos de manera independiente. Significancia estadistica posterior a un ANOVA de
una via seguido de la prueba post hoc de Tukey; valor de p < 0.05. Cédigo de significancia
estadistica: diferencia vs. vehiculo, b: diferencia vs. E», c:diferencia vs. PE, d: diferencia vs.
G1, e: diferencia vs. G15.

50



Es importante mencionar que también se evaluaron otras citocinas implicadas en
procesos de inflamacién como la IL-1B3, IL-10 y el TNFa, sin embargo, la expresion
de estas citocinas no fue detectada en ninguno de los sobrenadantes, ya que los
rangos de concentracion detectados en la curva estandar se encontraron por debajo
de los valores de referencia de los kits correspondientes.

No obstante, y debido a que el panel de ELISA tradicional no detectd la secrecion
de algunas citocinas, se decidié ampliar el estudio usando una determinacién de
analitos solubles a través de la identificacion con fluorescencia. Cabe destacar que
el panel ampliado se decidio evaluar en los sobrenadantes de las células MCF-7 y
HCC1937, ya que en estas lineas fue donde mayor expresion de citocinas se
observé con la técnica de ELISA convencional.

Con la técnica de analitos solubles por fluorescencia se analizo la expresion de las
siguientes citocinas: IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17A, IFNy, e TNFa. Es importante
mencionar que, de las citocinas analizadas, Unicamente se detecto la expresion de
la IL-6, IL-8, IL-10 y la IL-17. Los niveles de expresion de la IL-13, el IFNy, y el TNFa
no fueron detectados en los sobrenadantes de ambas lineas celulares. En estos
experimentos la IL-6 fue la proteina mayormente detectada.

En la Figura 11 A) se observan los niveles de expresion de la IL-6 en los
sobrenadantes de las lineas celulares de CM utilizadas. Para la linea MCF-7, la
exposicion a Ez indujo incremento significativo en la secrecion de esta citocina con
respecto al vehiculo. De manera interesante, los tratamientos con pentolame o G1
disminuyeron los niveles de expresion de la IL-6 en comparacién con los inducidos
por el E2. La combinacion de G15 con E2 mostré disminuir los niveles de esta
citocina en comparacion con el tratamiento de E2 solo, mientras que la combinacion
de G15 con pentolame o G1 mostré incrementar los niveles de expresion de esta
citocina en comparacion con el vehiculo o con los tratamientos de manera
independiente. Se destaca que, el efecto generado con el tratamiento de G15 causoé
el mayor decremento en la expresion de la IL-6, cercano al 50 % en comparacion
con el vehiculo y 65 % con respecto al tratamiento de E2.

En las células HCC1937, Figura 11 B, se observé aumento en la expresion de la IL-
6 con los tratamientos de E2 y G1 en comparacion con el vehiculo, mientras que, el
tratamiento con el pentolame no modificé los niveles de expresion de esta citocina
en comparacion con el vehiculo. De manera interesante, las combinaciones con el
G15 parecen incrementar los niveles de expresion de la IL-6, efecto contrario al
observado con la exposicién del G15 solo.

Ademas, es importante mencionar que, de manera general los efectos del E2, el
pentolame y G1 de forma independiente muestran tendencia similar en ambas
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lineas, asimismo, el G15 mostré un efecto inhibidor de esta citocina. Por otro parte,
los niveles de expresion de la IL-6 fueron mayores en la linea celular HCC1937 que
corresponde a un fenotipo mayormente agresivo.

A) MCE-7 B) HCC1937
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Figura 11. Expresion de la IL-6 en A) células MCF-7 y B) células HCC1937 expuestas al
vehiculo (Vh), al E2, al pentolame (Pent),el agonista del GPERL1, el G1; y el antagonista del
GPER1, el G15 (solos 0 en combinacion). La cuantificacion se llevo a cabo mediante el
ensayo MULTIPLEX (medicion de analitos solubles por citometria de flujo). Cada barra
representa el promedio + la desviacién estandar de tres experimentos de manera
independiente. Significancia estadistica posterior a un ANOVA de una via seguido de la
prueba post hoc de Tukey; valor de p < 0.05. Cddigo de significancia estadistica; a vs Vh;
b vs. Ez; c vs. Pent; d vs. G1; e vs. E+G; fvs. P+G; g vs. G+G; h vs. G15.

La Figura 12 A) muestra que el tratamiento con E2 indujo incremento importante en
la secrecién de la IL-8, efecto que no se observé con la exposicion al pentolame o
al G1. El uso del G15 en combinacion con Ez inhibio revirtié significativamente la
secrecion de esta citocina a la inducida por el E2. Ademas, la adicién del G15 al
pentolame o al G1 mostro inhibir la secrecion de la IL-8 en comparacion con la
administracion de pentolame o G1 de manera independiente. Al igual que en los
niveles de expresion de la IL-6 para la linea MCF-7, el tratamiento con el G15 mostro
reduccion significativa en los niveles de expresion de la IL-8 a la inducida por el Ez,
el pentolame o el G1.

La Figura 12 B) muestra los resultados obtenidos en la linea celular HCC1937. La
expresion de la IL-8 fue aumentada significativamente en los tratamientos de Eoz,
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G1, G15, asi como en todos los esquemas combinados con G15. De manera
interesante, el tratamiento con el pentolame no mostré6 cambios significativos en la
expresion de esta citocina en comparacion con el vehiculo. Se destaca que, los
niveles de la IL-6 con el pentolame son alrededor de 3 veces menores que los
exhibidos por el E2. También es importante recalcar que el tratamiento con el G15
indujo la expresion de IL-8 en alrededor de 6 veces mas en comparacion con el
vehiculo y el pentolame y 2.5 veces mas en comparacion con el Eo.

Al igual que la expresion de la IL-6, los rangos de expresion de la IL-8 son mayores
en la linea celular HCC1937.
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Figura 12. Expresion de la IL-8 en A) células MCF-7 y B) células HCC1937 expuestas al
vehiculo (Vh), al E;, al pentolme (Pent) ,el agonista del GPERL1, el G1; y el antagonista del
GPER1, el G15 (solos 0 en combinacion). La cuantificacion se llevo a cabo mediante el
ensayo MULTIPLEX (medicion de analitos solubles por citometria de flujo). Cada barra
representa el promedio + la desviacion estandar de tres experimentos de manera
independiente. Significancia estadistica posterior a un ANOVA de una via seguido de la
prueba post hoc de Tukey; valor de p < 0.05. Cédigo de significancia estadistica; a vs. Vh;
b vs. Ez; c vs. Pent; d vs. G1; e vs. E+G; fvs. P+G; g vs. G+G; h vs. G15.

Los niveles de expresion de la IL-10 fueron detectados en ambas lineas celulares,
sin embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas.

La Figura 13 muestra los niveles de expresion de la IL-17A en la linea celular A)
MCF-7y B) HCC1937. Para la linea celular MCF-7 el tratamiento con el E2, asi como
su combinacion con el G15 mostraron niveles de expresiéon de esta citocina
similares a los del vehiculo (1400 pg/mL). Los tratamientos de pentolame y el G1
solos o0 en combinacion con el G15 mostraron una tendencia para disminuir los
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niveles de expresion de la IL-17A. De manera interesante, el tratamiento con el G15
mostro inhibir significativamente los niveles de esta proteina en comparacién con el
vehiculo y el E2, aunque sin cambios con el resto de los tratamientos.

En la linea celular HCC1937 expuesta al E2, al G1 y al G15, asi como a la
combinacion de E2+G15 indujo un aumento significativo de los niveles de expresion
de la IL-17A en comparacion con el vehiculo. El tratamiento con pentolame solo o
en combinacion con G15, asi como la combinacion de G1+G15 no mostré modular
la expresién de esta citocina.
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Figura 13. Expresion de la IL-17A en A) células MCF-7 y B) células HCC1937 expuestas al
vehiculo (Vh), al Ez, al pentolame (Pent) ,el agonista del GPER1, el G1; y el antagonista del
GPER1, el G15 (solos o en combinacién). La cuantificacion se llevé a cabo mediante el
ensayo MULTIPLEX (medicion de analitos solubles por citometria de flujo). Cada barra
representa el promedio + la desviacion estandar de tres experimentos de manera
independiente. Significancia estadistica posterior a un ANOVA de una via seguido de la
prueba post hoc de Tukey; valor de p < 0.05. de significancia estadistica; a vs Vh; b vs Ey;
c vs. Pent; d vs. G1; e vs. E+G; fvs. P+G; g vs. G+G; h vs. G15.

Derivado de las mediciones en las citocinas anteriormente descritas, se determiné
que la expresion de la IL-6, IL-8, IL-17A y TGFp tuvieron cambios significativos en
los dos tipos de lineas celulares de CM empleados. En la Figura 14 se puede
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observar un mapa de calor donde se grafica la expresion de estas citocinas en
ambos tipos celulares para los tratamientos individuales, lo anterior, con el objeto
de visualizar de manera precisa el incremento o decremento de las citocinas ante
los estimulos ya mencionados y comparando entre si las lineas celulares MCF-7 y
HCC1937.

La Figura 14 A) corresponde a las células MCF-7, en donde se observa que el E2
es el mayor inductor de la secrecion de citocinas, sobre todo de la IL-6, seguida por
el TGFB y la IL-8. La expresion de la IL-17A también es aumentada por el
tratamiento con E2, aunque el incremento es menor en comparacion con los otros
estimulos. El pentolame y el G1 mostraron disminuir la secrecion de todas las
citocinas evaluadas. Finalmente, el G15 mostro reducir los niveles de expresion de
estas moléculas, mostrando un efecto mayor en la IL-6 y el TGFB, donde el
decremento fue cercano al 50 %.

Con relacién a la linea celular HCC1937, Figura 14 B), el E2 y el G1 fueron los
mayores inductores de la expresion de la IL-6, mientras que el tratamiento con
pentolame y el G15 muestra reducirla. Los niveles de expresion de la IL-8 fueron
incrementados por los tratamientos de E2, G1 y en mayor medida por el G15, el
pentolame no mostro favorecer la expresion de la IL-8. Por otro lado, todos los
tratamientos indujeron la expresion de la IL-17A en comparacién con el vehiculo.
Finalmente, los niveles de expresion del TGFB fueron mayormente generados por
el pentolame, mientras que el estimulo del G1 y el E2 tuvieron una tendencia similar
a la exhibida por el vehiculo. Y el tratamiento con G15 tuvo el mayor efecto inhibidor
para el TGF.

55



A)

Rangos de expresién 50,000 — 400,000 pg/ml Rangos de expresion 200 - 1,500 pg/ml

400000
201484 | 102322 Vh
406492 156257 300000 E2
1000
127612
200000
242199
500

100000

o .

IL-6 IL-8 IL-17 TGFpg

B)

Rangos de expresion 50,000 — 600,000 pg/ml  Rangos de expresion 400 - 1,500 pg/ml

512716 Vh
1200
741750 = 215669 600000 E2
1000
608191 Pent
400000
800
799166 207709 G1
200000
600

424882 536743

G15

IL-6 IL-8 IL-17 TGFB

Figura 13. Mapa de calor que muestra los niveles de las citocinas IL-6, IL-8, IL-17 y TGFf3
en A) células MCF-7 y B) células HCC1937 expuestas a E,, Pent, G1 y G15 Rojo: expresion
aumentada, gris: expresion disminuida. Rangos de expresion entre 50,000 — 400,000 pg/mL
y 200 — 1,500 pg/mL.
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Andlisis bioinforméatico del interactoma de la expresion de citocinas
proinflamatorias

TGFBR2

8 Nodo coloreado: Proteina de consulta y primera capa de interactores

Interacciones conocidas Interacciones previstas Otros

()De bases de datos
seleccionadas
(_=={_ Determinado

experimentalmente ( )—{ ) Co-ocurrencia de genes

~ L Genes vecinos ® Extraccidn de textos

()—{_ Fusiones de genes @ Coexpresion
p— -

() Homologia de proteinas

Figura 15. Red de interaccién citocina-citocina (y sus receptores) de las citocinas
sobreexpresadas en los dos tipos de lineas celulares de CM empleados: MCF-7 (Luminal)
y HCC1937 (CMTN). El gréfico se llevé a cabo mediante la base de datos String.
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DISCUSION

En la seccién introductoria se indicé que la exposicion prolongada al E2 tiene un
papel importante en el desarrollo y crecimiento de neoplasias dependientes de
estrogenos, entre los que destaca el CM. Por lo anterior, nuestro grupo de trabajo
investiga el desarrollo de andlogos estructurales del E2, entre los cuales se
encuentran los 173 aminoestrégenos y su posible uso y aplicacion como alternativas
de TRH [4, 8, 19, 20, 103] Entre ellos, se decidi6 evaluar los efectos del compuesto
pentolame sobre la proliferacion celular y secrecion de citocinas a través de su
interaccion con el receptor GPERL1 en distintos tipos celulares de CM.

Es importante mencionar que existe amplia evidencia cientifica acerca de las
acciones bioldgicas del E2 en CM por su interaccidon con receptores nucleares y
membranales [5, 28, 31, 105, 106]. Sin embargo, los mecanismos de accion y
efectos celulares atribuidos al receptor GPER1 aun son escasos. El GPER1 media
efectos no gendmicos, y de esta manera impulsa la proliferacion tumoral, la
invasividad, la metastasis y la recurrencia del CM, principalmente de tipo luminal [5,
21-29, 56]. Pero sus efectos en este y en otros tipos de CM relacionados con la
promocion de un ambiente proinflamatorio no han sido explorados en
investigaciones previas. Es por ello que, el objetivo del presente trabajo
correspondio a evaluar los efectos anti o proinflamatorios inducidos por la unién del
pentolame al GPER1 y comparar sus efectos con agonistas o0 antagonistas
especificos de este receptor en diferentes tipos celulares de CM.

Conforme a lo reportado en la literatura en muestras de pacientes con CM, nosotros
corroboramos la presencia del GPER1 en las distintas lineas celulares de CM. Es
importante mencionar que la presencia de este receptor se encontr6 a nivel
membranal y nuclear. Los hallazgos anteriores concuerdan con los estudios de
estrogeno fisiologico predominante en mujeres y con mayor afinidad por los
receptores de estrégeno nucleares Revankar et al donde se observo la expresion
del receptor GPERL1 en el reticulo endoplasmico y en el aparato de Golgi de células
MCF-7, SKBr3 y en menor medida en células MDA-MB-231, otra linea celular de
CM TN [31]. De manera similar, los estudios de Hsu demostraron, mediante
microscopia confocal, la expresion del GPERL1 en el nacleo de las células MCF-7
[21].

Por otro lado, los resultados relacionados con los efectos proliferativos del E:z
mostraron que esta hormona incrementa la proliferacion celular, especialmente en
la linea MCF-7 correspondiente a un tipo luminal. Este resultado es similar a los que
se obtuvieron anteriormente en el laboratorio al exponer células MCF-7 con E2 a
concentraciones de 1x10'* hasta 1 x 10° M por 72 horas [5, 19]. Al respecto,
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diversos estudios han propuesto algunos mecanismos para explicar el efecto
proliferativo en las células luminales: Segun los resultados de Revankar, la
expresion del GPER1 en células MCF-7 es mayor en comparacion con las lineas
celulares HER2 enriquecida y TN [31]. Los trabajos de Filardo y Prossnitz con la
misma linea celular demostraron que la sefalizacion E2/ GPER1 en concentraciones
de 1 nM activa diversas vias de sefalizacion como MAPK, ERK1/2, PI3K, la
movilizacion de calcio intracelular, ademas de la transactivacion del EGFR y la
regulacion a la alza de oncogenes [22, 23]. De manera similar, el estimulo de las
células luminales a una concentracion de E2 de 10> M hasta 10° M indujo una
sobreexpresion de la ciclina E [39,40] y de ciclina D1 [41], dependiente de la
concentracion; este mayor procesamiento de las proteinas reguladoras del ciclo
celular se asocia a la tumorigénesis [39,40,41]. Aunado a esto, el trabajo de Yang
con células MCF-7 tratadas en concentraciones de 5, 10 y 100 nM de E2, demostré
que este ligando activa el GPER1 y a través de esta sefializacidon se regula
negativamente la expresion del miR-124, un microARN cuya labor es inhibir la
expresion de proteinas asociadas a la proliferacion y movilidad celular,
particularmente la traspanina CD151 [5].

Por lo que, acorde a los resultados obtenidos, la estimulacion de las células MCF-7
con E2 y a través del GPER1 conduce a una mayor proliferacién celular, mediada
por la activacion de vias de sefializacion y oncogenes, la desregulacion del ciclo
celular y la induccion en la expresion de proteinas asociadas a la motilidad celular.

Por otro lado, el pentolame no tuvo efectos proliferativos significativos en ninguna
de las lineas celulares, datos similares a los ya reportados por el presente grupo de
trabajo para la linea celular MCF-7 y una linea celular de cancer cérvico uterino
donde se usaron concentraciones crecientes de pentolame, de 1 x 10-*? hasta 1 x
10° [4].

De manera interesante, se observd que la exposicion de todas las lineas celulares
al agonista especifico del GPERL1, el G1, redujo el porcentaje de proliferacién celular
en comparacion con el efecto encontrado por el E2. Al respecto se han reportado
diversos estudios acerca del papel represor del G1 en lineas de CM: El equipo de
trabajo de Ho Vo con la linea MCF-7, observo que desde las 24 horas bajo el
estimulo de G1 a la concentracion de 1 pM, la proliferacion celular mostraba una
disminucién y una detencion del ciclo celular, sus experimentos sugieren que la
movilizacion de calcio ocasionada por el agonista desencadena una pérdida de
calcio en el reticulo endoplasmatico y como consecuencia se genera un mal
plegamiento de proteinas. Esto activa de manera prolongada la respuesta a
proteinas desplegadas o UPR cuya estimulacion sostenida desencadena la
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sefalizacion de proteinas proapoptoticas; ademas de detener el ciclo celular en
G2/M [47].

De manera similar, los resultados de Weibenborn al estimular por 24 ,48 y 72 horas
con G1 a las células MCF-7, SKBr3, MDA-MB-231 y MDA-MB-468, demostraron
qgue el incremento en la apoptosis de las células tumorales fue provocado por una
fosforilacion acelerada de la histona H3 que condujo a una alteracion del ciclo
celular, observando este efecto de manera marcada en las células luminales en
concentraciones cercanas a1 x 107 uM [49, 50]. Estos Ultimos datos concuerdan
con los obtenidos por Wei en células ER- (SKBr3 y MDA-MB-231) usando
concentraciones de 1 x 10®a 1 x 10°M de G1, donde de manera similar, se generé
una detencién del ciclo celular; Wei explica que la sefalizacion G1/GPER1 genera
la regulacion negativa de la ciclina B y de Bcl-2; mientras que estimula las vias
reguladoras mediadas por p21 y p53, ademas de la expresion de ROS y proteinas
apoptoticas [48].

De manera que, con los resultados obtenidos en el este trabajo junto a las
observaciones presentadas por otros autores, se puede inferir que el efecto
antiproliferativo del GPER1 es producido solamente por su interacciébn con este
agonista especifico, el G1, ya que la union del receptor membranal con E2 o
diferentes farmacos sintéticos como el tamoxifeno u otros ligandos generan una
mayor proliferacion celular [5, 21, 39, 51].

Con relacion a los efectos del antagonista del GPER1, el G15, nuestros resultados
muestran que este compuesto no inhibe la proliferacién celular cuando se administra
de manera independiente; sin embargo, cuando el G15 se administra de manera
conjunta con el E2, parece ejercer un efecto inhibitorio. Estos hallazgos han sido
previamente documentados en células de cancer de pulmén [35] y en lineas
celulares de CM.

El efecto del antagonista del G15 fue explorado en la linea MCF-7, la cual fue
evaluada por Yang usando 100 nM de G15, el tratamiento con este compuesto logro
disminuir los efectos provocados por el E2 en la proliferacion, invasion y migracion
de las células tumorales [5]. De forma semejante Liu reporté una baja sensibilidad
por parte de las células MCF-7 y MDA-MB-231 en la inhibicion de la proliferaciéon
celular al usar de manera independiente el G15 en concentraciones de 0.1 a 0.625
MM; sin embargo, tuvo un potente efecto inhibidor en combinacion con
doxorrubicina, donde se genero una represion del GPER1, lo que condujo a una
inhibicion de la EMT en las células tumorales y a la disminucion tumoral. Inclusive,
este efecto también ha sido reportado en combinacion con tamoxifeno [55]. Mientras
gue en células HER2+, Dennis observé que tanto la activacion de la via PI3K asi
como la movilizacion de calcio mediada por E2/GPER1 era inhibida mediante el
pretratamiento de las células con el antagonista [53]. Sin embargo, la combinacién
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de G15 con pentolame o G1 no indujo efectos inhibitorios de la proliferacion celular
de manera significativa. Lo anterior sugiere que el G15 antagoniza Unicamente los
efectos provocados por ciertos agonistas, en el caso del presente trabajo, por el Ex.

Ademas, los hallazgos encontrados dan la pauta a estudiar la interaccion molecular
de los compuestos de manera simultanea en modelos in silico que permitan explicar
las distintas conformaciones que toma el receptor en presencia de estos
compuestos y con ello la interaccion con distintos blancos moleculares. Con relacion
a este punto, el presente grupo de investigacion ha realizado ensayos
bioinforméticos in silico, donde se ha determinado que el pentolame induce una
menor afinidad al GPER1 en comparacion con el E2 [4], datos que podrian explicar
sus acciones biolégicas con menores efectos proliferativos. No obstante, es
importante reconocer la participacion del GPER1 en procesos proliferativos en
distintos tipos de tumores. Con los datos anteriormente expuestos, se podria
concluir que el GPER1 muestra efectos proliferativos diferenciales en presencia de
distintos agonistas, que pueden categorizarse como especificos o inespecificos, con
mayor o menor afinidad. También, con la evidencia de este trabajo y basado en
articulos previos, nosotros sugerimos que la identificacién de la localizacion celular
del GPER1, asi como la concentracion de sus ligandos agonistas 0 antagonistas se
necesita tomar en cuenta para determinar sus efectos bioldgicos.

Con relacion al analisis del perfil de secrecion de citocinas en las lineas celulares
estudiadas, los resultados a través de la técnica de ELISA tradicional mostraron los
mayores cambios en las lineas celulares MCF-7 y HCC1937, por ello se amplio el
panel de citocinas estudiadas a traves de la técnica de analitos solubles para su
analisis por citometria de flujo. Los resultados mostraron que las citocinas IL-1p, IL-
10, TNFa e IFNy no fueron secretadas por ninguna linea celular. No obstante, hay
que resaltar que en este trabajo solo se utilizo el cultivo celular en monocapa como
modelo experimental, sin embargo, para realizar afirmaciones mas certeras sobre
la secrecion de estas citocinas en los distintos tipos de CM, se tendria que
considerar la importancia del microambiente tumoral, donde diferentes estirpes
celulares estan inmersas.

En las células MCF- 7 y HCC1937 se observo que el tratamiento con E2 increment6
de manera significativa e importante la liberacion de la IL-6, el TGFB, la IL-8 y la IL-
17A. La generacion de un ambiente de inflamacion crénica por esta hormona se ha
documentado ampliamente en cancer de mama [109]. Se destaca que, IL-6, el
TGFB, la IL-8 y la IL-17A estan involucradas con procesos proinflamatorios,
condiciones inmunosupresoras y metastasicas en el CM [37, 56, 73, 78, 80-82, 89,
98-102, 112]. Es importante mencionar que los rangos de secrecion de IL-6 y la IL-
8 se encontraron mayormente elevados en la linea HCC1937, mientras que los
rangos de secrecion del TGFB e IL-17 en ambas lineas no son muy diferentes. De
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manera interesante, la exposicion del pentolame mostré tener niveles menores de
secrecion de todas estas citocinas en ambas lineas celulares en comparacion con
los inducidos por el E2, tendencia similar a la exhibida por la exposicién del agonista
especifico del GPER1, el G1, de ambos tipos de lineas celulares. Con relacion a
este punto, en la literatura se ha mencionado que la union de G1 con el GPER1
puede inhibir la secrecion de IL-6 en lineas de CM TN, mediante la modulacion de
vias de sefalizacion como STAT3, impactando en la funcién del factor de
transcripcion NF-kB [113]. Aunque mayores estudios sobre los mecanismos de
accion diferenciales en donde esté implicado el GPER1 necesitan llevarse a cabo
para hacer suposiciones mas certeras.

De manera sobresaliente, el G15 mostr6 disminuir el perfil de citocinas pro-
inflamatorio en comparacion al inducido por el E2. La exposicion del G15 present6
rangos menores de secrecion de estas citocinas a los generados por el pentolame
o el G1. Como soporte a nuestros resultados, existe poca evidencia cientifica, sin
embargo, se ha reportado que la activacion del GPER1 por su uniéon con una
molécula derivada de plasticos con efectos estrogénicos, el bisfenol A, fue capaz de
inducir la secrecién de la IL-6 y la IL-8 en células adiposas derivadas de glandula
mamaria, efectos que fueron revertidos por el G15 [114].

Con los datos anteriores podemos sugerir que el GPERL1 tiene un importante papel
en la modulacion de la secrecién de citocinas pro-inflamatorias en distintos
contextos de CM, es decir, dependiente y no dependiente de hormonas. Este efecto,
es independiente a las acciones proliferativas evaluadas en el presente trabajo.
Ahora bien, seria conveniente evaluar en estrategias experimentales en animales,
los efectos de los tratamientos en un esquema de administracion prolongado y
evaluar los niveles séricos de las diferentes citocinas, ya que se ha reportado que
estas tienen efectos duales dependiendo del estadio y del tipo de tumor. Por
mencionar un ejemplo, la IL-6 en lineas celulares de CM luminal se ha asociado con
una mayor proliferacién celular y metastasis mediante la induccion de vias de
sefalizacion [67, 71, 72, 76-78], mientras que en linea celulares TN provoca la
expresion de proteinas antiapoptéticas y la pluripotencia en las células tumorales
[67, 74, 78]. Ademas, esta citocina puede tener efectos sinérgicos con la IL-8, la
cual es una citocina con propiedades quimioatrayentes, que en conjunto se han
relacionado con un efecto inmunosupresor, derivando en la invasion y metastasis
de los tumores [79-82]. Con relacion a la IL-17A, se ha reportado ser secretada por
diferentes tipos de lineas celulares de CM, y su funcién se ha relacionado con la
supervivencia de células neoplasicas mediante la expresion de diversos oncogenes
y la activacion de diferentes vias de sefalizacion [81, 91]. Ademas, tiene
propiedades de feedback positivo para inducir la expresion de la IL-6 y el TGFp.
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En cuanto al TGFp, esta citocina posee la capacidad de promover la invasion y
metéstasis [10, 98], funciones quimiotacticas [101], asi como la generacion de
anergia de los linfocitos T citotoxicos [98, 99, 102]. Ademas, tiene la capacidad de
crear sinergia con otras citocinas, como el VEGF, favoreciendo la angiogénesis
[100].

Nuestros datos abren la oportunidad a nuevos campos de estudio de la implicacion
de GPERL1 en diferentes patologias caracterizadas por alteraciones de la funcion de
células inmunes o enfermedades inflamatorias incluyendo, condiciones
autoinmunes, diabetes, entre otras. Ademas, quisiéramos resaltar que el papel del
GPER1 también tendria que ser evaluado en distintas etapas dentro de la
fisiopatologia del CM, ya que se ha reportado que, en etapas tempranas, la
activacion de este receptor puede inducir apoptosis de las células tumorales [98, 99,
102], o dentro de la composicion del microambiente tumoral, donde las citocinas
tienen un papel preponderante [112]. Por lo que seria interesante evaluar su
participacion biolégica en experimentos murinos de cancer, posterior a la exposicion
de los compuestos antes mencionados.

Como perspectivas del trabajo seria interesante evaluar la expresién de los
receptores de aquellas citocinas que estuvieron mayormente expresadas, asi como
los mecanismos de accion implicados. También, seria interesante determinar la
composicién celular y humoral del microambiente tumoral provenientes de animales
expuestos a los compuestos evaluados en este estudio. Finalmente, con relacién a
los mecanismos de accion de los compuestos utilizados y las citocinas encontradas,
en la Figura 16 se proponen algunos mecanismos de accion involucrados de
manera integral.
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Figura 15. Mecanismos de accién implicados en acciones protumorales evocados por la
union del GPERL1 por diferentes ligandos como el E2, pentolame, o G1.

Tras la union de sus ligandos al GPER1 las proteinas G de la proteina Ga, que a su vez
estimula la adenilato ciclasa (AC) y el aumento en la produccién de monofosfato ciclico de
adenosina (CAMP), el incremento de esta molécula genera la activaciéon de la via de
sefalizacién de la proteina quinasa A (PKA). Por otro lado, la activacion del GPER1 genera
la transactivacion de receptores de la familia de factores de crecimiento como el EGFR,;
esto es posible mediante el estimulo de la proteina cinasa de tirosinas (Src) que mejora la
expresion de metaloproteinasas (MMP), las cuales a su vez liberan al factor de crecimiento
epidérmico de union a heparina (HB-EGF), y este es un ligando del EGFR, potenciando a
su vez la sefalizacién de este receptor que impacta en la activacion de diversas vias de
sefalizacion las vias activadas por mitdgenos MAPK / ERK1/2, la fosfatidilinositol 3 cinasa
(P13K/Akt), y diferentes factores de transcripcion como el nuclear potenciador de las
cadenas ligeras kappa de las células B, cfos, cmyc, entre otros. La sefializacién posterior
dara lugar a la transcripcién de genes involucrados en la progresion tumoral e incluso en el
silenciamiento de vias supresoras de tumores. Ademds, la trascripcion resultante de
diversos oncogenes como C-fos, C-myc, Egrl y AP-1 le otorgaran a la célula tumoral
mecanismos para sobrevivir, como la expresion de proteinas antiapoptoticas (Bcl-2) y la
generacion de células madre de cancer (CSC), donde la via Notch también esta
involucrada. Aunado a esto la regulacion al alza de diversas quimiocinas y de CD151,
tetraspanina involucrada en la adhesion y motilidad celular, favoreceran la invasion y
metastasis de la neoplasia. Finalmente, la sobreexpresion de citocinas como VEGF, IL-6,
IL-8, IL-17, TGFp, etc., estaran propiciando un ambiente proinflamatorio. Todos estos
factores impulsaran la formacion, invasion y diseminacion de la célula tumoral.
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CONCLUSION

En este trabajo se identificd la expresion del GPER1 en las distintas lineas celulares
de CM estudiadas, ademas se evalué que tanto la activacion o la inhibicion del
GPER1, por su interaccion con el E2 o con ligandos sintéticos, tienen efectos
bioldgicos en la regulacion de citocinas con funciones pro-inflamatorias, las cuales
estan directamente relacionadas con la invasividad y metastasis tumoral. Asimismo,
se concluye que la actividad de este receptor es dinamica y depende de varios
factores como su localizacién, afinidad y concentracion de los ligandos, estadio del
tumor e incluso la co-administracion de farmacos.

De manera interesante, este trabajo amplio el perfil farmacol6gico del pentolame,
en donde se observa que este compuesto no induce proliferacién celular por si solo,
ni su combinacion con agonistas especificos del GPER1. Ademas, de no participar
en la promocién de un ambiente pro-inflamatorio significativo en comparacién con
el E2, basado en los niveles de secrecion de citocinas proinflamatorias; fortaleciendo
el supuesto de que puede representar una alternativa segura e interesante en la
terapia de reemplazo hormonal.

También este trabajo expone la necesidad de estudio del GPER1 en distintas
condiciones patoldgicas en las cuales existan ambientes inflamatorios.

PERSPECTIVAS

1. Evaluar la expresién de los receptores de aquellas citocinas que estuvieron
mayormente expresadas y evaluar la composicion celular y humoral del
microambiente tumoral provenientes de animales expuestos a los compuestos
evaluados en este estudio.

2. Estudiar los mecanismos de accion implicados en la secrecién de citocinas por el
pentolame en los diferentes tipos de CM

3. Estudiar al GPER1 en distintas condiciones patolégicas en donde existan
ambientes inflamatorios.

4. Evaluar el efecto del pentolame utilizando lineas celulares de tejido mamario no
neoplasicas.
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ANEXO 1

Parte de los resultados de este trabajo se seleccionaron para participar en la
modalidad de cartel en el ler. Congreso de Farmacologia México. Realizado el 17
y 18 de abril del 2023 en la Facultad de Medicina de la UNAM.

<
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< Academia e Investigacion A.C.

Farmacologia México, Academia e Investigacidn, A.C en conjunto
con el XXVIIl Congreso Estudiantil de Farmacologfa y el Xl Congreso
de Estudiantes sin Fronteras, otorgan el presente:

Reconocimiento a

Brenda Reyes Plata, Cristina Lemini,
Luis Miranda, David Barrera y Mariana Segovia Mendoza

Por la presentacion de su video/cartel titulado

Efecto del 17 beta aminoestrégeno pentolame en el perfil de

citocinas pro y antiinflamatorias en células de cancer de mama.

en el 1er. Congreso de Farmacologia México,
realizado en |a Facultad de Medicina del 17 al 18 de Abril del 2023.
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@ e —
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