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INTRODUCCION.

1. INTRODUCCION.

El cancer es una enfermedad que se caracteriza por un desequilibrio entre la
divisién celular y la muerte celular®. En nuestro pais, este padecimiento representa la
tercera causa de muerte.

La mayoria de los canceres humanos (80-90%) son originados por células
epiteliales. Normalmente, las células epiteliales estan estrechamente interconectadas
por varias estructuras de union. Durante la transicion de células normales a células
tumorales altamente malignas, la expresion de algunas de estas moléculas de adhesién
se inhiben, mientras que otras se inducen, en el caso particular de la pérdida de la
expresion de E-caderina da lugar a la metastasis®*.

Las proteinas de adhesion tienen una funcion importante durante el desarrollo
del cancer y en la formacién de metastasis. Entre estas proteinas se ha demostrado
que las caderinas, modulan la migracién de células y la invasividad del tumor®® 1%, La
pérdida de la adhesion celular mediada por E-caderina tiene una funcion importante en
la transicién de tumores epiteliales de un estado benigno a un estado invasivo®.

La E-caderina es una glicoproteina con un dominio extracelular largo que
comprende 5 subdominios de motivos de caderina, un segmento transmembranal y un
dominio citoplasmatico corto altamente conservado, el cual interacciona con varias
proteinas. Estas se llaman cateninas, y son la b-catenina y gcatenina;
consecutivamente interactian con la a-catenina y la actina. Recientemente se ha
incrementado el interés en E-caderina como un mediador dependiente de calcio de las
adhesiones célula-célula y como un gen supresor del tumor.

La regulacion de la expresidbn de E-caderina puede ofrecer un poderoso
mecanismo para controlar la propagacion del cancer. La funciéon adhesiva del complejo
E-caderina-catenina y la expresion de sus componentes puede ser regulada por una
gran variedad de factores de crecimiento y hormonas.

Los estrégenos promueven su efecto bioldgico a través de su union al receptor
de estrogenos (RE) en sus dos isoformas ay b. Ambos, son miembros de la

superfamilia del receptor de estrégenos esteroide nuclear. De manera clasica llevan a
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cabo su funcion por la union a elementos de respuesta a estrogenos (ERE) permitiendo
la regulacion de la transcripcion.

El estrogeno natural mas potente en seres humanos es el 17-b-estradiol (Ey). El
E, administrado durante la menopausia incrementa el riesgo en cancer de mama, en
contraste con el efecto protector en cancer de colon.

El receptor de estrogenos se puede unir al promotor de caderina aumentando la
represion de E-caderina, sugiriendo que el estrogeno media la regulacién a la baja de
E-caderina reduciendo los niveles de esta proteina en cancer de mama RE estrégeno
positivo'*®. Por otro lado el E, promueve un fenotipo no adherente mientras que el
antiestrégeno induce la formacién de células adherentes en algunas células en cultivo®.

En el presente trabajo se estudio el efecto del estradiol y tamoxifeno (TAM) en la
expresion de la proteina de adhesién E-caderina en tres lineas celulares humanas
sensibles a estrogenos: MCF-7, C-33 y SW620, que expresan o no las isoformas del
receptor de estrégenos (alfa o beta) por medio de la técnica de inmunohistoquimica.

La linea celular humana de adenocarcinoma de mama, MCF-7, solamente
expreso el REa. El tratamiento con E; en esta linea celular disminuy6 la proliferacion
celular e indujo una regulacion negativa de la expresién de E-caderina. Este efecto fue
revertido por TAM, sugiriendo que, tamoxifeno posiblemente actia como antagonista
parcial en la expresién de E-caderina a través del REa, en la linea celular humana
MCF-7.

En la linea celular de cancer de cerviz, C-33, Unicamente se observo la expresion
del REa. El tratamiento con E; incremento la proliferacion celular y regulé positivamente
la expresion de E-caderina, observandose el mayor efecto a las 6 horas de tratamiento,
mientras que, el tratamiento con TAM, promovid una regulacion positiva de la expresion
de E-caderina. Estos resultados sugieren que, el tamoxifeno actlia como agonista en la
expresion de E-caderina a través del REa en la linea celular humana C-33.

En la linea celular humana de adenocarcinoma de colon, SW620, la expresion
del REa fue mayor con respecto a la expresion del REb. El tratamiento con E; indujo
una regulacién negativa de la expresién de E-caderina, mientras que el tratamiento con
E. y TAM adicionados de manera conjunta, disminuy6 la expresion de dicha proteina en
funcion del tiempo. El tratamiento con TAM solo, inhibié la expresion de E-caderina a 6
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y 12 horas pero estimul6 la expresion de dicha proteina a 24 horas. Los resultados
sugieren que, el TAM puede actuar como agonista y/o antagonista en la expresion de E-
caderina a través del REa y/o REb en la linea celular SW620.
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2. OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.

Estudiar la regulacion de la expresion de la proteina de adhesion E-caderina por
estradiol y tamoxifeno en las lineas celulares humanas MCF-7, C-33 y SW620 que
expresan o no las isoformas del receptor de estrogenos (alfa o beta).

OBJETIVOS PARTICULARES.

» Analizar la concentracién del primer anticuerpo (anti-REa y anti-REb) para lograr
la expresion Optima de los receptores de estrogenos en las lineas celulares
humanas MCF-7, C-33 y SW620.

» Estudiar la expresion del REa y RED, en las lineas celulares humanas MCF-7, C-
33y SW620.

» Analizar la concentracion del primer anticuerpo (anti-E-caderina) para lograr la
deteccion éptima de la proteina de adhesién E-caderina en las lineas celulares
humanas MCF-7, C-33 y SW620.

> Estudiar el efecto del estradiol y tamoxifeno en la expresion de la proteina de
adhesién E-caderina en las lineas celulares humanas MCF-7, C-33 y SW620.

> Estudiar el efecto del estradiol y tamoxifeno en la proliferacion y adhesién celular
en las lineas celulares humanas MCF-7, C-33 y SW620.

» Estudiar la regulacion de la proteina de adhesioén E-caderina por la expresion de
los receptores de estrégenos en las lineas celulares humanas MCF-7, C-33 y
SW620 tratadas con estradiol y tamoxifeno.
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3. HIPOTESIS.

En lineas celulares de cadncer mama RE positivo, el estradiol regula negativamente la
expresion de E-caderina, por lo tanto, el estradiol disminuira la proliferacién celular y
regulara negativamente la expresién de E-caderina en la linea celular humana MCF-7. El
efecto producido por el estradiol sera revertido por el modulador selectivo del receptor de
estrégenos, tamoxifeno.

Y en lineas celulares de cancer de cerviz y colon, el estradiol aumenta la proliferacion
celular, por lo tanto, en las lineas celulares humanas C-33 y SW620; el estradiol
incrementara la proliferacion celular y regulara positiva y/o negativamente la expresiéon de E-
caderina. El efecto producido por el estradiol serd incrementado y/o reducido por el

modulador selectivo del receptor de estrogenos, tamoxifeno.
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4. ANTECEDENTES.

41. CANCER.

El cancer es una enfermedad compleja y la carcinogénesis es la transformacion
de una célula normal a una cancerosa en un proceso que involucra muchas etapas.

El cancer es un enfermedad de crecimiento celular inapropiado, defectuosa
diferenciacion celular y una inapropiada organizacion del tejido78; producto de la
expresion alterada de oncogenes y supresores tumorales. Esta expresion anormal
ocurre a través de un numero de mecanismos que incluyen dafio al ADN y una
traduccion o transcripcion anormal de genes'®.

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo. En México,
representa la tercera causa de mortalidad, y en los ultimos afios se ha incrementado el
numero de defunciones por esta enfermedad; siendo mas susceptibles las mujeres. En
los analisis de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se indica que desde la edad
madura hasta la vejez, una de las principales causas de muerte en las mujeres es el
cancer, y las cardiopatias en los hombres. En el afio 2004 el Instituto Nacional de
Estadistica, Geografia e Informatica (INEGI) registro 61 248 fallecimientos por dicha
causa. En el caso de los varones, el numero de fallecimientos por cancer fue de 29 797,
los cuales representan 11.4% de las muertes en este grupo de poblacion. En las
mujeres el monto fue de 31 443 decesos; es decir, 14.9% de las defunciones en la
poblacion femenina®’.

Las tres principales causas de muerte por tumores malignos en los hombres
corresponden a cancer de traquea, bronquios y pulmoén (15.5%), de prostata (15.2%) y
estomago (9.4%), mientras que el cancer de colon solo tiene una incidencia del 4.1%.
En las mujeres 13.5% de las defunciones por cancer corresponden al cancer cérvico-

uterino y 13.3% al de mama. El cancer de colon representa el 4.2%°".

4.1.1. METASTASIS.
La capacidad de las células tumorales para invadir el tejido adyacente y
diseminarse a distintos 6rganos ha sido considerada como un marcador bioldgico de

malignidad?®.
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La invasion del tejido y metastasis son caracteristicas comunes de los tumores
mas agresivos Yy letales, y requieren generalmente que las células pierdan el contacto
con células vecinas®.

La metastasis es un proceso de multiples pasos coordinados por medio del cual,
una célula tumoral se desprende del tumor primario, viaja hacia un sitio distinto via el
sistema circulatorio y establece un tumor secundario’®.

La cascada metastica comienza con una alteracion en la integridad del epitelio el
cual posibilita a las células tumorales a abandonar estructuras epiteliales, para invadir el
estroma de alrededor, entrar hacia la sangre o vasos linfaticos y extravasarse en el
érgano blanco apropiado**

El proceso de metastasis parece estar regulado por una variedad de productos
de genes®. Estos incluyen: 1) receptores célula-célula y receptores célula-matriz
extracelular'®;  2)  enzimas  proteoliticas  (catepsinas,  colagenasas,
metaloproteinasas)® las cuales facilitan la descomposicién y invasién de la membrana
basal, canales vasculares y 6rganos®¥%: 3) factores de movilidad que permiten la
migracion a través del tejido'*'®% receptores que median la invasion a 6rganos'®;
factores de crecimiento necesarios para el mantenimiento de las microcolonias en el
érgano secundario’; y factores angiogénicos como el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), interleucinas, el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDFG) o
el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)* que resultan en neovascularizacion de la
metastasis, permitiendo el suministro de nutrientes, eliminacion de metabolitos**®°. El
debilitamiento del mecanismo de adhesion célula-célula puede ser un prerrequisito
basico para que la metastasis del tumor pueda ocurrir®.

La terapia clinica que bloquea la metastasis pude ser usada en el tratamiento de
muchos tipos de canceres de varios origenes genéticos. Varias terapias anti-metasticas
son actualmente probadas clinicamente, incluyendo aquellas cuyo blanco es la
superficie celular y proteinas extracelulares que median la degradacién de la matriz
extracelular, enzimas que degradan y sus inhibidores, y citocinas que estimulan la

movilidad y la proliferacion’.
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4.1.2. ANGIOGENESIS.

Angiogénesis es la generacion de nuevos vasos sanguineos. Este proceso es
critico para el crecimiento normal, desarrollo y en respuesta protectora en el caso de
sanar heridas e inflamacion. En adultos sanos, normalmente no ocurre angiogénesis
excepto en ciertas fases del ciclo reproductivo femenino. Sin embargo, angiogénesis
aberrante puede ocurrir en wuna variedad de patologias; estas incluyen la
neovascularizacion de tumores sodlidos, el crecimiento de vasos dentro de la retina en
retinopatia diabético y el crecimiento de vasos no deseados en enfermedades
inflamatorias crénicas™.

El proceso de angiogenesis puede ser dividido en los siguientes tres pasos que
son paralelos a aquellos requeridos para la invasion de células tumorales: 1)
proliferacion de células endoteliales, 2) rompimiento de la matriz extracelular, y 3)
migracion de las células endoteliales®®. Estos pasos pueden ser promovidos por
factores de crecimiento secretados por células tumorales. Estos factores son llamados
factores angiogénicos; la produccion de estos factores conduce al crecimiento del tumor
y causa un concomitante incremento en la vascularizacion. La angiogénesis requiere
interacciones entre las células tumorales, células endoteliales y la matriz extracelular.
Las enzimas que median estas interacciones son serina proteasas y metaloproteinasas.
La expresion de estas enzimas puede ser afectada por factores angiogénicos”o.

Existe un gran numero de inhibidores angiogénicos; estos pueden servir como
tratamientos en cancer por que la angiogénesis es necesaria para soportar el
crecimiento del tumor y metastasis. El inhibidor derivado de cartilago es un angiogénico
que funciona al inhibir la actividad de las colagenasas, ademas de inhibir la
angiogenesis, inhibe la migracion celular y la proliferacion'®. Otros inhibidores de
angiogénesis son el factor de plaquetas 4 (PF4) y la angiostatina. El factor de plaquetas
4 probablemente funcione por inhibicién del factor de crecimiento de fibroblastos basico
unido a heparina (bFGF) ®. La angiostatina es un fragmento de plasminégeno de 38

kDa con capacidad para suprimir la metastasis'°.
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4.2. ADHESION CELULAR.

La adhesion célula-célula determina la polaridad de las células y participa en el
mantenimiento del tejido. La adhesividad célula-célula es generalmente reducida en los
tumores humanos. La reduccion de la adhesividad intercelular es indispensable para la
invasion del cancer y metastasis®®. Ahora se conoce que la adquisicion de movilidad por
las células cancerigenas se correlaciona con la pérdida de su capacidad de
reconocimiento y adherencia a células vecinas'®

La adhesion celular es un proceso fundamental que influencia la vida de muchas
células y puede ser dividida dentro del contacto celular con la matriz extracelular o con
células vecinas. Las interacciones entre células son principalmente mediadas por cuatro
estructuras altamente ordenadas en la membrana plasmatica: unidn comunicante,
uniones estrechas, desmosomal y union adherente. La unién adherente y desmosomal
median la adhesion célula-célula’®®.

La adhesion célula-célula es un proceso dinamico que es regulado a varios
niveles, incluyendo trascripcion de genes, estabilidad de proteinas y modificaciones
después de la traduccion del complejo caderina-catenina, en particular la fosforilacién
de B-catenina y p120. Muchas rutas de senalizacion intracelular pueden afectar el
ensamble del complejo de caderina y su fuerza de adhesién, el compromiso de
adhesion mediado por caderina puede iniciar la sefalizacion intracelular. Este puede
involucrar a GTPasas Rho, o indirectamente la actividad de receptores de factores de
crecimiento, incluyendo receptores de fibroblastos (FGF), epitelial (EGF) y el factor de
crecimiento endotelial-vascular (VEGF). El resultado final de perturbar la sefalizacién
dependiente de caderina altera muchos procesos celulares como son: proliferacion,
supervivencia, polarizacion, diferenciacion y migracion, lo cual puede afectar la
embriogénesis, formacion del tejido, y eventos patogénicos como el cancer’®.

Un importante grupo de moléculas involucradas en estos eventos, son las
moléculas de adhesién celular (CAM), las cuales participan en la interaccion célula-
célula e interacciones entre células y componentes de la matriz extracelular. Estas
moléculas han sido implicadas en una variedad de funciones celulares incluyendo
sefales de transduccion, comunicacion celular y reconocimiento, embriogénesis,

respuesta inflamatoria e inmune, y apoptosis®.
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Existen cuatro grupos de CAM involucradas en la adhesion célula-célula y célula-
matriz de las cuales las caderinas son las mas importantes®' "2,

Las CAM son: integrinas, inmunoglobulinas, selectinas (Figura 1).

a) INTEGRINAS.

Los miembros de la familia de las integrinas son glicoproteinas de la superficie
celular que actuan como receptores para proteinas de la matriz extracelular (ECM)
como fibronectina, laminina o colagena. Los sitios de adhesién célula-matriz soportados
por integrinas son complejos, estructuras especializadas llamadas contactos focales o
adhesion focal®. Las integrinas son heterodimeros que tienen una subunidad o y B;
cada subunidad tiene un dominio extracelular largo, una sola regién que atraviesa la
membrana y un dominio citoplasmatico corto (excepto para la subunidad [34)5'65. Las
integrinas experimentan cambios dinamicos durante el proceso de unién al ligando .
Las integrinas pueden existir en varios estados de afinidad para sus ligandos; estos
estados de afinidad pueden ser regulados por factores extracelulares (Ej. Cationes
divalentes) o por complejos procesos intracelulares que involucran las GTPasas
pequefias R-Ras y Rap1%® ®"7_ E| dominio citoplasmatico de una integrina es la clave
para el nexo de interaccion con estructuras intracelulares y cascadas de sefalizacion.
La subunidad a y B del dominio citoplasmatico hacen varias contribuciones importantes
para varios aspectos de la funcion total de las integrinas, incluyendo organizacion del
citoesqueleto, movilidad celular, sefales de transduccion y regulacion de la afinidad de
la integrina. Un gran numero de proteinas del citoesqueleto, adaptadoras y de
sefalizacion pueden interactuar con el dominio citoplasmatico de la integrina y tienen
un desempefio importante en las funciones realizadas por ésta’.

b) SUPERFAMILIA DE LAS INMUNOGLOBULINAS (Ig).

La superfamilia Ig, es una gran familia de moléculas de adhesién celular,
independientes de calcio’"'. Los miembros de esta familia son definidos por la
presencia de una o mas copias de Ig, una estructura compacta con dos residuos de
cisteina separados por entre 55 a 75 aminoacidos arreglados como dos estructuras
beta plegadam. Las Ig CAM contienen un dominio extracelular largo en el extremo
amino terminal que contiene las Igs, un solo segmento helicoidal transmembranal y un

dominio citoplasmatico®. Los miembros de la familia lg CAM funcionan en una extensa
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variedad de tipos celulares y son involucrados en muchos procesos bioldgicos
diferentes ™.

Uno de los mas importantes contextos para I|g CAM es en el desarrollo del
sistema nervioso, donde muchos miembros distintos de esta superfamilia son
involucrados en el establecimiento y mantenimiento de la conexién neuronal’®?,

c¢) SELECTINAS.

Las moléculas L-, E-, y P-selectina comprenden una pequefa familia de
receptores de adhesion analogos a lectina®2. La estructura de las selectinas incluyen un
dominio amino terminal que es homodlogo a las lectinas animales dependientes de
calcio, seguido por un dominio tipo factor de crecimiento epidermal (EGF), dos a nueve
motivos similares a las proteinas reguladoras del complemento (CRP), un segmento
helicoidal transmembranal, y un dominio citoplasmatico corto. Las selectinas median
interacciones célula-célula heterotipicas’™.

Las selectinas estan involucradas en la adherencia de leucocitos a células
endoteliales y plaquetas durante el proceso inflamatorio’. Existe regulacion de la
expresion y funcion de las selectinas de manera que éstas se presentan solo en el
momento apropiado, como cuando los leucocitos necesitan adherirse a la pared de los
vasos durante el trafico celular del sistema inmune normal o durante el proceso

inflamatorio”™.
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Matriz
extracelular

Exterior
Regién transmembranal
Interior .
a-actina
actina
SUPERFAMILIA DE SELECTINAS
INMUNOGLOBULINAS .
P-selectina
Dominio de lectina
NCAMS Dominio homélogo a
EGF

Motivo de

Exterior

Motivos de Ig proteinas
CRP
Region transmembranal
Interior AnquirinaDom|n|o citoplasmatico
a-actina

Espectrina

Actina

FIGURA 1. Receptores de adhesion celular y componentes asociados al citoesqueleto
(Modificado de Juliano RL.™).
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4.3. CADERINAS.

Las caderinas forman una superfamilia de moléculas de adhesion que funcionan
en el reconocimiento celular, mantenimiento y arquitectura del tejido y supresion del
tumor. Ademas, estan implicadas en la regulacién de eventos de sefalizacion.

Por comparacion de secuencias de aminoacidos y caracteristicas estructurales,
las caderinas pueden ser subdivididas en cinco grupos, caderinas clasicas tipo | y Il,
139, 153,154,156

caderinas desmosomales, protocaderinas y otras relacionadas a caderinas
(Tabla 1).

4.3.1. GENERALIDADES DE LAS CADERINAS CLASICAS TIPO I.

Las caderinas clasicas tipo 1 son moléculas de adhesién célula-célula
dependientes de calcio, las cuales interactian de manera homofilica'®, es decir,
moléculas de una célula se unen a otras moléculas de la misma clase en células
adyacentes®.

Las caderinas estan formadas por tres dominios (Figura 2): un dominio adhesivo
extracelular de aproximadamente 550 residuos, seguido por un dominio
transmembranal que atraviesa la membrana plasmatica y un dominio citoplasmatico
altamente conservado de aproximadamente 150 residuos'?’.

El dominio extracelular forma dimeros laterales en la superficie de la célula, los
cuales interactian con dimeros de células opuestas para crear una estructura de
“cierre”1°3'143.

El dominio extracelular estd compuesto por cinco subdominios de motivos de
caderina (EC1-EC5), cada uno consiste de aproximadamente 110 residuos' y
requieren calcio para su adhesividad, rigidez y estabilidad*®. EC1 media la adhesion
celular y en este dominio el motivo HAV (secuencia de adhesién celular) junto con
residuos variables en estas inmediaciones son implicados en la unidén selectiva de
caderinas. Cuatro residuos conservados de cisteina en EC5 son probablemente

importantes para la unién intramolecular disufuro™ %713
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Tabla 1. Miembros de la familia caderina.

NOMBRE SIMBOLO LOCUS PRINCIPAL TIPO?®
EXPRESION
E-caderina, CDH1 16qg22.1 Epitelio I
uvomorulin
(ratén), L-CAM
(gallina)
N-caderina CDH2 18911.2 Células I
Neuronales.
P-caderina CDH3 16qg22.1 Piel, préstata, I
placenta.
R-caderina, CDH4 Retina, cerebro. I
caderina-4
VE-caderina, CDH5 16q922.1 Endotelio Il
caderina-5 vascular, cerebro.
K-caderina, CDH6 Rifén Il
caderina-6 fetal/cerebro
Caderina-7 CDH7 Cerebro. Il
Caderina-8 CDH8 Cerebro. Il
Caderina-9, T1- CDH9 Cerebro. Il
caderina.
Caderina-10 CDH10 Cerebro. Il
OB-caderina, CDH11 16q922.1 Osteoblastos, Il
caderina-11 cerebro, testiculo,
(ratén, rata y pulmén y
gallina) placenta.
Br-caderina, CDH12 5p13-p14 Cerebro. I
caderina-12
H-caderina, CDH13 16924.2 Cerebro. O
caderina-13, T-
caderina (gallina,
humano)
M-caderina, CDH15 16924.3 Mdusculo, cerebro. I
caderina-15
Ksp-caderina CDH16 16921-g22 Rifon. (0]
HPT1, LI- CDH17 8g22.1 Higado, intestino. (0]
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caderina (rata)

Caderina-18, CDH18 Cerebro. Il
caderina-14

Pcdh1, PCDH1 5q031-33? Cerebro, células PC
protocaderina 42 melanoma.

Pcdh2, PCDH2 5931-33? Cerebro, PC
protocaderina 43 fibroblastos.
BH-protocaderina PCDH7 4p15 Cerebro, PC

corazoén.
Desmogleina 1 DSG1 189121 Piel. D
Desmogleina 2 DSG2 189121 Epitelio. D
Desmogleina 3 DSG3 18Q12.1 Piel. D
Desmocolina 1 DSCH1 18g12.1 Piel. D
Desmocolina 2 DSC2 189121 Epitelio. D
Desmocolina 3 DSC3 18g12.1 Piel. D
RET RET 10g11.2 Células derivadas (0]
de neuronas.
hFAT FAT 4q34-935 Epitelio, células- (0]
T, fibroblastos,
keratinocitos.
F1B1, F1B2, Fibroblastos. o]

F1B3

ME1a ME6 Células de o]
melanoma,
melanocitos.
Cinco grupos de caderinas: |, Il caderinas clasicas tipo | y Il, respectivamente; D, caderinas

desmosomales: PC, protocaderinas; O, otras caderinas'?’.

Estructuras de alta resolucion de los primeros motivos extracelulares de EC1 de
N-caderina, E-caderina y EC1-2 de E-caderina'® proveen interesantes caracteristicas
dentro de estas moléculas. De acuerdo a estos datos, la estructura EC1-2 muestra que
tres iones calcio son unidos en un arreglo continuo en la interfase entre EC1 Y EC2.
Veinte residuos de aminoacidos contribuyen por ambos dominios y la regiéon de union

participa en la unién a Ca®*. Un i6n calcio es unido principalmente por residuos de EC1,
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otro principalmente por EC2, y el tercero es coordinado por residuos de ambos
dominios. Los iones calcio forman interacciones no covalentes entre EC1y EC2'%.

El dominio transmembranal, que atraviesa la membrana, conecta el dominio
extracelular al dominio citoplasmatico de la caderina, el cual contiene el sitio de
reconocimiento para las cateninas.

El dominio citoplasmatico de las caderinas clasicas es altamente conservado y
sirve para interactuar con proteinas citoplasmaticas que unen a las caderinas con el

citoesqueleto de la célula y rutas de sefalizacién intracelular®®.

E-CADERINA

Regién Extracelular Regioén intracelular

l |

T 1T 1

Precursor ~ Secuencia

1 | .~ HAV 882
+ + + +
T
Unidn a
Adhesion Unién a calcio, cateninas
celular dimerizacion

FIGURA 2. Representacion esquematica de E-caderina y sus dominios funcionales. El sitio
de procesamiento del precursor de E-caderina y la secuencia motivo HAV involucrada en la union
homofilica son indicadas por flechas. El sitio de unién a Ca®* se muestra en la interfase del dominio
repetido. Los numeros indican la posicion de los aminoacidos en la secuencia de la proteina precursora
humana. EC1 a EC5, motivos de caderina 1-5 en la regién extracelular; S, sefial de secuencia; Pro,
propéptido; TM, region transmembranal; DC, dominio citoplasmatico (Modificado de Potter et alm).

Las caderinas se asocian con un grupo de proteinas intracelulares llamadas
cateninas (Figura 3), las cuales unen a la molécula caderina a los microfilamentos de

actina y median los mecanismos de transduccion sefiales que regulan el crecimiento
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celular y diferenciacion'’®, ademas, de que son necesarias para la adhesion célula-
célula.

Las cateninas inicialmente identificadas por inmunoprecipitacion con E- y N-
caderina, consisten de tres miembros clasicos llamados a—catenina, B-catenina y y-
catenina (plakoglobulina) de acuerdo a disminucién aparente en su peso molecular de
102 kDa, 92 kDa y 83 kDa, respectivamente''3114.123.165,

Citoplasma Region extracelular Citoplasma

] Domini

. Motivo|caderina a—catenina $120 CAS
. Secuencia HAV @ B-catenina P12t

© Sitio de unién a Ca?* 0 y-catenina

jo intracelular

— Actina

FIGURA 3. Representacion esquematica de la adhesiéon célula-célula mediada por E-caderina
(Modificada de Christofori G y Semb Henrik**).

Recientemente se ha encontrado que p120°® se encuentra asociada al complejo
caderinas-cateninas en varios tipos celulares y representa un nuevo miembro de las

oo 77 129130 1120°" tiene cuatro isoformas y fue identificado

cateninas llamado p12
primero como un prominente sustrato de la cinasa Src'™, subsecuentemente se mostrd
que se encuentra asociado a E-caderina en el empalme célula-célula’®. Su funcién en el
complejo caderina-catenina no es claro pero puede estar involucrada en la

estabilizacion de los dimeros de caderina®’”.
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La estructura primaria de p-catenina consiste de tres dominios: un dominio N-
terminal de aproximadamente 150 aminoacidos, un dominio central repetido armadillo
(arm) de aproximadamente 550 aminoacidos y un dominio C-terminal de
aproximadamente 100 aminoacidos''®. El dominio amino terminal contiene el sitio de
unidn a a-catenina, asi como, el sitio de fosforilacion para GSK3p (glicogeno sintasa
cinasa), por medio del cual esta proteina es degradada®™ '®'*. La region repetida arm
funciona como un dominio multiple de union al ligando, interactuando con proteinas
como Tcf/Lef, APC, axina y E-caderina’ 3 83 100.13¢ 'E| dominio C-terminal es altamente
acido y es esencial para la coactivacion transcripcional con Tcf/Lef'" ™. La importancia
de B-catenina en la ruta de sefalizacion Wnt esta bien establecida.

Ademas de su funcién en la adhesién celular, p120 y B-catenina interactuan con
factores de transcripcion para alterar la expresion de genes® '%.

La o-catenina interactia con el citoesqueleto mientras que y-catenina esta
estrechamente relacionada a p-catenina y ademas se encuentra en la unién
desmosomal.

La region carboxilo terminal del dominio citoplasmatico de las caderinas se
asocia con p-catenina o plakoglobulina, mientras que la region juxta-membrana se une
a p120°" "7 g_catenina y la plakoglobulina se unen directamente al dominio
citoplasmatico de las caderinas. A través de su dominio amino terminal ambas
proteinas se asocian con la proteina a-catenina la cual subsecuentemente une a estas
dos proteinas a la red de filamentos de actina'®. El anclaje al citoesqueleto es crucial
para la adhesion, la perturbaciéon del sitio de union a pB-catenina en el dominio
citoplasmatico de caderina provoca una adhesion inestable mientras que el anclaje
directo de E-caderina a a-catenina soporta la adhesion.

La E-caderina contiene un sitio comun de unidn para adaptarse a -catenina o
plakoglobulina en una forma exclusiva, la cual se une a a—catenina. Por lo tanto, por lo
menos dos complejos de caderina-catenina independientes pueden existir en la misma

célula, uno contiene B-catenina y uno contiene plakoglobulina.
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Estructuralmente, las caderinas y cateninas forman complejos altamente
organizados los cuales estabilizan una conexion directa entre células adyacentes y la
red del citoesqueleto®.

La asociacion de cateninas a caderinas es un paso clave en la funcién del
complejo de adhesion y alteraciones en la molécula de catenina pueden perturbar la
adhesion célula-célula, resultado en un agresivo tumor e invasion en enfermedad

neoplasica’.

4.4. E-CADERINA.

La E-caderina (120 kDa, cromosoma 16qg22.1) ademas conocida como
uvomorulina, L-CAM o Arc-1, esta limitada a células epiteliales originadas de tejido
ectodérmico, mesodérmico y endodérmico. La E-caderina es formada de un precursor
de 135 kDa, el cual sufre cortes enzimaticos en el dominio extracelular en el extremo
NH,-terminal para formar una molécula madura y esta es dirigida principalmente hacia
la superficie basolateral de las células epiteliale883' & El rompimiento enzimatico es
importante para que la proteina madura pueda ejercer la adhesién célula-célula™.

La E-caderina es el componente clave para la funcion adherente de células
epiteliales’” y una de las mejores caderinas caracterizadas. Generalmente se
encuentra localizada en una region de contacto célula-célula que es conocida como
unién adherente®®. El periodo de desintegracion de la E-caderina en la superficie de la
célula es de 5 horas aproximadamente'®.

Generalmente, la expresion de la E-caderina es alta en tumores bien
diferenciados, lo cual mantiene su adhesividad célula-célula y son menos invasores,
pero es reducida en tumores no diferenciados, lo que produce pérdida de la adhesion
célula-célula y muestra una amplia tendencia invasora®.

La pérdida de la expresion de la E-caderina reduce la adhesion célula-célula y
esta asociada con la transicion de adenoma a carcinoma y la adquisicion de
propiedades metasticas'?'. El restablecimiento de la funcion adherente en células de
cancer por reestructuracion de la expresion de la E-caderina ejerce un efecto supresor
del tumor, incluyendo disminucion en la proliferacién y movilidad?. Las células que no

expresan E-caderina no se agregan o adhieren una a otra. En aquellas células que
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expresan E-caderina, si se neutraliza la molécula a través de un anticuerpo, o si existe
alguna delecion o mutacién del gen que codifica para esta proteina o agotamiento de
calcio, provoca que las células se disocien. La transfeccion de células que no expresan
E-caderina con ADNc de E-caderina invierte el comportamiento no adhesivo de las
células'. Ademas, células que expresan E-caderina no son capaces de filtrarse por
matrices de colagena, pero después de la incubacién con un anticuerpo contra E-
caderina, éstas muestran comportamiento invasor®.

Con respecto a las cateninas, células con expresién normal de E-caderina pero
que no expresan algunas de las cateninas no son capaces de agregarse o adherirse
mutuamente; la delecion de los genes que codifican para las cateninas o mutaciones en
las proteinas de las cateninas resulta en células que no son capaces de adherirse o
agregarse; y mutaciones en el dominio intracelular de E-caderina presentan el mismo
comportamiento'®. Ademas, la pérdida de E-caderina no solo provoca la reduccion en la
adhesién célula-célula, provee un estimulo oncogénico al liberar a B-catenina de la
membrana, la cual viaja hacia el nucleo y activa genes regulados por TCF como son: c-
myc, ciclina D1, fibronectina y matrilisina, las cuales son importantes para la
proliferacion e invasion.

La alteracibn del complejo E-caderina-catenina puede ser reversible
(epigenético) o irreversible (genético) °.

El sistema de adhesion celular de E-caderina en células de cancer es inactivado
por varios mecanismos que reflejan las caracteristicas biolégicas y morfolégicas del
tumor. La metilaciéon del ADN frecuentemente causa regulacion negativa de genes
supresores de tumores en células cancerigenas al cambiar la estructura de la
cromatina, creandose un ADN inaccesible para factores de transcripcion y la ARN

polimerasa 1"

. La represién del gen de E-caderina por hipermetilacion alrededor de la
region promotora ocurre frecuentemente, aun en condiciones precancerosaseo. Ademas
se demostrd que la metilacion CpG alrededor de la regién promotora para el gen de E-
caderina y la induccién de la expresion de E-caderina seguida por el tratamiento con el
inhibidor 5-azacitidina en lineas celulares de cancer humano pierde la expresion de E-
caderina'”. Otros estudios muestran que la metilacion del ADN alrededor de la region

promotora se correlaciona significativamente con la reduccion de la expresion de E-
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caderina detectada por inmunohistoquimica en carcinomas hepatocelulares’. De esta
manera, el gen de E-caderina es un ejemplo de genes supresores de tumores que son
reprimidos por hipermetilacion de ADN. En canceres difusamente infiltrados, se han
encontrado mutaciones en los genes para E-caderina gy B cateninas. El sistema de
adhesion celular E-caderina es inactivado por la fosforilacion de tirosina en -catenina,
un oncogen producto de la proteina c-erb-2, es encontrado asociado directamente a -
catenina®.

Puesto que la pérdida de la expresion de E-caderina es una caracteristica comun
en muchos tipos de carcinoma y la introduccién de E-caderina dentro de las células
cancerosas reduce la invasion y metastasis, la terapia del cancer cuyo blanco es la
regulacion de la expresion de E-caderina puede ofrecer un poderoso medio para
controlar la propagacion del cancer. En células de cancer de colon humano, SW480, la
expresion del ARNm de E-caderina y la adhesion celular son inducidas por el
tratamiento con la vitamina D3''®. Esta vitamina es un potencial candidato para el

tratamiento de cancer de colon por inhibir el crecimiento celular.

4.4.1. EXPRESION DE E-CADERINA EN TUMORES Y LINEAS CELULARES.

La reduccion o la pérdida de expresion de E-caderina ha sido documentada en

un gran nimero de tumores de varios érganos, incluyendo colon®®’ 97,146,172

149 15,16 101,112,160 31,43,101,111,116,129,155

, estbmago

higado'®, pulmon' '€, préstata , mama , utero™® y ovario'®®.
Las E- y P-caderina tienen una funcién importante en la arquitectura y funcién de
la glandula mamaria normal. La E-caderina es requerida para la diferenciaciéon normal y
supervivencia del epitelio. La sefalizacién p-catenina/LEF en el epitelio parece ser
importante para la formacion del capullo mamario, extension ductal y alveologénesis,
asi como para el mantenimiento del tejido glandular mamario® *°. La pérdida de la E-
caderina en las células epiteliales mamarias, pueden promover el cancer de mama y su
metastasis, y su ausencia puede servir como un marcador de pobre pronostico. En
cancer de mama, la expresion o falta de E-caderina puede diferenciar tipos de tumores.
En carcinomas de mama lobulares (menor forma prevalente de cancer de mama) la
pérdida de E-caderina tiende a ser un resultado mas favorable que en otros tumores.

En estos tumores, la pérdida de E-caderina parece ser un evento temprano. En
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contraste, en carcinoma ductal, el cual representa la forma predominante de cancer de
mama, expresa E-caderina. Sin embargo, el nivel de expresién puede reducirse y su
localizacion celular ser anormal, pues, no esta restringido a sitios de adhesion célula-
célula. Células de la forma mas agresiva de cancer de mama, cancer de mama
inflamatorio (IBC) y carcinoma microcapilar invasivo (IMPC) frecuentemente
sobreexpresan E-caderina’®.

La E-caderina y las cateninas son ampliamente expresadas en lineas celulares
de carcinoma colorectal, con el predominante complejo de ensamble E-caderina/f-
catenina/a-catenina. La distribucion subcelular de las proteinas es influenciada por el
contacto célula-célula y el complejo E-caderina/catenina tiene una funcién en la
estabilizacién e iniciacion del contacto célula-célula. La expresiéon del complejo y el
ensamble no parece ser afectado por la presencia de mutaciones en APC y/o B-
catenina, sugiriendo que el rol de las mutaciones en el desarrollo del tumor es
improbable a través de disturbios en el complejo E-caderina/catenina®. En tumores de
pacientes con carcinoma colorectal esporadico se determind que en mas del 80% de
carcinomas se incremento la expresiéon de E-caderina y cateninas, con acumulacién
citoplasmatica de las proteinas. Ademas muestran niveles incrementados de RNAmM
para E-caderina y cateninas en carcinomas. Con respecto a p-catenina se reporta
expresion incrementada de estas proteinas en tumores colorectales®’. Otras
investigaciones muestran que la expresion de la E-caderina y cateninas es evidente en
el limite célula-célula en mucosa colorectal normal. La expresién de E-caderina y
o—catenina era reducida en carcinomas colorectales, mientras que la expresion de p—,y

y-catenina permanece normal**

. Estas variaciones en los resultados quiza se deban a
que se utilizaron diferentes técnicas para determinar la expresion de E-caderina vy
cateninas.

En cancer cervical se han reportado alteraciones en el patrén de expresiéon de E-
caderina en lesiones intraepiteliales escamosas y carcinomas. Existe disminucion de la
inmunoreactividad para E-caderina en la membrana y progresivo incremento en
citoplasma, relacionandolo con la pérdida de diferenciacién, como consecuencia de

transformacion neoplasica*'.
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4.5. REGULACION DE LA FUNCION ADHESIVA DE E-CADERINA.

La funcién adhesiva del complejo E-caderina-catenina y la expresion de sus
componentes puede ser controlada por una gran variedad de factores de crecimiento y
hormonas. Estos moduladores pueden actuar a nivel de la proteina directamente o
indirectamente, resultando en modificaciones del complejo por medio de fosforilaciones
reversibles, o pueden afectar la cantidad de los componentes provocando efectos sobre

la transcripcion o cambios en la proteina’’.

4.5.1. GENERALIDADES DE LOS ESTROGENOS.

Los estrogenos son hormonas endogenas sintetizadas del colesterol y son
secretados en la mujer principalmente por los ovarios®. Los estroégenos producen una
gran variedad de efectos fisioldgicos. En el caso de las mujeres estos incluyen, efectos
vinculados al desarrollo, efectos neuroendocrinos involucrados en el control de la
ovulacion, preparacion ciclica del tracto reproductivo para la fecundacion e implantacion
y los principales efectos sobre el metabolismo de minerales, carbohidratos, proteinas y
lipidos*®. Ademas, regulan procesos fisioldgicos como crecimiento celular, desarrollo y
regulacion de genes en el tracto reproductivo y en el sistema nervioso central®® 2,

Los estrogenos, ademas influencian los procesos patologicos de enfermedades
dependientes de hormonas, como son: cancer de mama, utero y ovario, asi como,
prostata®®.

El cancer de mama es la primera enfermedad reconocida como dependiente de
estrogenos. Los estrogenos a través de procesos mediados por receptores, estimulan la
proliferacion de células normales y malignas a través de la induccion de proteinas
involucradas en la sintesis de acidos nucleicos y la activacién de genes que regulan el
crecimiento. El aumento en la proliferaciéon puede incrementar la oportunidad para
producir errores en la reparacion del ADN, resultando en una acumulacién de
mutaciones. Estas mutaciones pueden contribuir a la progresion del crecimiento celular
a través de hiperplasia o neoplasia%. Hay ademas evidencia de que metabolitos
especificos de estrogenos llamados catecoles estrogeno-3,4-quinonas (CE-3,4-Q) son

capaces de formar aductos de ADN lo cual puede resultar en mutaciones que inician
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tumores'® 7° En contraste, los estrégenos ejercen un efecto protector en cancer de
colon™”.

El estrogeno natural mas potente en seres humanos es el 17--estradiol (Ey),
seguido por la estrona (E+) y el estriol. Cada una de estas moléculas es un esteroide de
18 carbonos, que contiene un anillo fendlico A, un grupo B-hidroxilo o cetona en la

posicion 17 del anillo D*.

4.5.2. BIOSINTESIS DE ESTROGENOS.

Los estrégenos esteroides se forman a partir de androstenediona o testosterona
como precursores inmediatos. La reaccion comprende aromatizacion del anillo A, y esta
es catalizada en tres pasos por un complejo de enzima monooxigenasa (aromatasa o
CYP19) que utiliza la forma reducida NADPH y oxigeno molecular como cosustratos. En
el primer paso de esta reaccidon C19 sufre hidroxilacién. Una segunda hidroxilacion
origina eliminacion del grupo C19 hidroximetil recién formado y una hidroxilacion final
de C2 resulta en la formacion de un intermediario inestable que se reordena para
formar el anillo fendlico A. La actividad de la aromatasa reside dentro de una
glucoproteina transmembranal (familia P450 de monooxigenasas), una flavoproteina,
NADPH-citocromo P450 reductasa®.

El E, es el principal producto secretado por los ovarios, es sintetizado por las
células de la granulosa a partir de precursores androgénicos proporcionados por las
células de la teca. El E, secretado se oxida de manera reversible hasta generar E4
mediante la 17-hidroxiesteroide deshidrogenasa y estos dos estrogenos pueden
convertirse en estriol*°.

En mujeres posmenopausicas, la principal fuente de estrégenos es el estroma
del tejido adiposo donde se sintetiza E4 a partir de deshidroepiandrosterona, secretada
por la corteza suprarrenal. Es posible que se generen estrégenos a partir de
androgenos mediante la accion de la aromatasa o a partir de conjugados de estrogenos
por medio de hidrdlisis. Esa produccién local de estrogenos podria tener una
participacion causal en la aparicion de algunas enfermedades como cancer mamario,
puesto que las neoplasias de mama contienen tanto aromatasa como enzimas

hidroliticas. De modo similar, los estrégenos pueden ser producidos a partir de
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androgenos por medio de la aromatasa presente en el sistema nervioso central y
ejercer efectos locales cerca del sitio de su produccion. La placenta sintetiza grandes
cantidades de estrégenos vy utiliza deshidroepiandrosterona fetal y su derivado 16-a-

hidroxilo para producir E y estriol, respectivamente45.

4.5.3. GENERALIDADES DE LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS.

Los estrogenos ejercen sus efectos por interaccion con receptores que son
miembros de una superfamilia de receptores nucleares. Hay dos receptores de
estrogenos distintos, REay REp, los cuales, son productos de genes separados. El
REa y REB son proteinas modulares, poseen dominios discretos; para llevar cabo sus
funciones estos receptores necesitan factores de transcripcion regulados por Iigando%.

Ambos receptores poseen seis dominios distintos (Fig. 4): el dominio A/B se
refiere al dominio amino terminal y contiene el segmento AF-1, el cual puede activar la
transcripcion independiente de ligando, una region del receptor involucrada en la
interaccidn proteina-proteina y la activacion transcripcional para la expresion de genes
blanco®. La actividad de AF-1 es regulada por fosforilacion y es independiente de
hormonas'?. El dominio C corresponde al dominio de union al DNA (DBD), este
dominio es ampliamente conservado®. EI DBD consiste de dos distintos y funcionales
motivos de zinc y es responsable de la unién especifica al receptor de los elementos de
respuesta a estrogenos (ERE) en la regiéon promotora de genes blanco'*®. EI dominio D
es la region “bisagra”, la cual separa el DBD y el dominio de unién al ligando. La
flexibilidad en la estructura secundaria de esta regidn permite cambios
conformacionales en la molécula del receptor durante la activacion y es importante en la
dimerizacioén del receptor. EI dominio E/F contiene el dominio de union al ligando (LBD)
localizado en la porcién carboxilo terminal de los receptores. Esta region consiste de 12
hélices, las cuales forman una region hidrofobica responsable de la unién al ligando. El
LBD ademas contiene el segmento AF-2, el cual puede activar la transcripcion
dependiente de ligando® y es dependiente de hormonas'? por ejemplo activa la
transcripcion en respuesta a E; o agonistas sintéticos por reclutamiento y uniéon de

coactivadores a los receptores®.
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El REay REB son altamente homdlogos en el DBD (aprox. 96%) y posee
moderada identidad de secuencia en el LBD (aprox. 53%) °. La mayor diferencia en el
dominio funcional entre el REa y REP esta contenido en la region amino terminal (AF-1).
Comparaciones hechas al dominio AF-1 en ambos receptores, revela que en el REa,
este dominio es muy activo en estimular la expresion de genes reporteros de una
variedad de construcciones ERE-receptor, mientras que la actividad del dominio AF-1
del REB es insignificante®®. Esta diferencia en la regién amino terminal del REay
REP sugiere ser la razén que existe entre estos receptores para responder de manera
diferente a varios ligandos®.

El REa esta localizado abundantemente en el tracto reproductivo femenino
(especialmente en utero, vagina y ovario), asi como en la glandula mamaria, el
hipotalamo, células endoteliales, musculo liso, higado y corazéon. Mientras que el REB
esta expresado en sistema nervioso central, sistema cardiovascular, sistema inmune,
sistema gastrointestinal, riidn, préstata, pulmén y diferente expresidén en la glandula
mamaria. Estas diferencias en la distribucion del tejido entre estos receptores pueden

explicar algunas de las acciones selectivas de los estrégenos en diferentes tejidos®” %.

RE«q Dominio
Dominio de unién
de unién al
al ADN ligando
AF-1 (DBD) (LBD) _ AF2
1 180 263 302 553 595 aa
REB
AF-1 DBD LBD AF-2
NH, COOH
1 149 214 248 530 aa

Figura 4. Representacion esquematica de los dominios funcionales del REa y REp. Los
numeros que se encuentran en el exterior de cada recuadro se refieren al nimero de aminoacidos
(Modificado de Lewis JS y Jordan VC®).
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4.5.3.1. EXPRESION DE LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS EN CANCER.

En tejido de mama varios estudios han indicado un incremento en la relacion de
la proteina del REo/REB y ARNm en cancer, cuando es comparada con tumores
benignos vy tejido normal®. Shaw et al 2002'*, revela menor expresién de la proteina de
REB en carcinomas y demuestra que la expresion del REa, pero no la del REp, era
correlacionada con el grado del tumor. Estudios similares usando PCR-RT, mostraron
que el ARNm del REa esta incrementado y que el ARNm del REf disminuye durante la
carcinogénesis®®.

En cancer de colon, los estrégenos tienen un efecto protector. Desde que se
reportd una expresiéon minima del REa en mucosa de colén normal y células de cancer

20, 168

de colon , Se sugirio que el efecto de los estrogenos en cancer de colon puede ser

mediado por el REB. Usando la técnica de RT-PCR semicuantitativa Campbell-

Thompson et al 20012

, mostraron que el REP es el subtipo predominante del RE en el
colon humano y que la disminucién de los niveles de ARNm del REP estan asociados
con tumorogénesis en colon en mujeres. Konstantinopoulos et al 2003, mostré que la
expresion del REP era significativamente mas baja en células de cancer de colon que
en epitelio de colon normal. Weyant et al' trabajé con un modelo en ratén el cual
desarrolla multiples tumores intestinales que muestran pérdida de la proteina APC. En
este modelo, la prevencién inducida por E, en la formacién del tumor asociada a APC
era correlacionada con un incremento en la proteina del REB y una disminucién en el
REa. Juntos estos resultados sugieren ampliamente el efecto protector del REJ contra

carcinogénesis de colon.

4.5.4. MECANISMO DE ACCION DE LOS ESTROGENOS.

Ambos receptores de estrégenos son factores de transcripcidn activados por
ligando, incrementan o disminuyen la sintesis del RNAm de genes blanco.

El mecanismo de accion del RE puede ser gendmico o no-gendmico. El
mecanismo accion gendmico a su vez se divide en mecanismo de accion clasico y no-

clasico' (Figura 5).
En el mecanismo de accion gendémico clasico, el estrégeno después de entrar a

la célula se une al RE en el nucleo. En el nucleo el RE esta presente como un
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monomero, y al unirse el estrégeno, un cambio en la conformacion ocurre, fosforilacion
y dimerizacion; lo cual incrementa la afinidad y la velocidad de union del receptor al
DNA'™2. E| RE se une a elementos de respuesta a estrogenos (EREs) en genes blanco,
con la secuencia consenso GGTCANNNTGACC?. En el mecanismo gendmico no-
clasico, el RE puede regular la expresién de genes sin interactuar directamente con el
DNA, via otros factores de transcripcién como Fos/Jun? 81142,

El mecanismo no-gendémico consiste en la interaccién del RE con factores de
crecimiento dependientes de cinasas. Esta accidon ocurre rapidamente seguida por la
unién al ligando y es independiente de la trascripcion de genes'*.

La accion gendmica y la no-gendmica del RE no necesariamente son
mecanismos independientes, bajo algunas circunstancias pueden ser rutas

complementarias'*2.

Mecanismo Gendémico Clasico del RE.

viaquinar e

transcripcion

‘ Genes
blanco

Mecanismo Genémico no-Clasico del RE

Genes
‘ blanco

Mecanismo no-Genémico del RE
Rutas secundarias de  Efectos sobre
senalizacion iy
s |2 actividad

transcripcional

~— - _,@’ del RE

FIGURA 5. Representacion esquematica del mecanismo genémico (clasico y no-clasico) y no-
genémico del RE (Modificado de Ring A y Dowsett M'*).
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La transcripcion mediada por el RE puede ser modulada por la presencia de
proteinas correguladoras las cuales son reclutadas e interactuan con complejos
ligando-receptor unidos al promotor. Los coactivadores (CoA) aumentan la transcripcion
y los correpresores (CoR) suprimen la transcripcion'®2.

Los coactivadores incluyen la familia p160, los cuales estimulan la actividad del
RE a través de la interaccién con AF-1. Los tres miembros son el coactivador receptor
nuclear 1 (NCoA1 ademas conocido como SRC1), NCoA2 (TIF2 o GRIP1) y NCoA3
(A1B1, TRAM1, RAC3 o ACTR) %% Otros coactivadores incluyen el complejo
SWI/SNF, proteina unién a CREB (CBP), p300/factor asociado a CBP (PCAF), y el
complejo TRAP/DRIP/SMCC?": 68 193.167

Estas proteinas asociadas con otras y la maquinaria de transcripcion general de
la célula forman complejos de alto peso molecular capaces de sinergizar la activacion
transcripcional conducida por estrégenos'2.

Muchos coactivadores ademas tienen actividad histona-acetil tranferasa (HAT) ">
y/o reclutan otras proteinas con esta actividad. La acetilacién de histonas altera la
estructura de la cromatina en la region promotora de genes blanco y permite a las
proteinas preparar el aparato de transcripcion general para ensamblar e iniciar la
transcripcion'’®.

La interaccién de RE con un antagonista promueve la dimerizacion y unién al
DNA. Sin embargo, un antagonista produce una conformacion del RE que es diferente
de la que se forma por la unién de un agonista al receptor. La conformacion inducida

por el antagonista facilita la unién de correpresores’”

. Los correpresores son: el
correpresor receptor nuclear 1 (NCoR1) y NCoR2 (ademas conocida como SMRT). El
complejo correpresor/RE entonces promueve el reclutamiento de otras proteinas con
actividad histona-desacetilasa (HDAC). La desacetilacion altera la conformacion de la
cromatina y reduce la capacidad del aparato de transcripcion general para formar el

complejo de iniciacion'?.
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4.5.5. GENERALIDADES DEL ESTRADIOL (E,).
El estrégeno intracelular predominante es el 17-B-estradiol (Figura 6); su

mecanismo de accion (Figura 7) puede ser a través del modelo clasico de estrogenos.

HO

17-B-Estradiol

FIGURA 6. Estructura quimica del 17-B-estradiol (Tomada de Lewis JS y Jordan VC®).

El E2 se une al REa o REB e induce un cambio conformacional en el receptor,
provocando la disociacion de estos de las proteinas de choque térmico y la formacion
de homodimeros o heterodimeros con el receptor. EI complejo RE:E; entonces se una
pequenas secuencias palindromicas de DNA, llamadas elementos de respuesta a
estrégenos (EREs), tipicamente localizados en la regiéon 5°de la region promotora de
genes sensibles a estrégenos159. Una vez unido al DNA, el complejo receptor ocupado
por el ligando recluta y une coactivadores y correpresores, los cuales
subsecuentemente modulan la actividad transcripcional de genes sensibles a

estrogenos®.
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Membrana Plasmatica

Disociacion
de Hsp90

Figura 7. Representacion esquematica del mecanismo de accién del E, (Modificado de
Lewis JS y Jordan VC?®).

El E, tiene un papel importante en apoptosis y proliferacion celular. Existe
evidencia que sugiere que el E, suprime la apoptosis en células de cancer de mama
MCF-7, RE positivo, a través de la fosforilacién e inactivacion de la proteina pro-
apoptotica BAD, la cual es fosforilada en S112A y S136A. La habilidad del E; para
prevenir la apoptosis inducida por el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) era
bloqueada al utilizar una mutante de la proteina BAD, la cual carecia de los sitios de
fosforilacidon, y no podia ser fosforilada en presencia de E;. Ademas demostraron que el
E, induce la fosforilacidn de BAD a través de la ruta Ras/PI-3K/Akt y Ras/ERK/p90~SX! y
que la ruta del PI-3K/Akt es requerida para que el E; bloquee la apoptosis inducida por
el TNF-a; H,O, y ausencia de suero. Juntos estos resultados muestran que el E; puede
prevenir la apoptosis a través de un mecanismo no—gen()mico”“. También se ha
reportado que el E; inhibe la apoptosis en las células MCF-7 induciendo la expresion de
la proteina Bcl-2"%",

El E» incrementa la proliferacion celular y causa la formacién del tumor de células

MCF-7 que solo expresan REa. La expresion del REB por medio de adenovirus cambia
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el fenotipo de las células MCF-7, RE positivo. Introduciendo el REP dentro de células
MCF-7 provoca la inhibicion de la proliferacion celular in vitro y evita la formacién del
tumor in vivo en respuesta a E;. EI REB inhibe la proliferacion celular al inhibir la
transcripcion de genes como c-myc, ciclina D1, ciclina A e incrementar la expresion de
p21°PTy p27KP! o cual conduce a una detencion del ciclo celular en G,''.

En las lineas celulares de cancer de colon Caco-2 y SW620 se determin6 un
aumento en la proliferacion después del tratamiento con E,, mientras que con E4 se
inhibid la proliferacion celular® *°.

El E, desarrolla un papel importante en el crecimiento de células glandulares de
endometrio normal por medio de la regulacion a la alta de ciclina D1; esta activaciéon
transcripcional es mediada por la union de c-Jun a la secuencia AP-1 del promotor. En
células de Ishikawa de carcinoma endometrial se cree que el mecanismo es diferente a

la expresion de ciclina D14,

4.5.6. MODULADORES SELECTIVOS DEL RECEPTOR DE ESTROGENOS
(SERMSs).

Los SERMs son una nueva categoria de agentes terapéuticos disponibles para la
prevencion y tratamiento de enfermedades como osteoporosis y cancer de mama’?.
Estos compuestos son diferentes de los estrégenos (los cuales son agonistas) y
antiestrogenos (los cuales son antagonistas) los SERMs tienen una actividad
farmacolodgica selectiva del tejido; pueden ser agonistas en algunos tejidos (higado y el
sistema cardiovascular) y antagonistas en otros tejidos (cerebro, mama) vy
agonistas/antagonistas en Utero®.

Los SERMs mas conocidos son: tamoxifeno (Nolvadex), raloxifeno (Evista) y
toremifeno (Fareston) .

Aun no se conoce como los SERMs, como tamoxifeno y raloxifeno, pueden ser
antiestrogénicos en unas células y estrogénicos en otras, se cree que muchas de las
actividades de los SERMs pueden ser explicadas a través de tres mecanismos: 1)
diferente conformacion del RE sobre la union del ligando; 2) diferente expresion y union
al RE de proteinas correguladoras; y 3) diferente expresion del RE y activacién del gen

a través de no interactuar con ERE®®.
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4.5.6.1 GENERALIDADES DEL TAMOXIFENO (TAM).

TAM (Figura 8) es un antagonista en la glandula mamaria y es el mas
comunmente usado en el tratamiento de pacientes con cancer de mama RE positivo%.
El TAM ademas puede ser usado como un agente preventivo para el cancer de mama
dependiente de hormonas?®.

TAM pertenece a la clase trifeniletileno, compuestos derivados del mismo nucleo
estilbeno como dietilestilbestrol; compuestos de esta clase tienen diferentes actividades
estrogénicas y antiestrogénicas. En general, la conformacion trans tiene actividad
antiestrogénica, mientras que la conformacién cis posee actividad estrogénica. Sin
embargo, la actividad farmacoldgica de compuestos frans depende de la especie, tejido

blanco y gen®.

Tamoxifeno

Figura 8. Estructura quimica del tamoxifeno (Tomada de Lewis JS y Jordan VC“).

TAM actua como un antagonista via ERE, pero es agonista a través de AP-1.
Tamoxifeno se une al RE y produce diferentes cambios conformacionales que facilitan
la interaccion de correpresores, los cuales inhiben el reclutamiento de la maquinaria
transcripcional, inhibiéndose la transcripciéon. En la ruta de uniéon a AP-1, el RE ligado a
tamoxifeno en vez de unirse a ERE, interactua con las proteinas AP-1, c-Jun c-Fos, y
inicia la transcripcidn de un elemento de respuesta alternativo®® (Figura 9).

El TAM inhibe la activacion de AF-2 y funciona como un antagonista sobre genes
los cuales dependen de la regidn AF-2 para la transcripcion mediada por RE. Sin
embargo, en genes donde la funcién de AF-2 no es necesaria y la transcripcion es

llevada a cabo por AF-1, TAM puede actuar como agonista®® "
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Ademas, TAM funciona como antagonista cuando actua a través del REB en
genes que contienen EREs pero puede funcionar como agonista parcial cuando opera a

través del REa®2.

FIGURA 9. Mecanismo de accion del tamoxifeno (Modificado de Lewis JS y Jordan VCBS).

La eficacia clinica del TAM ha sido atribuida al arresto e inducciéon de apoptosis
en células de cancer de mama. El mecanismo primario de accién del TAM se cree que
es a través de la inhibicion del RE, sin embargo, existen reportes que no involucran al
RE, incluyen proteinas moduladoras como: proteina cinasa C (PKC), calmodulina, el
factor de crecimiento transformante beta (TGFp) y el protooncogen c-myc. Ademas se
ha implicado el rol de las caspasas y la proteina cinasa activada por mitégeno (MAPK).
Estrés oxidativo, transicion de la permebilidad mitocondrial (MPT), generacion de
ceramidas, asi como, cambios en la fluidez de la membrana de la célula pueden ser

importantes en la apoptosis inducida por tamoxifen®. En una linea celular de
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glioblastoma humana, TAM induce apoptosis in vitro dependiente de p-53, por un
mecanismo ligado a la inhibicién de proteina cinasa C'2.

Estudios in vitro demostraron el efecto del TAM en el crecimiento de diferentes
lineas celulares. El tratamiento de la linea celular Ishikawa (cancer de endometrio) con
trans-OH-TAM resulta en un incremento significativo en el nimero de células y este es
correlacionado con la concentracién del OH-TAM. En una variante de células Ishikawa,
se observo el efecto estimulador del TAM, mientras que este no era observado con el
tratamiento de E,*. En otro estudio se encontraron efectos contrarios; TAM induce la
inhibicion del crecimiento de las lineas celulares de cancer endometrial HEC-1 y KLE,
RL95-2, el efecto es reversible cuando TAM y E, eran simultdneamente adicionados al
medio de cultivo®.

Estudios in vivo han demostrado que TAM solo o en combinacién con Eoj,
estimulan el crecimiento del tumor endometrial. TAM solo no estimula el crecimiento de
tumores de mama y tiene un efecto antagonista sobre el crecimiento estimulado por
Ex*.

Varios estudios han reportado la capacidad de TAM para limitar el crecimiento de
lineas celulares de cancer de mama, sin embargo, algunas lineas no siguen este
patrén. Para la linea celular MCF-7, TAM disminuye el crecimiento celular solo a bajas

concentraciones (10 y 107M)?’.

4.6. REGULACION DE E-CADERINA POR ESTROGENOS.

El efecto de esteroides sexuales en el complejo E-caderina-catenina es
dependiente del sistema celular usado. Cuando se trata con 17-B-estradiol, la linea
celular humana de carcinoma mamario MCF-7 experimenta diferenciacion morfologica
in vitro, incluyendo nuevos arreglos de la actina-F y la tinciéon de plakoglobulina muestra
un patréon mas uniforme y una pérdida gradual de vinculina de la funcion adherente
célula-célula y célula-matriz**. La deficiente funcion del complejo E-caderina-catenina
en estas células es restaurado en ensayos de agregacioén por tamoxifeno y en menor
grado por sus metabolitos 4-OH-tamoxifeno y N-desmetil-tamoxifeno, confirmando un
mecanismo medido por el mecanismo de receptores nucleares clasicos, sin embargo,

este efecto no era observado en lineas celulares de cancer de mama RE-negativo'"®,

35



ANTECEDENTES.

Se ha reportado que E-caderina es un gen regulado negativamente por
estrogenos en células de cancer de mama humano. En lineas celulares de cancer de
mama RE-positivo tratadas con E;, disminuyen los niveles de expresién de la proteina y
ARNm de E-caderina. Esta regulacion negativa puede ser reversible por el uso de
antiestrégenos usados en la clinica para el tratamiento del cancer de mama'"°.

Prinsac et al 2001'®® y Habermann et al 2001°" mostraron que la exposicién a
estrégenos era asociada con cambios en la adhesién de células epiteliales y
disminucion de los niveles de E-caderina en prostata de rata adulta. El tratamiento con
E, resulta en la disminucion de N-caderina® e incremento en los niveles de E-

caderina®' en ovario de raton.
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5. MATERIALES Y METODOS.

5.1. LINEAS CELULARES HUMANAS.

En el presente trabajo se utilizaron las lineas celulares humanas: MCF-7
(adenocarcinoma de mama), C-33 (cancer de cerviz) y SW620 (adenocarcinoma de
colon) para determinar: 1) Expresion de los RE y 2) El efecto del E; y TAM en la
expresion de la proteina de adhesion E-caderina.

Las células C-33 y MCF-7 fueron proporcionadas por el Dr. Alejandro Garcia-
Carrancé del Instituto Nacional de Cancerologia de México y las células SW620 por el
Dr. Manuel Perucho del Instituto Burnham de la Jolla, Estados Unidos de América.

5.2. MANTENIMIENTO DE LAS LINEAS CELULARES HUMANAS MCF-7, C-33
Y SW620.

Todos los procedimientos se realizaron en campana de flujo laminar (zona

aséptica) y el material utilizado estéril.

5.2.1. Descongelaciéon de las lineas celulares humanas mantenidas en

nitroégeno liquido.

a) Adicionar 4 mL de medio de cultivo fresco a una caja Petri de 5 cm de didmetro
donde creceran las células e incubarla por 10 minutos a 37°C.

b) Sacar los criotubos que contienen a las células del nitrégeno liquido y
descongelar mediante agua tibia o frotandolo con las manos.

C) Se agrega el contenido del criotubo a la caja Petri con el medio y se distribuye el
contenido con movimientos circulares suaves.

d) Se incuba a 37°C, en atmoésfera con 5% de CO; alrededor de dos horas o hasta
gue por observacion al microscopio se observe que las células se hallan adherido a la
superficie de la caja Petri.

e) Se elimina el medio de cultivo y se cambia por medio fresco.
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5.2.2. Propagacion de las lineas celulares.

Una vez que las lineas celulares llegan a confluencia, es necesario resembrarlas,
transfiriendo una alicuota de suspension celular a otras cajas de cultivo.
a) Eliminar el medio de cultivo de la caja Petri por decantacion.
b) Lavar la caja con PBS-EDTA y decantar.
C) Se adiciona PBS-EDTA para cubrir la monocapa celular y se incuba a 37°C
durante 15 minutos, transcurrido el tiempo se desprenden las células con ayuda de una
pipeta, vertiendo el PBS-EDTA sobre la monocapa hasta observar turbidez.
d) Se disgregan las células desprendidas succionando y expulsando el PBS-EDTA
hasta que por observacion microscopica se compruebe que se han obtenido células
individuales.
e) Se adiciona un alicuota de la suspension celular en una caja Petri con medio de
cultivo fresco previamente atemperado a 37°C y se distribuyen las células con
movimientos circulares suaves.
f) Se dejan sedimentar las células en una superficie horizontal durante 10 minutos

y posteriormente se incuban a 37°C, en atmdsfera con 5% de CO..

5.2.3. Congelacion y preservacion de las lineas celulares humanas.

Para realizar este procedimiento se necesita de un cultivo celular en confluencia
elevada (>80%).

a) Se llevan acabo los pasos de los incisos a-d de la seccion 5.2.2

b) La suspension se colecta con ayuda de una pipeta Pasteur en un tubo y se
centrifuga a 225g durante 5 minutos.

C) Se decanta el PBS-EDTA y se resuspende el botén celular con el PBS-EDTA
residual.

d) Se adicionan 4.5 mL de medio de congelamiento por cada caja de cultivo
cosechada homogenizando la suspensién celular.

e) Se alicuota la suspension celular en criotubos y se congela en posicion vertical.
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f) Se introducen los criotubos en nitrégeno liquido.

5.3. CONTEO CELULAR EN CAMARA DE NEWBAUER.

a) Se llevan acabo los pasos de los incisos a-d de la seccion 5.2.2.

b) Limpiar la camara de Newbauer con etanol al 70%, secarla y colocarla en una
superficie horizontal.

a) Tomar 100 nL de la suspension celular, colocarla en la camara y dejar reposar
durante 2 minutos para que las células sedimenten.

b) Se coloca la camara en el microscopio y se cuentan las células que se
encuentran en los ocho cuadrantes correspondientes a la cuenta de linfocitos siguiendo
el siguiente criterio: se cuentan las células que se encuentran dentro de los 16 cuadros
gue corresponden a cada cuadrante. Si hay células en el limite de dos cuadros, se
toman en cuenta solo dos lados de tal manera que formen un a L invertida, las células
gue se encuentren entre estos lados solamente se adicionan al cuadro que se estaba
contando, con el fin de evitar que la célula se cuente en dos 0 mas cuadros.

C) Se obtiene el promedio de la cuenta de ocho cuadrantes y se aplica la siguiente
formula:

Nimero de células/mL = promedio * 10*

5.4. FIJACION DE LAS CELULAS.

Todos los procedimientos se realizaron en campana de flujo laminar (zona

aséptica) y el material utilizado estéril.

a) Eliminar el medio de cultivo de la caja Petri con ayuda de una pipeta Pasteur.

b) Lavar con 2-2.5 mL de PBS goteando sobre los cubreobjetos.

C) Retirar el PBS con ayuda de una pipeta Pasteur y adicionar 4 mL de p-
formaldehido al 4%.

d) Incubar a temperatura ambiente por 45-60 minutos.
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e) Retirar el PBS con ayuda de una pipeta Pasteur y sellar la caja Petri con
parafim®.
f) Conservar en refrigeracion a 4°C hasta su uso.

5.5TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA (IHQ).

Hidratacién de las células.

a) Colocar los cubreobjetos en agua destilada durante 3 minutos.

Permeabilizacion celular.

a) Colocar los cubreobjetos en citrato de sodio (nuevo) 10mM pH 6.0 y calentar en
horno de microondas; 10 minutos, 2 veces, entre cada calentamiento, esperar 5
minutos. (Horno en alta potencia).

b) Esperar a enfriar el citrato de sodio a temperatura ambiente.

C) Lavar con PBS, 2 veces por 5 minutos c/u.

Blogueo de peroxidasa enddgena.
a) Incubar los cubreobjetos con la solucion bloqueadora (H20, en PBS al 3%) por
45 minutos a temperatura ambiente.

b) Lavar con PBS, 2 veces por 5 minutos c/u.

Permeabilizacién celular.
a) Incubar los cubreobjetos con la solucion permeabilizante (Triton X-100 al 0.5% en
PBS) durante 60 minutos a temperatura ambiente.

b) Lavar con PBS, 2 veces por 5 minutos c/u.

Bloqueo.
a) Incubar los cubreobjetos con la solucién bloqueadora (albumina sérica bovina al

5% en PBS) durante 60 minutos a temperatura ambiente.
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Deteccidén de antigenos.

a) Incubar los cubreobjetos con el primer anticuerpo durante 72 horas (diluir el
anticuerpo en PBS mas tritdn X-100 al 0.3%) a 4°C en camara humeda.

b) Transcurrido el tiempo lavar con PBS, 10 veces por 5 minutos c/u.

C) Incubar los cubreobjetos con el anticuerpo secundario (diluir el anticuerpo en
PBS mas albumina sérica bovina al 5%) durante 2 horas a temperatura ambiente.

d) Transcurrido el tiempo lavar con PBS, 2 veces por 5 minutos c/u.

Marcaje.
a) Incubar los cubreobjetos con el complejo Estreptoavidina-Biotina-Peroxidasa

durante 60 minutos.

Revelado.
a) Incubar los cubreobjetos con el cromdégeno DBA (3,3'diamino benzidina
tetrahidrocloruro), a temperatura ambiente hasta observar tincion. Generalmente es

entre 30-60 segundos.

Contratincion.

a) Adicionar a las muestras la solucion de hematoxilina de Mayer® durante 2 min.
b) Lavar con agua durante 5 min.

C) Virar con carbonato de litio o agua caliente por 2 min.

d) Lavar con agua a temperatura ambiente por 2 min.

Deshidratacion:

a) Deshidratar las muestras con el siguiente tren de deshidratacion:
Etanol 50%, 1 minuto.

Etanol 70%, 1 minuto.

Etanol 90%, 1 minuto.

Etanol 95%, 1 minuto.

Etanol absoluto, 1 minuto.

o gk 0w N PE

Xilol-Etanol, 1 minuto.
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7. Xilol, 1 minuto.

8. Xilol, 5 minutos.

Montaje de las muestras.
a) Colocar en un portaobjetos una gota de Clariol® y montar el cubreobjetos sobre
la gota con la superficie de la muestra hacia el portaobjetos, evitando formar burbujas.

5.6. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS
EN LAS LINEAS CELULARES HUMANAS.

Todos los procedimientos se realizaron en campana de flujo laminar (zona

aséptica) y el material utilizado estéril

a) Las lineas celulares se crecen en cajas de 10cm en medio DMEM hasta alcanzar
una confluencia mayor del 80%.

b) Se llevan acabo los pasos de los incisos a-d de la seccion 5.2.2.

C) Se realiza el conteo celular con ayuda de una camara de Newbauer,
considerando los pasos de la seccién 5.3.

d) Se prepara una caja Petri de 10cm de diametro con cubreobjetos circulares
estériles en el interior.

e) Colocar 750, 000 células en un tubo Falcon® y adicionar medio DMEM
suplementado con 10% SFB hasta completar 8mL. Posteriormente gotear sobre los
cubreobjetos con ayuda de una pipeta, tratando de que queden con un alto numero de
células adheridas.

f) Incubar las cajas a 37°C, en atmdsfera con 5% de CO, durante 48Hrs para
asegurar una alta confluencia.

0) Transcurrido el tiempo fijar las células repitiendo los pasos de la seccién 5.4.

h) Se realiza la técnica de IHQ, siguiendo los pasos de la seccién 5.5. En este

trabajo se utilizaron los siguientes anticuerpos:
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ANTICUERPO. DESCRIPCION
Primer anticuerpo REHENnta  Cruz Anticuerpo policlonal IgG de conejo.
Biotechnology®)
Segundo anticuerpo RE&)ector ®) Anticuerpo anti-conejo biotinilado 1gG.

Primer anticuerpo REb (Santa Cruz | Anticuerpo policlonal IgG de cabra.
Biotechnology®)
Segundo anticuerpo REb(Santa  Cruz | Anticuerpo anti-cabra IgG biotinilado

Biotechnology®)

5.7. TRATAMIENTO DE LAS LINEAS CELULARES HUMANAS CON
ESTRADIOL (5nM) y TAMOXIFENO (0.5miV)

Todos los procedimientos se realizaron en campana de flujo laminar (zona

aséptica) y el material utilizado estéril.

a) Las lineas celulares se crecen en cajas de 10cm en medio DMEM hasta alcanzar
una confluencia mayor del 80%.

b) Se llevan acabo los pasos de los incisos a-d de la seccion 5.2.2.

C) Realizar el conteo celular con ayuda de una camara de Newbauer, considerando
los pasos de la secciéon 5.3.

d) Se prepara una caja Petri de 5 cm de diametro con cubreobjetos circulares
estériles en el interior.

e) Colocar 500, 000 células en un tubo Falcon® y adicionar medio DMEM
suplementado con 10% de suero fetal bovino hasta completar un volumen de 4 mL.
Gotear sobre los cubreobjetos con ayuda de una pipeta, tratando de que queden con un
alto numero de células adheridas. Se incuban durante 24 horas a 37°C y en atmdsfera
con 5% de COs.

f) Transcurrido el tiempo de incubacion, se elimina el medio con ayuda de una
pipeta. Se realizan dos lavados con PBS goteando sobre los cubreobjetos y se elimina
con pipeta. Adicionar 3 mL de medio RPMI 1640 libre de rojo fenol y suplementado con
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10% de suero fetal bovino sin hormonas. Incubar durante 24 Horas a 37°C y 5% de
COz.

0) Transcurrido el tiempo de incubacién las lineas celulares son tratadas con
estradiol y tamoxifeno a las siguientes concentraciones: control (etanol 0.14%); E»
(5nM); E; (5nM) + TAM (0.5nM) y TAM (0.5nM).

h) Las cajas se incuban a 37°C, en atmosfera con 5% de CO; a los siguientes
intervalos de tiempo: 0, 6, 12, 24 Hrs.

) Al termino de cada intervalo de tiempo las células (tratamiento y controles) se
fijan repitiendo los pasos de la seccién 5.4.

5.8 ESTUDIO DE LA EXPRESION DE LA PROTEINA DE ADHESION E-
CADERINA EN LAS LINEAS CELULARES HUMANAS TRATADAS CON
ESTRADIOL Y TAMOXIFENO.

a) Se realiza la técnica de IHQ en las diferentes lineas celulares (tratamiento y
control) a los diferentes intervalos de tiempo, repitiendo los pasos de la seccién 5.5.

Los anticuerpos que se utilizaron en este trabajo fueron los siguientes:

ANTICUERPO DESCRIPCION.
Primer anticuerpo (Santa Cruz Anticuerpo E-caderina, policlonal 1gG de
Biotechnology®) conejo.
Segundo anticuerpo (Santa Cruz Anticuerpo anti-conejo IgG biotinilado.
Biotechnology®)

5.9. ANALISIS DE LA EXPRESION DE LA PROTEINA DE ADHESION E-
CADERINA.

Los resultados obtenidos en los experimentos se analizaron en un

microscopio Nikon Compuesto. Se tomaron al azar cinco campos de cada experimento

a un aumento de 20X y posteriormente se analizo la expresion de E-caderina

44



MATERIALESY METODOS

densitométricamente utilizando el Software Zeiss; KS300. Las lecturas reportadas son
unidades densitométricas (unidades de “grises”) asignadas por el programa. Estas
unidades tienen una escala de 0 (negro) a 250 (blanco); valores cercanos a cero indican
mayor inmunoreactividad, mientras que valores cercanos a 250 menor

inmunoreactividad.

5.10. ANALISIS ESTADISTICO.
El andlisis estadistico se realizo usando la prueba “t” de Student (Software
Prisma; GraphPad) y p[0.05 es considerada significativa.

5.11. PREPARACION DE SOLUCIONES.

Medio de cultivo.

Medio de cultivo D-MEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

Componentes Cantidad.
Medio D-MEM (Gibco) 1 sobre para disolveren 1 L.
Suplementado con:

NaHCO3 (Baker) 3.50.
Hepes (Sigma) 2.24¢.
Solucion de aminoacidos no esenciales (Gibco) 10 mL.
Antibiotico-antimicético (Gibco) 10 mL.
Piruvato de sodio (Gibco) 10 mL.
Suero fetal bovino (Gibco) 100 mL.

a) Disolver el contenido de un sobre de medio D-MEM en 700 mL de agua
desionizada estéril.

b) Adicionar todos los suplementos excepto el suero fetal bovino. La solucion se
agita hasta disolucién completa.
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C) Aforar a 900 mL con agua desionizada estéril.

d) Esterilizar la solucién por filtracién con membrana Millipore® de tamafio de poro
de 0.22mm.

e) Suplementar el medio con 100 mL de suero fetal bovino. Conservar el medio en
refrigeracion a 4°C.

f) Como control de contaminacién se sugiere incubar una alicuota del medio a
37°C durante 48 horas. Si al término de este tiempo hay turbidez en el medio o vira el

indicador a color amarillo, es sefial de que hay contaminacion.

Medio de cultivo libre de rojo fenol y hormonas.
Medio RPMI 1640.

Componentes Cantidad.
Medio RPMI 1640 (Gibco) 1 sobre para disolver en 1L.
Suplementado con:

NaHCO;3 (Baker) 2049
Dextrosa (Baker) 2.50.
Solucion de aminoacidos no esenciales (Gibco) 10 mL.
Antibiotico-antimicético (Gibco) 10 mL.
Piruvato de sodio (Gibco) 10 mL.
Suero fetal bovino inactivado (Gibco) 100 mL.

a) Disolver el contenido de un sobre de medio RPMI 1640 en 700 mL de agua
desionizada estéril.

b) Adicionar todos los suplementos excepto el suero fetal bovino. La solucion se
agita hasta disoluciéon completa.

C) Aforar a 900 mL con agua desionizada estéril.

d) Esterilizar la solucién por filtracién con membrana Millipore® de tamafio de poro
de 0.22mm.

e) Suplementar el medio con 100 mL de suero fetal bovino inactivado. Conservar el

medio en refrigeracion a 4°C.
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f) Como control de contaminacién se sugiere incubar una alicuota del medio a
37°C durante 48 horas. Si al término de este tiempo hay turbidez en el medio es sefal

de que hay contaminacion.

Medio de congelamiento.
a) Se utiliza medio DME-M, sin complementar con suero fetal bovino y se le
adiciona 15% de glicerol estéril.

b) Guardar en recipientes estériles y congelar a — 20°C.

Solucién de PBS.

Para preparar un litro de solucion.

Componentes Cantidad
NaCl (Baker) 8.0¢.
KCI (Baker) 0.2 g.
KH,PO, (Baker) 0.24 g.
Na,HPO4 (Baker) 1.44 g.
Agua desionizada c.b.p. 1L.

a) Disolver las sales anteriores en 900 mL de agua desionizada.

b) Ajustar el pH a 7.4.

C) Aforar a 1L con agua desionizada.

d) Alicuotar en recipientes limpios y esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 15
Ib/in?.

e) Guardar la solucién a temperatura ambiente, o bien, en refrigeracién a 4°C.

Solucién de PBS-EDTA

Para preparar un litro de solucion.

Componentes Cantidad
NaCl (Baker) 8.0 ¢.
KH2PO4 (Baker) 0.24 g.
NaHPO, (Baker) 1.44 g.
KCI (Baker) 0.2 g.
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EDTA (Sigma) 0.37g.
Agua desionizada c.b.p. 1L.

a) Disolver las sales en 900 mL de agua desionizada.

b) Ajustar el pH a 7.4.

C) Aforar a 1 L con agua desionizada.

d) Alicuotar en recipientes limpios y esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 15
Ib/in?.

e) Guardar la solucién a temperatura ambiente o en refrigeracion a 4°C.

Solucién de p-formaldehido al 4%

Para preparar 100 mL de solucion de p-formaldehido.

Componentes Cantidad.
PBS (estéril) c.b.p. 100 mL.
p-formaldehido” (Sigma) 4g.

*NOTA: Pesar el p-formaldehido con guantes y cubrebocas.

a) Disolver el p-formaldehido en 60 mL de PBS estéril, con ayuda de calentamiento
y agitacion.

b) Esperar a enfriar la solucién a temperatura ambiente.

C) Aforar a 100 mL con PBS estéril.

d) Esterilizar la solucién por filtracién con membrana Millipore® de tamafio de poro
de 0.22mm.

e) Guardar en un recipiente estéril y conservar en refrigeracién a 4°C.

Estradiol® (5nM).

Para preparar 10 mL de solucién stock de estradiol.

Componentes Cantidad.
b-Estradiol (Sigma) 1 mg.
Agua desionizada (estéril) c.b.p. 10 mL.
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a) Disolver el estradiol en 10 mL de agua desionizada estéril, de modo que se
obtiene una concentracién de 1.71*10*nM.
b) Alicuotar en tubos estériles y conservar en refrigeracion a 4°C.

Tamoxifeno® (0.5miM).

Para preparar 10 mL de solucién stock de Tamoxifeno.

Componentes Cantidad.
Tamoxifeno (Sigma) 1 mg.
Etanol c.b.p. 10 mL.

a) Disolver el tamoxifeno en 10 mL de etanol, de modo que se obtiene una
concentracion de 2.6*10°nM.
b) Alicuotar en tubos estériles y conservar en refrigeracion a 4°C.

Solucioén de citrato de sodio.

Para preparar un litro de solucion.

Componentes Cantidad.
Citrato de sodio (Baker) 2.94 g.
Agua destilada c.b.p. 1L.

a) Disolver el citrato de sodio en 900 mL de agua destilada.
b) Ajustar el pH a 6.0.
C) Aforar a 1 L con agua destilada.

Solucion de peroxido de hidrégeno (H20;) al 3% en PBS.

Para preparar 50 mL de solucién.

Componentes Cantidad.
H>0, (30%) (Reproquifin) 5mL.
PBS c.b.p. 50 mL.
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a) Disolver el H,O, en 50 mL con agua destilada.
b) Mezclar por agitacién la solucion.

Solucién de Tritén X-100® al 0.5%.

Para preparar 250 mL de solucion.

Componentes Cantidad.
Triton X-100 (Sigma) 1.2mL.
Agua destilada c.b.p. 250 mL.

a) Disolver el triton X-100 en agua destilada.
b) Mezclar por agitacion la solucién, evitando formar demasiada espuma.

Solucién de albumina al 5%.

Para preparar 50 mL de solucién.

Componentes Cantidad.
Albumina sérica bovina (Sigma) 3.84¢.
PBS c.b.p. 50 mL.

a) Disolver la albumina sérica bovina en 40 mL de PBS.
b) Aforar a 50 mL con PBS.

Solucién del complejo de Estreptoavidina-Biotina-Peroxidasa (dilucion
1:50) ® (Santa Cruz).
a) Mezclar la solucion Ay la solucion B.
b) Aforar al volumen requerido con PBS.
C) Dejar reposar durante 30 minutos antes de utilizarlo.

Solucién del cromégeno DAB (3,3'diamino benzidina tetrahidrocloruro) ®
(Vector)
a) A 5mL de agua destilada adicionar dos gotas de la solucion buffer y mezclar.

b) Adicionar cuatro gotas de la solucion DAB y mezclar.
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C) Adicionar dos gotas de la solucién de H,O, y mezclar.

Solucion de etanol al 50%.
Para preparar un litro de solucion.
a) A 500 mL de etanol absoluto adicionar 400 mL de agua destilada.
b) Mezclar por agitacién la solucion.
C) Aforar a 1 L con agua destilada.

Solucion de etanol al 70%.
Para preparar un litro de solucion.
a) A 700 mL de etanol absoluto adicionar 200 mL agua destilada.
b) Mezclar por agitacién la solucion.
C) Aforar a 1 L con agua destilada.

Solucion de etanol al 90%.
Para preparar un litro de solucion.
a) A 900 mL de etanol absoluto adicionar 50 mL de agua destilada.
b) Mezclar por agitacién la solucion.
C) Aforar a 1 L con agua destilada.

Solucion de etanol al 95%.
Para preparar un litro de solucion.
a) A 950 mL de etanol absoluto adicionar agua destilada hasta aforara 1 L.
b) Mezclar por agitacién la solucion.

Solucion de Xilol-etanol.
Para preparar un litro de solucion.
a) A 500 mL de etanol absoluto adicionar 500 mL de xilol.
b) Mezclar por agitacién la solucion
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6. RESULTADOS.

El primer objetivo que se plantes para este trabajo fue determinar la expresion de
los receptores de estrogenos en las lineas celulares humanas MCF-7 (adenocarcinoma
de mama), C-33 (cancer de cerviz) y SW620 (adenocarcinoma colon) por medio de la

técnica de inmunohistoquimica, utilizando un anticuerpo policlonal anti-REa y anti-REb.

6.1. Determinacion de la concentracion 6ptima del primer anticuerpo (anti-
REa y anti-REb) para la expresiéon de los RE en las lineas celulares humanas MCF-
7, C-33y SW620.

Uno de los aspectos que se consideré para estudiar la expresiéon de los
receptores de estrogenos, a través de la técnica de inmunohistoquimica, fue establecer
la concentracion del primer anticuerpo. Se probaron diferentes diluciones menores y
mayores a las recomendadas por el proveedor. Las concentraciones que se ensayaron

se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Diluciones ensayadas del primer anticuerpo para la expresion de
los RE.

RECEPTOR DILUCIONES
REa | -==—mom | mmeeee- 1:500 1:750 1:1000
REb 1:250 1:300 1:500 1:750 1:1000

De acuerdo a las caracteristicas observadas en la tincion, se decidio trabajar en
los siguientes ensayos con una dilucion 1:750 para el REa en todas las lineas celulares,

mientras que para el REb fue 1:250 para la linea celular MCF-7 y C-33 y para la linea
celular SW620 1:300. La dilucion del segundo anticuerpo que se utilizo en este trabajo
para ambos receptores fue 1:100 en todas las lineas celulares.
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6.2. Expresion de los Receptores de Estrégenos ay b en las lineas
celulares humanas MCF-7, C-33 y SW620.

En la tabla 3 se muestra la expresién relativa del REa y REb para las tres lineas
celulares humanas a través de la técnica de inmunohistoquimica. El control negativo era
obtenido al sustituir el primer anticuerpo con solucién de PBS.

En la tabla 3 y Figura 10 se muestra que las tres lineas celulares probadas en
este trabajo expresaron la isoforma a del RE, siendo mas evidente para MCF-7 y
SW620 comparado con la expresion de éste en la linea celular C-33.

En la linea celular de adenocarcinoma de mama MCF-7, se observo la expresion
del REa (Tabla 3, Figura 10B) pero ausencia del REb (Tabla 3, Figura 11B).

La linea celular de cancer de cerviz C-33 siguidé el mismo comportamiento de la
linea celular MCF-7. Esta linea celular expresé la isoforma a del RE (Tabla 3, Figura
10D) pero ausencia de la isoforma b (Tabla 3, Figura 11D).

En la linea celular de adenocarcinoma colon (SW620) se observé la expresion de
ambos receptores (Figura 10F y 11F). Sin embargo, la expresion del REa se observé

mayor con respecto a la expresiéon del REb (Tabla 3).

Tabla 3. Expresion relativa de las de los receptores de estrégenos en las
lineas celulares humanas MCF-7, C-33 y SW620.

Linea celular. REa REb
MCF-7 +++ -
C-33 ++ -
SW620 +++ ++

El nimero de (+) indica la expresion relativa del RE. El signo (-) indica que no existié expresion del
receptor.
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FIGURA 10. Exprsic’m del REa a través de la técnica de unohitoquica en las lineas
celulares humanas. A) MCF-7, control negativo; B) MCF-7, anti-REa (1:750); C) C-33, control negativo;
D) C-33, anti-REa (1:750); E) SW620, control negativo; F) SW620, anti-REa (1:750). Las fotografias

fueron tomadas con el Microscopio de luz Nikon Eclipse C600, aumento de 20X.
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Figura 11. Expresion del REb a través de la técnica de inmunohistoquimica en las lineas celulares
humanas. A) MCF-7, control negativo; B) MCF-7, anti-REb (1:250); C) C.-33, control negativo; D) C-33,
anti-REb (1:250); E) SW620, control negativo; F) SW620, anti-REb (1:300). Las fotografias fueron

tomadas con el Microscopio de luz Nikon Eclipse C600, aumento de 20X.
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6.3. Determinacion de la concentracion optima del primer anticuerpo (anti-
E-caderina) para la expresion de la proteina de adhesion E-caderina en las lineas
celulares humanas MCF-7, C-33 y SW620.

La expresion de la proteina de adhesion E-caderina se realizé a través de la
técnica de inmunohistoquimica con un anticuerpo policlonal anti-E-caderina.

La determinaciéon de la concentracion Optima del primer anticuerpo se realiz6 de
la misma forma que para los RE, probando diferentes concentraciones, menores y
mayores a las recomendadas por el proveedor. Las diluciones que se probaron se
muestran en la tabla 4.

De acuerdo a las caracteristicas observadas en la tincion la dilucion optima del
primer anticuerpo para E-caderina fue 1:100 para todas las lineas celulares. Mientras
gue la dilucién que se utilizé para el segundo anticuerpo fue 1:200.

Tabla 4 Diluciones ensayadas del primer anticuerpo (anti-E-caderina) para
la expresion de la proteina de adhesion E-caderina.

ANTICUERPO DILUCION

E-caderina 1:50 1:100 1:250 1:500

Una vez establecidas las condiciones experimentales, se procedio a realizar la

determinacién de esta proteina en las lineas celulares humanas tratadas con E; y TAM.

6.4. Efecto del estradiol y tamoxifeno en la expresion de la proteina de
adhesion E-caderina en las lineas celulares humanas MCF-7, C-33 y SW620.

Las lineas celulares humanas fueron sometidas a diferentes tratamientos con E;
y TAM de acuerdo a los experimentos planteados en funcién de la concentracion y el
tiempo. Las lineas celulares humanas fueron tratadas con E, (5nM), E> (5nM)+TAM
(0.5mM), TAM (0.5nM) y como control disolvente, etanol al 0.14% a diferentes intervalos

de tiempo (0, 6 12, 24 horas). La expresion de E-caderina se realiz6 a través de la
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técnica de inmunohistoquimica. El control negativo era obtenido al sustituir el primer
anticuerpo con solucion de PBS.

Los resultados se analizaron con un microscopio Nikon Compuesto y se tomaron
fotografias de cinco campos al azar a 20X. Posteriormente se realizd la cuantificacion
de dicha proteina por densitometria utilizando el Software Zeiss, KS300. Las lecturas
reportadas son unidades densitométricas (escala de “grises”) asignadas por el
programa. Estas unidades tienen una escala de 0 (negro) a 250 (blanco); valores
cercanos a cero indican mayor inmunoreactividad, mientras que valores cercanos a 250
menor inmunoreactividad.

La linea celular MCF-7 (adenocarcinoma de mama) se caracteriza por tener una
morfologia de células grandes en forma de estrella. A las 0 horas (Figura 12B) y 6 horas
(Figura 12C) las células MCF-7 presentaron dicha morfologia, se observaron grupos
confluentes con contacto intracelular normal. La expresién de E-caderina se observé a
nivel citoplasmatico y en menor proporcion en el contacto célula-célula (Figura 12B y
12C). El tratamiento con E; produjo dafios importantes en la morfologia de la célula; se
observaron células prominentemente dafiadas (Figura 12D); y la expresion de E-
caderina estaba completamente interrumpida (Figura 12D). Este efecto se observo
revertido por el tratamiento con E>+TAM (Figura 12E) y TAM (Figura 12F);
observandose un aumento en la proliferacion; grupos confluentes de células grandes en
forma de estrella y la expresion de E-caderina a nivel citoplasméatico y en el contacto
célula-célula. Sin embargo, se observdé una menor inmunoreactividad en el tratamiento
con E>+TAM (Figura 12E).
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FIGURA 12. Expresion de E-caderina a través de la técnica de inmunohistoquimica en la linea
celular humana MCF-7 a 6Hrs. A) Control negativo; B) Control OHrs; C) Control 6Hrs; D) E;,; E) E;+TAM,;
F) TAM. Los tratamientos se realizaron como se indica en materiales y métodos. Se utilizé un anticuerpo
anti-E-caderina (1:100) y las fotografias se tomaron en el Microscopio Nikon Compuesto a 20X.
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El andlisis cuantitativo de la expresién de E-caderina en la linea celular MCF-7
tratada con E; y TAM a 6 horas se muestra en la tabla 5 y grafica 1. Con respecto al
control 6 horas, el tratamiento con E, y Ex+TAM disminuyé la expresion de E-caderina
(p=0.0294; p=0.0001, respectivamente); mientras que el tratamiento con TAM aumenté
la expresion de dicha proteina (p=0.0444) en esta linea celular. El tratamiento con
E>+TAM con respecto al tratamiento con E, tendi6 a aumentar la expresion de E-
caderina, pero no fue estadisticamente significativo (p=0.4390), mientras que, el

tratamiento con TAM aumento la expresion de E-caderina (p=0.0117).

Tabla 5. Efecto del estradiol y tamoxifeno en la expresion de E-caderina en
la linea celular MCF-7 a 6 horas*.

TRATAMIENTOS (6Hrs)

Control O

Control 6

=

E,+TAM

TAM

120.011962

118.399843

112.434287

114.750353

121.966198

128.678596

120.011962

93.006596

112.002886

122.905128

118.360721

119.786857

112.19711

111.124227

122.16861

119.375775

116.862658

115.898704

110.810993

122.631151

120.108153

121.115585

108.505527

110.068116

118.851904

X=121.3

X=119.2

X=108.4

X=111.8

X=121.7

0=4.179

6=1.641

6=8.998

6=1.814

0=1.637

*El analisis densitométrico se realiz6 en el programa Zeiss, KS300. Las lecturas estan reportadas
en escala de grises asignadas por el programa.
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Grafica 1. Efecto del estradiol y tamoxifeno en la expresion de E-caderina en la linea
celular MCF-7 a 6 horas. El andlisis densitométrico se realiz6 en el programa Zeiss, KS300. Las lecturas
estan reportadas en escala de grises asignadas por el programa. Los datos se reportan como el promedio
+ DE. *=diferencia significativa con respecto al control 6 horas. #=diferencia significativa con respecto al
E,.

En la figura 13 se muestra la expresion de E-caderina en la linea celular humana
MCF-7 a 12 horas de tratamiento. Las células control mostraron un aumento en la
proliferacidon celular y morfologia normal; esto es, células grandes, en forma de estrella
y la distribucion de E-caderina se observo incrementada en el contacto célula-célula y
en el citoplasma (Figura 13A). El tratamiento de la linea celular MCF-7 con E; a las 12
horas mostré un patrén similar al observado a las 6 horas de tratamiento, existio
disminucion en la proliferacion celular y las células se observaron mas pequefias y
alargadas. La expresion de E-caderina se observé disminuida tanto en citoplasma como
en el contacto célula-célula; las células se observaron aisladas, con espacios
intracelulares ensanchados entre ellas (Figura 13B). En las células MCF-7 tratadas con
E>+TAM (Figura 13C) y TAM (Figura 13D), se observo revertido el efecto del E, sin
embargo, se observé dafio en la célula, siendo més evidente para las células tratadas
con Ex+TAM. En el caso de las células MCF-7 tratadas con E>+TAM (Figura 13C)

existio disminucién en la proliferacién celular, las células se observaron mas pequefias
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y alargadas; mientras que la expresion de E-caderina aumento en el contacto célula-
célula y citoplasma. Dicho efecto fue contrario en las células MCF-7 tratadas con TAM
(Figura 13D), en este caso, hubo un aumento en la proliferacion celular, pero las células
perdieron su morfologia caracteristica, observdndose células pequefias y alargadas con

disminucién en la adhesién celular.

FIGURA 13. Expresion de E-caderina a través de la técnica de inmunohistoquimica en la linea
celular MCF-7 a 12Hrs. A) Control; B) E;; C) E;+TAM; D) TAM. Los tratamientos se realizaron como se
indica en materiales y métodos. Se utilizé un anticuerpo anti-E-caderina (1:100). Las fotografias se
tomaron en un microscopio Nikon Compuesto a 20X.

El andlisis cuantitativo de la expresion de E-caderina en la linea celular MCF-7 a
las 12 horas de tratamiento se muestra en la tabla 6 y grafica 2.
El tratamiento de la linea celular MCF-7 con E» sigui6 el mismo patron observado

a 6 horas; dicho tratamiento disminuyd la expresion de E-caderina con respecto al
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control 12 horas (p=0.0021). Mientras que el tratamiento con E>+TAM aumento la
expresion de esta proteina (p<0.0001) y TAM disminuyd la expresion (p=0.0010) con
respecto al control 12 horas

A las 12 horas, con respecto al E;, el tratamiento con Ex+TAM aumentd la
expresion de E-caderina (p<0.0001). En el caso de TAM existi6 una tendencia a
disminuir la expresién de E-caderina, aun mayor que la que se obtuvo para el Ej; sin

embargo, no fue estadisticamente significativa (p=0.0759).

Tabla 6. Efecto del estradiol y tamoxifeno en la expresion de E-caderina en
la linea celular MCF-7 a 12 horas*.

TRATAMIENTOS
(12Hrs)

Control

E,

E,+TAM

TAM

132.428164

125.951694

172.172567

115.518986

132.622502

126.402864

174.300639

113.871539

139.791579

126.052923

167.110108

123.673518

144.066465

126.331818

164.909949

126.847845

134.040165

120.212673

174.540283

116.589825

X=136.6

X=125.0

X=170.6

X=119.3

6=5.141

0=2.677

0=4.366

6=5.639

*El analisis densitométrico se realiz6 en el programa Zeiss, KS300. Las lecturas estan reportadas
en escala de grises asignadas por el programa.
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Grafica 2. Efecto del estradiol y tamoxifeno en la expresion de E-caderina en la linea
celular MCF-7 a 12 horas. El analisis densitométrico se realizdé con el programa Zeiss, KS300. Las
lecturas son reportadas en escala de grises asignadas por el programa. Los datos se reportan como el
promedio + DE. *=diferencia significativa con respecto al control 12 horas. #=diferencia significativa con
respecto al E,.

La inmunohistoquimica realizada a 24 horas a las células control MCF-7 revelo,
disminucion en la proliferacién celular y dafio celular. Las células se observaron mas
pequefas y alargadas; con alteracion en la adhesion celular (Figura 14A). El tratamiento
con E, (Figura 14B) concordd con lo que se observd en los tiempos anteriores. Las
células MCF-7 se observaron pequefias, alargadas y la expresion de E-caderina estaba
disminuida en el contacto célula-célula y en el citoplasma; observandose células
aisladas y espacios intracelulares ensanchados entre ellas. El efecto del tratamiento
con E>+TAM (Figura 14C) y TAM (Figura 14D) revirtié el efecto del E,. La morfologia de
las células es normal y se regenero la expresion de E-caderina en el contacto célula-

célulay en el citoplasma.
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Figura 14. Expresion de E-caderina a través de la técnica de inmunohistoquimica en la linea
celular MCF-7 a 24Hrs. A) Control; B) E,; C) E; + TAM; D) TAM Los tratamientos se realizaron como se
indica en materiales y métodos. Se utilizé un anticuerpo anti-E-caderina (1:100). Las fotografias se
tomaron en un microscopio Nikon Compuesto a 20X.

Los resultados de la cuantificacion de E-caderina a 24 horas en la linea celular
MCF-7 se muestran en la tabla 7 y gréfica 3.

El analisis estadistico realizado a 24 horas mostré que con respecto al control 24
horas, el E» disminuyo la expresion de E-caderina (p=0.0003) al igual que el tratamiento
con E>+TAM (p=0.0037), mientras que, TAM tendié a aumentar la expresion de dicha
proteina, pero no fue estadisticamente significativo (p=0.4781).

Por otro lado, los tratamientos con Ex+TAM y TAM aumentaron la expresion de
E-caderina (p=0.0203 y p=0.0010, respectivamente) con respecto al E, siendo mas
evidente en las células que fueron tratadas con TAM.
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Tabla 7. Efecto del estradiol y tamoxifeno en la expresion de E-caderina en
la linea celular MCF-7 a 24 horas*.

TRATAMIENTOS
(24Hrs)

Control

E,

E,+TAM

TAM

116.928889

109.796083

111.354025

111.490712

115.561218

109.832759

110.125123

120.903633

115.65022

109.092346

109.614775

120.349859

120.440139

108.69796

111.359334

117.778816

113.34219

108.846697

113.039687

119.054833

X=116.4

X=109.2

X=111.1

X=117.9

6=2.609

6=0.5315

6=1.328

6=3.790

*El analisis densitométrico se realizd en el programa Zeiss, KS300. Las lecturas son reportadas
en escala de grises asignadas por el programa.
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Grafica 3. Efecto del estradiol y tamoxifeno en la expresion de E-caderina en la linea
celular MCF-7 a 24 horas. El analisis densitométrico se realizé en el programa Zeiss, KS300. Las
lecturas son reportadas en escala de grises asignadas por el programa. Los datos se reportan como el
promedio = DE. *=diferencia significativa con respecto al control 24 horas. #=diferencia significativa con

respecto al E,.
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Con el fin de determinar el efecto de los diferentes tratamientos en la expresion
de E-caderina con respecto al tiempo en la linea celular MCF-7, se graficaron los
valores obtenidos en la cuantificacion en funcidon del tiempo. Los resultados se
muestran en la gréfica 4.

En la grafica 4 se muestra que en las células control MCF-7 la mayor expresion
de E-caderina se observé a las 12 horas. El tratamiento con E, disminuy6 la expresion
de E-caderina; observandose la mayor reduccion en la expresién a las 6 horas de
tratamiento, mientras que, el tratamiento con E>+TAM tuvo un efecto peculiar, dicho
tratamiento aumento la expresion de E-caderina a las 12 horas de tratamiento, mientras
gue a 6 y 24 horas disminuyé la expresion de esta proteina. Por otro lado, el tratamiento
con TAM no tuvo efecto significativo en la expresion de E-caderina.
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Grafica 4. Efecto del estradiol y tamoxifeno en la expresion de E-caderina en la linea
celular MCF-7 en funcidn del tiempo. El andlisis densitométrico se realizé en el programa Zeiss,
KS300. Las lecturas son reportadas en escala de grises asignadas por el programa.
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La linea celular de cancer de cerviz, C-33, se caracteriza por formar grupos
confluentes de células grandes en forma de hexagono. En la figura 15 se muestra la
expresion de E-caderina en esta linea celular a las 6 horas de tratamiento. Las células
control a las 0 y 6 horas se observaron como células aisladas con dafio celular y
morfologia difusa, es decir, nicleo y citoplasma no definido, siendo mas evidente a 6
horas (Figura 15B y 15C, respectivamente). Las células C-33 a 0 y 6 horas mostraron
débil inmunoreactividad en citoplasma y en el contacto célula-célula para E-caderina,
(Figura 15B y 15C, respectivamente).

El tratamiento con E;, E;+TAM y TAM en la linea celular C-33 a 6 horas indujeron
un aumento en la proliferacion celular, observandose, grupos confluentes de células en
forma de hexdgono con nucleo y citoplasma bien definido (Figura 15D, 15E y 15F,
respectivamente). Con respecto a E-caderina existio un aumento indudable en la
expresion de dicha proteina en el contacto célula-célula, siendo mas evidente para el
tratamiento con E, y Ex+TAM (Figura 15D y 15E, respectivamente). Ademas se observé
que la inmunoreactividad fue mayor en el contacto célula-célula cuando las células
crecian en grupo; mientras que en células aisladas la inmunoreactividad se observo en

citoplasma predominantemente.
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FIGURA 15. Expresion de E-caderina a través de la técnica de inmunohistoquimica en la linea
celular C-33 a 6Hrs. A) Control negativo; B) Control OHrs; C) Control 6Hrs; D) E,; E) E;+TAM; F) TAM.
Los tratamientos se realizaron como se indica en materiales y métodos. Se utilizé un anticuerpo anti-E-
caderina (1:100). Las fotografias se tomaron en un microscopio Nikon Compuesto a 20X.

Los resultados generados de la cuantificacion de la expresion de E-caderina en
la linea celular C-33 a 6 horas se muestran en la tabla 8 y grafica 5.

Con respecto al control 6 horas el analisis estadistico confirma lo observado en la
IHQ. EIl tratamiento de las células C-33 con E; E>+TAM y TAM aumentaron la
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expresion de E-caderina (p<0.0001, en todos los tratamientos). Ademas, no existio

diferencia significativa en la expresion de E-caderina entre estos tratamientos.

Tabla 8. Efecto del estradiol y tamoxifeno en la expresion de E-caderina en
la linea celular C-33 a 6 horas*.

TRATAMIENTOS (6Hrs)

Control 0 | Control 6 E, E>,+TAM TAM
116.3036 | 116.2419 | 134.120355 | 134.240479 | 132.53179
116.1344 | 116.3374 | 133.2892 | 132.973579 | 134.307748
116.0502 | 116.4597 | 133.3329 | 134.027497 | 134.926981
116.2407 116.667 | 134.17679 | 134.075918 | 130.834375
116.8382 | 116.3369 | 134.033029 | 133.352691 | 133.113795
X=116.3 X=116.4 X=133.8 X=133.7 X=133.1
6=0.3091 | 6=0.1638| 0=0.4409 6=0.5439 6=1.600

*El andlisis densitométrico se realizé con el programa Zeiss, KS300. Las lecturas son reportadas
en escala de grises asignadas por el programa.
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Grafica 5. Efecto del estradiol y tamoxifeno en la expresiéon de E-caderina en la linea
celular C-33 a 6 horas. El analisis densitométrico se realiz6 con el programa Zeiss, KS300. Las lecturas
son reportadas en escala de grises asignadas por el programa. Los datos se reportan como el promedio +
DE. *=diferencia significativa con respecto al control 6 horas. #=diferencia significativa con respecto al E,.
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La inmunohistoquimica realizada a las células C-33 a 12 horas mostr6 que el
resultado para las células control concuerda con lo observado a las 6 horas de
tratamiento. Las células se observaron aisladas con pérdida de la morfologia normal;
nacleo y citoplasma no definido, sin embargo, existié un aumento en la expresion de E-
caderina en el contacto célula-célula y citoplasma (Figura 16A). Los tratamientos con E»
(Figura 16B), E>+TAM (Figura 16C) y TAM (Figura 16D) promovieron una recuperacion
evidente en las células C-33. Se observd aumento en la proliferacion celular,
recuperacion de la morfologia de la célula y una red de adhesién celular mejor
estructurada. Con respecto a la expresion de E-caderina se observé el mismo patrén de

inmunoreactividad; menor expresién en citoplasma con respecto al observado en el

contacto célula-célula.

FIGURA 16. Expresion de E-caderina a través de la técnica de inmunohistoquimica en la linea
celular C-33 a 12 Hrs. A) Control; B) E;; C) E;+TAM; D) TAM. Los tratamientos se realizaron como se
indica en materiales y métodos. Se utilizé un anticuerpo anti-E-caderina (1:100). Las fotografias se
tomaron en un microscopio Nikon Compuesto a 20X.
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El analisis cuantitativo de la expresién de la proteina de adhesion E-caderina en
la linea celular C-33 a 12 horas se muestra en la tabla 9 y gréfica 6.

Con respecto al control 12 horas el tratamiento de las células C-33 con E;
disminuyé la expresién de E-caderina (p=0.0046). Este efecto ademas se observé mas
pronunciado para las células C-33 tratadas con E>+TAM (p=0.0003). El tratamiento de
esta linea celular con TAM incrementd la expresion de E-caderina (p<0.0001). Con
respecto al tratamiento con Ej; E>+TAM disminuyé la expresion de E-caderina

(p=0.0033), mientras que, TAM incremento la expresion de dicha proteina (p<0.0001).

Tabla 9. Efecto del estradiol y tamoxifeno en la expresion de E-caderina en
la linea celular C-33 a 12 horas*.

TRATAMIENTOS
(12Hrs)

Control

E,

E,+TAM

TAM

126.561972

125.279943

124.080475

135.385371

126.114409

125.048563

124.313125

135.630844

126.321878

126.214557

122.376593

134.94976

126.327869

125.632987

122.661339

136.659551

126.830567

124.997061

121.292166

135.85778

X=126.4

X=125.4

X=122.9

X=135.7

0=0.2737

6=0.5030

06=1.255

6=0.6349

*El andlisis densitométrico se realizé con el programa Zeiss, KS300. Las lecturas son reportadas
en escala de grises asignadas por el programa.
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Grafica 6. Efecto del estradiol y tamoxifeno en la expresion de E-caderina en la linea
celular C-33 a 12 horas. El andlisis densitométrico se realizd con el programa Zeiss, KS300. Las lecturas
son reportadas en escala de grises asignadas por el programa. Los datos se reportan como el promedio +
DE. *=diferencia significativa con respecto al control 12 horas. #=diferencia significativa con respecto al
E,.

La inmunohistoquimica realizada a 24 horas en la linea celular C-33 mostr6 que
a este tiempo existié una adaptacion de las células al medio carente de hormonas. A 24
horas las células control mostraron un aumento en la proliferacién celular, morfologia
normal y una red de adhesién celular mejor estructurada (Figura 17A). La expresion de
E-caderina se observo en mayor proporcion en el contacto célula-célula con respecto a
la expresion en citoplasma (Figura 17A).

Los tratamientos con E; (Figura 17B), Ex+TAM (Figura 17C) y TAM (Figura 17D)
en la linea celular C-33 incrementaron la proliferacién celular y la adhesion celular no se
observo alterada. La expresion de E-caderina se observé incrementada en el contacto
célula-célula con respecto a lo observado en citoplasma; este efecto ademas se
observoé intensificado en las células tratadas con TAM (Figura 17D)
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FIGURA 17. Expresion de E-caderina a través de la técnica de inmunohistoquimica en la linea
celular C-33 a 24Hrs. A) Control; B) E,; C) Ex+TAM D) TAM. Los tratamientos se realizaron como se
indica en materiales y métodos. Se utilizo un anticuerpo anti-E-caderina (1:100). Las fotografias se
tomaron en un microscopio Nikon Compuesto a 20X.

El analisis cuantitativo de la expresion de E-caderina en la linea celular C-33 a 24
horas se muestra en la tabla 10 y grafica 7.

Con respecto al control 24 horas el tratamiento de las células C-33 con E; tendi6
a aumentar la expresion de E-caderina, sin embargo, no fue estadisticamente
significativo (p= 0.3586). El tratamiento de esta linea celular con Ex+TAM disminuyo la
expresion de E-caderina (p=0.0001); por otra parte, el tratamiento con TAM incrementé
la expresion de dicha proteina (p=0.0094). Con respecto al tratamiento con E;; E;+TAM
disminuy® la expresion de E-caderina (p<0.0001); mientras que, el tratamiento con TAM

aumento la expresion de esta proteina (p=0.0167).
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Tabla 10. Efecto del estradiol y tamoxifeno en la expresion de E-caderina en
la linea celular C-33 a 24 horas*.

TRATAMIENTOS
(24Hrs)

Control

E,

E,+TAM

TAM

136.72201

136.027226

129.41704

139.617246

135.578101

135.553548

127.040194

138.147389

136.113728

136.725455

128.154302

138.793653

134.711938

136.108543

131.346764

136.370083

136.075676

136.762414

125.323289

137.373971

X=135.8

X=136.2

X=128.2

X=138.1

6=0.7499

6=0.5104

0=2.291

6=1.255

*El andlisis densitométrico se realizé con el programa Zeiss, KS300. Las lecturas son reportadas
en escala de grises asignadas por el programa.
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Grafica 7. Efecto del estradiol y tamoxifeno en la expresion de E-caderina en la linea
celular C-33 a 24 horas. El andlisis densitométrico se realizd en el programa Zeiss, KS300. Las lecturas
son reportadas en escala de grises asignadas por el programa. Los datos se reportan como el promedio +
DE. *=diferencia significativa con respecto al control 24 horas. # =diferencia significativa con respecto al

Es.
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La grafica 8 muestra el efecto de los diferentes tratamientos en la expresion de
E-caderina en la linea celular C-33 en funcién del tiempo.

La grafica 8 muestra incremento en la expresion de E-caderina dependiente del
tiempo, en las células control. El tratamiento con E; aumento la expresion de E-caderina
a 6 y 24 horas; mientras que a 12 horas disminuyé la expresion de dicha proteina. El
tratamiento con E;+TAM produjo un aumento en la expresion de E-caderina a 6 horas
mientras que a 12 y 24 horas disminuy0 la expresion de esta proteina. En las células

tratadas con TAM, existido un incremento en la expresion de E-caderina en funcion del

tiempo.
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Grafica 8. Expresion de la proteina de adhesion E-caderina en la linea celular C-33 en
funcién del tiempo. . El andlisis densitométrico se realizo con el programa Zeiss, KS300. Las lecturas
son reportadas en escala de grises asignadas por el programa.
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El efecto del E; y TAM también se determino en la linea celular SW620
(adenocarcinoma colon).

Las células SW620 son células pequefias, esféricas que suelen crecer
semejando racimos de uvas. A 0 y 6 horas las células SW620 se observaron pequefias
y alargadas (Figura 18B y 18C, respectivamente). A las 6 horas existié disminucion en
la proliferaciéon celular, sin embargo, se observd mayor expresion de E-caderina a las 6
horas de tratamiento (Figura 18C). La inmunoreactividad para esta proteina se observo
en mayor proporcion en el contacto célula-célula cuando las células crecen en grupo,
mientras que se observé una tincion predominante en citoplasma cuando las células se
encontraban aisladas. Los tratamientos con E; (Figura 18D), Ex+TAM (Figura 18E) y
TAM (Figura 18F) provocaron un efecto negativo en esta linea celular. Las células
SW620 se observaron pequefias y alargadas con pérdida de la adhesién celular.

El analisis cuantitativo de la expresion de E-caderina en la linea celular SW620 a
6 horas se muestra en la tabla 11 y grafica 9.

El analisis estadistico realizado a los datos generados de la cuantificacion de E-
caderina en las células SW620 confirmé los resultados observados en la IHQ. Los
tratamientos con E;, Ex+TAM y TAM disminuyeron la expresién de E-caderina con
respecto al control 6 horas (p=0.0001, p<0.0001, p<0.0001; respectivamente). Con
respecto al tratamiento con E;, E>+TAM y TAM disminuyeron la expresion de E-
caderina (p<0.0001).
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FIGURA 18. Expresion de E-caderina a través de la técnica de inmunohistoquimica en la linea
celular SW620 a 6 Hrs. A) Control negativo; B) Control OHrs; C) Control 6Hrs; D) E,; E) Ex+TAM; F)
TAM. Los tratamientos se realizaron como se indica en materiales y métodos. Se utilizé6 un anticuerpo
anti-E-caderina (1:100). Las fotografias se tomaron en un microscopio Nikon Compuesto a 20X.
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Tabla 11. Efecto del estradiol y tamoxifeno en la expresion de E-caderina en
la linea celular SW620 a 6 horas*.

TRATAMIENTOS (6Hrs)

Control O

Control 6

=

E,+TAM

TAM

148.974631

163.205172

151.116366

129.562364

131.080555

143.363538

174.853786

144.226838

138.036374

125.090897

140.073525

166.947333

144.7329

130.162199

126.86793

139.143206

172.656055

146.218484

130.912676

119.254923

142.592823

183.078095

149.776318

132.921471

118.5791

X=142.8

X=172.1

X=147.2

X=132.3

X=124.2

6=3.8500

0=7.650

6=3.077

0=3.438

0=5.275

*El andlisis densitométrico se realizé con el programa Zeiss, KS300. Las lecturas son reportadas
en escala de grises asignadas por el programa.
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Grafica 9. Efecto del estradiol y tamoxifeno en la expresion de E-caderina en la linea

celular SW620 a 6 horas.

El andlisis densitométrico se realizé con el programa Zeiss, KS300. Las

lecturas son reportadas en escala de grises asignadas por el programa. Los datos se reportan como el
promedio + DE. *=diferencia significativa con respecto al control 6 horas. #=diferencia significativa con

respecto al E,.
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En la figura 19 se muestra el efecto del estradiol y tamoxifeno en la expresion de
E-caderina a 12 horas en la linea celular SW620. A 12 horas existié disminucion en la
proliferacién celular de las células control, las células se observaron pequefias y
alargadas con disminucion en la adhesion celular. La expresion de E-caderina
disminuy6 en el contacto célula-célula y en citoplasma (Figura 19A). Las células SW620
tratadas con E; se observaron alargadas y pequefias, disminuyé la proliferacién celular
y existié disminucion en la expresién de E-caderina nivel citoplasmatico y en el contacto
célula-célula, observdndose espacios intracelulares ensanchados entre ellas (Figura
19B). El tratamiento con E>+TAM de esta linea celular coincidié con lo observado a 6
horas, este tratamiento provocé dafio a las células SW620 y pérdida de la adhesion
célula-célula. La expresion de E-caderina disminuyd en citoplasma y en el contacto
célula-célula (Figura 19C). El tratamiento con TAM a 12 horas produjo un efecto
contrario al que se observo a las 6 horas de tratamiento; las células presentaron una
mejor condicion; recuperaron su morfologia, se observaron esféricas y hubo aumento
en la proliferacion celular. Ademas, se observo una red de adhesion celular mejor
estructurada, sin embargo, el patron de expresion de E-caderina fue débil en citoplasma
y en el contacto célula-célula, (Figura 19D).
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FIGURA 19. Expresion de E-caderina a traves de la técnica de |nmunoh|stqu|m|ca en la linea
celular SW620 a 12Hrs. A) Control; B) E,; C) E,+TAM D) TAM. Los tratamientos se realizaron como se
indica en materiales y métodos. Se utilizé un anticuerpo anti-E-caderina (1:100). Las fotografias se
tomaron en un microscopio Nikon Compuesto a 20X.

Los datos generados de la cuantificacion de E-caderina en la linea celular
SW620 a 12 horas se muestran recopilados en la tabla 12 y grafica 10.

El andlisis estadistico realizado a los datos generados en la cuantificacion mostrd
gue con respecto al control 12 horas el tratamiento con E, tendié a incrementar la
expresion de E-caderina, sin embargo, no fue estadisticamente significativo (p=0.1889).
Por otra parte, el tratamiento con Ex+TAM y TAM disminuyeron la expresién de E-
caderina (p<0.0001, en ambos tratamientos). Con respecto al tratamiento con Ej;
E>+TAM y TAM disminuyeron la expresion de E-caderina (p<0.0001, en ambos

tratamientos).
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Tabla 12. Efecto del estradiol y tamoxifeno en la expresion de E-caderina en
la linea celular SW620 a 12 horas*.

TRATAMIENTOS
(12Hrs)

Control

E,

E,+TAM

TAM

143.055506

143.856111

103.975722

111.762353

136.112676

142.689699

101.051332

105.109612

134.960737

141.273437

101.011323

101.688912

135.075797

147.470019

101.089711

99.071538

147.202465

140.876823

102.126211

105.892386

X=139.3

X=143.2

X=101.8

X=104.7

0=5.554

0=2.647

0=1.276

0=4.801

*El andlisis densitométrico se realizé con el programa Zeiss, KS300. Las lecturas son reportadas
en escala de grises asignadas por el programa.
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Grafica 10. Efecto del estradiol y tamoxifeno en la expresiéon de E-caderina en la linea
celular SW620 a 12 horas. . El analisis densitométrico se realizé con el programa Zeiss, KS300. Las
lecturas son reportadas en escala de grises asignadas por el programa. Los datos se reportan como el
promedio £ DE. *=diferencia significativa con respecto al control 12 horas. #=diferencia significativa con

respecto al E,.
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A las 24 horas de tratamiento, se observaron efectos muy interesantes en la
linea celular SW620. Se observé que en las células control existié disminucién en la
proliferacion celular, pérdida de la morfologia, dafio a la célula y disminucion en la
adhesion celular. La expresion de E-caderina disminuy6 considerablemente en el
contacto célula-célula, observandose células aisladas y espacios intracelulares
ensanchados entre ellas (Figura 20A). El tratamiento de la linea celular SW620 con E; a
24 horas mostré un efecto protector en esta linea celular, es decir, este tratamiento
produjo un aumento en la proliferacion celular, recuperacion de la morfologia; sin
embargo, el patrén de expresion de E-caderina fue débil en el contacto célula-célula 'y
en citoplasma (Figura 20B). El tratamiento con E>+TAM reafirmé los resultados
observados a los tiempos anteriores. Este tratamiento provocé un efecto negativo en las
células SW620, disminuyd la proliferacion celular, produjo la pérdida de la morfologia
celular y de la adhesion celular. La expresion de E-caderina se observo disminuida en el
contacto célula-célula y en citoplasma, observandose espacios intracelulares
ensanchados entre ellas (Figura 20C). El tratamiento de las células SW620 con TAM
indujo un aumento evidente en la proliferacién celular, recuperaciéon de la morfologia y
de la adhesion celular. La expresion de E-caderina se observé incrementada en mayor
proporcion en el contacto célula-célula con respecto a la expresién en citoplasma.
Ademas se confirmd que la expresién de E-caderina aumentd en el contacto célula-
célula en grupos confluentes de células; mientras que la expresion de E-caderina solo
se observo en citoplasma en células aisladas (Figura 20D).
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FIGURA 20. Expresidon de E-caderina a través de la técnica de inmunohistoquimica en la linea
celular SW620 a 24Hrs. A) Control; B) E,; C) E;+TAM; D) TAM. Los tratamientos se realizaron como se
indica en materiales y métodos. Se utilizo un anticuerpo anti-E-caderina (1:100). Las fotografias se
tomaron en un microscopio Nikon Compuesto a 20X.

El analisis cuantitativo de la expresion de E-caderina en la linea celular SW620 a
24 horas se muestra en la tabla 13 y grafica 11.

La prueba estadistica realizada a los datos generados de la cuantificacién de E-
caderina en la linea celular SW620 a 24 horas, mostré que con respecto al control 24
horas el tratamiento con E, tendi6 a incrementar la expresion de E-caderina, sin
embargo, no fue estadisticamente significativo (p=0.0601). Mientras que, el tratamiento
con E>+TAM tendio a disminuir la expresion de E-caderina pero no fue estadisticamente
significativo (p=0.1656). Por otra parte, las células SW620 que fueron tratadas con TAM
incrementaron la expresion de E-caderina con respecto al control 24 horas (p<0.0001).
Con respecto al tratamiento con Ey; el tratamiento con E,+TAM disminuyo la expresion
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de E-caderina (p=0.0006) mientras que el tratamiento con TAM incremento la expresion
de dicha proteina (p<0.0001).

Tabla 13. Efecto del estradiol y tamoxifeno en la expresion de E-caderina en
la linea celular SW620 a 24 horas*.

TRATAMIENTOS (24Hrs)

Control

E,

E,+TAM

TAM

98.645275

103.416291

100.762657

126.770139

97.460055

104.402006

98.693051

136.485588

96.320764

104.315231

95.509747

135.518169

105.427822

104.578031

94.686934

134.868276

102.427822

102.541934

94.738494

121.735426

X=100.1

X=103.8

X=96.88

X=131.1

6=3.780

6=0.8588

0=2.272

0=6.503

*El andlisis densitométrico se realizé con el programa Zeiss, KS300. Las lecturas son reportadas
en escala de grises asignadas por el programa.
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Grafica 11. Efecto del estradiol y tamoxifeno en la expresién de E-caderina en la linea
celular SW620 a 24 horas. . El analisis densitométrico se realizé con el programa Zeiss, KS300. Las
lecturas son reportadas en escala de grises asignadas por el programa. Los datos se reportan como el
promedio = DE. *=diferencia significativa con respecto al control 24 horas. #=diferencia significativa con

respecto al E,.
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En la gréfica 12 se muestran el efecto de los diferentes tratamientos en la
expresion de la proteina de adhesion E-caderina en la linea celular SW620 en funcién
del tiempo.

En la grafica 12 se observa que en las células control SW620 existié un
incremento en la expresion de E-caderina a 6 horas, mientras que a 12 y 24 horas
disminuyé la expresion de dicha proteina. Los tratamientos con E; y Ex+TAM
disminuyeron la expresion de E-caderina en funcion del tiempo. El tratamiento de las
células SW620 con TAM disminuyé la expresion de E-caderina a 6 y 12 horas, pero a

24 horas incremento la expresion de E-caderina.
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Grafica 12. Expresion de la proteina de adhesion E-caderina en la linea celular SW620 en
funcién del tiempo. El andlisis densitométrico se realiz6 con el programa Zeiss, KS300. Las lecturas son
reportadas en escala de grises asignadas por el programa.
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7. DISCUSION.

Las proteinas de adhesion tienen una funcion importante durante el desarrollo
del cancer y en la formacion de metastasis. Durante la transicion de células normales a
células tumorales, la expresion de algunas de estas moléculas de adhesion se inhiben,
mientras que otras se inducen, en el caso particular de la pérdida de la expresion de E-
caderina da lugar a la metastasis.

La E-caderina es el componente clave para la funcion adherente de células
epiteliales y ha sido considerada como un gen supresor del tumor. La pérdida de la
adhesion celular mediada por la E-caderina tiene una funcién importante durante la
transicion de tumores epiteliales de un estado benigno a un estado invasivo. Ademas, la
funcién adhesiva de E-caderina puede ser regulada por factores de crecimiento y
hormonas.

En el presente trabajo se evalu6 el efecto del estradiol y tamoxifeno en la
expresion de E-caderina en las lineas celulares humanas MCF-7, C-33 y SW620 que
expresan o no los receptores de estrogenos alfa o beta, con el objeto de conocer la
relaciéon entre la proliferacion y adhesion celular en estas lineas celulares, y su
regulacion por la expresion de los receptores de estrégenos.

El primer objetivo planteado para este trabajo, fue determinar la expresion de los
receptores de estrogenos en las lineas celulares humanas MCF-7, C-33 y SW620.

El patron de expresion de los receptores de estrégenos es diferente. La
expresion del REa se observa principalmente en mama, Gtero y vagina, mientras que la
expresion del REb se observa en el sistema nervioso central, sistema gastrointestinal,
pulmoén vy rifién®. Ademas, varios estudios sugieren que el desequilibrio en la expresion
de ambos receptores puede representar un paso critico en la progresién del tumor®.

La expresion de los receptores de estrégenos se realizd a través de la técnica de
inmunohistoquimica como se indica en materiales y métodos. Los resultados mostraron
gue en la linea celular de adenocarcinoma de mama, MCF-7, solamente se observo la
expresion del REa. La funcion de este receptor en el desarrollo del cancer de mama no

esta claro, sin embargo, algunos estudios indican que este receptor participa en el
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desarrollo y progresion del cancer de mama. Se ha demostrado que el estradiol
estimula la proliferacién de las células MCF-7, que solamente expresan el REa'®.

La ausencia del REben las células MCF-7 concuerdan con los resultados
obtenidos por Paruthiyil et al 2004*°. En este estudio se demostré que la transfeccién
por adenovirus del REb en la linea celular MCF-7 inhibe la proliferacion celular in vitro y
previene la formacién del tumor in vivo en respuesta a E,'*.

Por otro lado, existe evidencia de que el REa predomina en el Gtero®. Los
resultados mostraron que la linea celular de cancer de cerviz, C-33, expreso el REa
pero ausencia del RED.

En cancer de colon, se ha reportado a través de diversos estudios que los
estrogenos tienen un efecto protector y se ha sugerido que la expresion del REb
protege contra la carcinogénesis de colon®. En la linea celular de adenocarcinoma de
colon SW620, se observo la expresion de ambos receptores. Sin embargo, la expresion
del REa fue mayor con respecto a la expresién del REb. Se ha reportado una minima
expresion del REa en mucosa de colon normal®® %8 Por este motivo se ha sugerido
gue el efecto de los estrogenos en cancer de colon puede ser llevado a cabo por el
REb. Usando la técnica de RT-PCR semicuantitativa Campbell-Thompson et al, 2001%°
mostraron que el REb es el subtipo predominante del RE en el colon humano y que la
disminucion de los niveles del ARNm del REb est4 asociado con tumorogénesis en
colon. Por otra parte, Konstantinopoulos et al, 2003’° observaron que la expresién del
REb es significativamente mas baja en células de cancer de colon que en epitelio de
colon normal.

Una vez que se determind la expresion de los receptores de estrégenos en las
lineas celulares humanas se evaluo el efecto del estradiol y tamoxifeno en la expresion
de la proteina de adhesion E-caderina. Las lineas celulares humanas fueron sometidas
a diferentes tratamientos con estradiol y tamoxifeno como se indica en materiales y
métodos.

Los resultados mostraron que en las células MCF-7, provenientes de
adenocarcinoma de mama, el tratamiento con E; indujo una regulacion negativa de la

expresion de E-caderina y dicho efecto fue revertido por el tratamiento con TAM. Estos
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resultados concuerdan con lo reportado por Oesterreich et al, 2003° quienes
demostraron una regulacién negativa de la proteina y del RNAm de E-caderina por
estrogenos, a través de un mecanismo que involucra al receptor de estrogenos y la
presencia de correpresores; los cuales, al unirse al promotor de E-caderina producen un
aumento en la represion de la proteina®’®. La regulacién a la baja en la expresién de E-
caderina provocada por el E; también fue observada en las lineas celulares de cancer
de mama T47D y ZR75, RE positivo; pero no en las lineas celulares de cancer de
mama MDA-MB231 y MDA-MA-435, RE negativo™.

Los resultados observados después del tratamiento con TAM en la linea celular
MCF-7, sugieren que TAM posiblemente puede actuar como antagonista parcial en la
expresion de E-caderina a través del REa . Existe evidencia de que la actividad de los
SERMSs es selectiva del tejido; en mama pueden funcionar como antagonistas®.
Ademas, se ha demostrado que en células MCF-7, el estradiol puede degradar las
proteinas de los receptores de estrogenos a través de la via del proteosoma, mientras
que, el tamoxifeno estabiliza ambos receptores® 1°,

Por otra parte, se observéd disminucion en la proliferacion de las células MCF-7
después del tratamiento con E,. Previamente se ha reportado un mecanismo no
gendémico por el cual el E; puede suprimir la apoptosis en células de cancer de mama
MCF-7, RE positivo, a través de la fosforilacion e inactivacién de la proteina pro-
apoptética BAD®*. También, el estradiol puede inhibir la apoptosis en las células de
cancer de mama MCF-7 al inducir la expresién de la proteina anti-apoptética, Bcl-212.

La expresion de Bcl-2 es importante para determinar la resistencia de células
tumorales hacia la quimioterapia, sin embargo, no es claro si la interaccion célula-célula
regula la expresion de Bcl-2, experimentos hechos en células de carcinoma de mama
de rata seleccionada por la pérdida de respuesta a hormonas, demostraron que, células
gue expresaban caderinas fueron mas sensibles a experimentar apoptosis por el agente
guimioterapéutico, etoposido, que células que no respondian a hormonas y ademas no
expresan caderinas. En este trabajo se concluye que E-caderina puede regular
negativamente la expresion de Bcl-2 alterando la disponibilidad de b-catenina nuclear.
Ademas, la perdida de E-caderina en tumores invasivos puede aumentar la expresion

de Bcl-2 y la resistencia a la quimioterapia. La relacién inversa inducida por el
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antiestrogeno induce la adhesién y aumenta la proliferacion y la posibilidad de que
estos procesos estén funcionalmente relacionados® 4.

La linea celular C-33 proveniente de cancer de cerviz, se caracteriza por tener
una morfologia en forma de hexagono. En ausencia de hormonas las células perdieron
dicha morfologia y fueron poco viables, sin embargo, a 24 horas las células presentaron
una adaptacion al medio carente de hormonas y esto se observo reflejado en un
incremento en la expresion de E-caderina.

La expresion de E-caderina por medio de la técnica de inmunohistoquimica ha
sido reportada en lesiones intraepiteliales escamosas y carcinomas invasivos de
cerviz*. Durante el desarrollo de lesiones cervicales ocurren alteraciones en la
expresion de E-caderina, la expresion de esta proteina disminuye en membrana y se
observa incrementada en citoplasma como consecuencia de la transformacién
neoplasica*. Sin embargo, no existe evidencia sobre la regulacién de E-caderina por
estrogenos y SERMs.

En presencia de hormonas, las células C-33 experimentaron una recuperacion
evidente, las células recobraron su morfologia y se observé un incremento en la
proliferaciéon celular. Ademas, el tratamiento con E» indujo una regulacion positiva de la
expresion de E-caderina, observandose el mayor efecto a las 6 horas de tratamiento.
Hareesh, 2005°* report6é un aumento en la proliferacién de las células C-33 en
respuesta a E, y dicho efecto era revertido por el tratamiento con ICI 182,780. Por otra
parte, Shiozawa et al, 2004'*° reporté que el E; induce la proliferacién de células de
endometrio normal por inducir la activacion transcripcional de ciclina D1. Ademas,
demostré un incremento en la proliferacién de células Ishikawa (carcinoma endometrial)
149.

El tratamiento de la linea celular de cancer de cerviz C-33, con E;+TAM tuvo un
efecto peculiar en la expresion de E-caderina, ya que este tratamiento estimuld la
expresion de E-caderina a 6 horas pero inhibi6 la expresién de la proteina a 12 y 24
horas. Por otro lado, TAM incremento la expresion de E-caderina en funcién del tiempo
y estimulo la proliferacion celular. Los resultados sugieren que TAM posiblemente
puede actuar como agonista en la expresion de E-caderina a través del REa en la linea
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celular de cancer de cerviz C-33. En utero, los SERMs puede actuar como agonistas y/o
antagonistas®®.

El efecto del tamoxifeno en el crecimiento de diferentes lineas celulares ha sido
investigado; en la linea celular Ishikawa el tratamiento con trans-OH-TAM produjo un
incremento significativo en el nimero de células y era dependiente de la concentraciéon
del OH-TAM. En una variante de células Ishikawa, el efecto estimulador del TAM era
observado, mientras que éste no era observado con el tratamiento de E,*. En otro
estudio se encontraron efectos contrarios; TAM inducia la inhibicion del crecimiento de
las lineas celulares de cancer de endometrio HEC-1 y KLE, RL95-2, y este efecto era
reversible cuando TAM y E, eran simultaneamente adicionados al medio de cultivo®.

En la linea celular SW620 proveniente de adenocarcinoma de colon se
observaron resultados muy interesantes. Las células SW620 cultivadas en ausencia de
hormonas se observaron no viables, existid disminucién de la proliferacién celular y
pérdida de la adhesion celular, este hecho se reflej6 en la pérdida de la expresion de E-
caderina.

La expresion de E-caderina ha sido reportada en tumores y en lineas celulares
de cancer de colon. El-Bahrawy et al 2001*, reportaron un incremento en el RNAmy en
la expresion de E-caderina y cateninas en carcinomas de colon. En lineas celulares de
carcinoma de colon, E-caderina y cateninas son ampliamente expresadas; con el
predominante complejo E-caderina/b-catenina/a-catenina. Ademas, el complejo de
expresién no es afectado por la presencia de mutaciones en APC o b-catenina®. Sin
embargo, la regulacion de E-caderina por estrégenos en lineas celulares de cancer de
colon no ha sido reportada.

Los resultados observados en las células SW620 después del tratamiento con E;
mostraron que el E, tuvo un efecto negativo en esta linea celular, las células SW620 se
observaron dafiadas y con pérdida de la adhesion celular a 6 y 12 horas, pero a 24
horas se observo incremento en la proliferacion celular y una red de adhesién celular
mejor estructurada, sin embargo, la expresion de E-caderina disminuy6 en funcion del
tiempo.

El crecimiento de lineas celulares de carcinoma de colon humano se ha

mostrado a través del RE®. Di Domenico et al, 1996* demostraron un pequefio pero
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significativo incremento en la proliferacion de células Caco-2 después del tratamiento
con E En la linea celular SW620 English et al 1999, mostraron inhibicién en la
proliferacion celular después del tratamiento con E;, el cual no era observado por el
tratamiento con E,.

Weyant et al 2001'° trabajaron con ratones que desarrollaban tumores
intestinales que mostraban pérdida de la proteina APC. En este modelo el E; previene
la formacién del tumor asociada a APC y esta relacionada con un incremento en la
expresion de la proteina del REb y disminucion en la expresion de la proteina del REa.
Estos resultados ampliamente sugieren el efecto protector del REb®°.

El tratamiento con Ex>+TAM en la linea celular SW620, disminuy6 la expresiéon de
E-caderina en funcion del tiempo. Por otro lado, TAM tuvo un efecto dual en la
expresion de E-caderina ya que a 6 y 12 horas disminuyo la expresion de E-caderina
pero a 24 horas aumentd la expresion de dicha proteina. Estos resultados sugieren que
posiblemente el TAM puede actuar como agonista y/o antagonista en la expresion de E-
caderina a través del REa y/o REben la linea celular de adenocarcinoma de
colon SW620. Existe evidencia de que tamoxifeno puede funcionar como antagonista a
través del REb en genes que contienen ERES pero pueden actuar como agonista
parcial a través del REa*.

En conjunto, los resultados revelaron que existe una regulacion diferente de E-
caderina por estrogenos y SERMs en las lineas celulares MCF-7, C-33 y SW620.

Por otro lado se observo que el patron de inmunoreactividad para E-caderina fue
diferente en células confluentes y en células aisladas. En las células que se
encontraban confluentes existi6 mayor expresion de E-caderina en el contacto célula,
mientras que en células aisladas la expresion de E-caderina era predominante en
citoplasma. Estos resultados sugieren que el contacto célula-célula puede ser

indispensable para el reclutamiento de E-caderina en la membrana celular.
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8. CONCLUSIONES.

Las lineas celulares humanas de adenocarcinoma de mama MCF-7 y de cancer
de cerviz C-33, Unicamente expresaron el REa.

La linea celular humana de adenocarcinoma de colon SW620, expres6 ambos
receptores de estrogenos (REa y REDb). La expresion del REase observo
incrementada con respecto a la expresion del RED.

Los resultados revelaron que existe una regulacién diferente de E-caderina por
estrogenos en las lineas celulares humanas MCF-7, C-33 y SW620.

El estradiol indujo una regulacion negativa de la expresion de E-caderina en la
linea celular de adenocarcinoma de mama MCF-7 y en la linea celular de
adenocarcinoma de colon SW620, mientras que, en la linea celular de cancer de
cerviz C-33, el estradiol reguld positivamente la expresion de E-caderina.

Los resultados sugieren que tamoxifeno posiblemente puede actuar como
antagonista parcial en la expresion de E-caderina en la linea celular de
adenocarcinoma de mama MCF-7 y como agonista en la linea celular de cancer
de cerviz C-33, a través del REa. En la linea celular de adenocarcinoma de
colon, SW620, tamoxifeno desempefo una actividad agonista y/o antagonista en
la expresion de E-caderina posiblemente a través del REa y/o REDb.

El contacto célula-célula puede ser importante para el reclutamiento de E-
caderina en la membrana celular.

El restablecimiento de la expresion de E-caderina en el contacto célula-célula
podria ser un mecanismo importante en la terapia de reemplazo hormonal, por lo
gue resulta interesante evaluar el efecto de varios moduladores selectivos del
receptor de estrogenos en la expresion de E-caderina en diferentes tipos de

tumores.
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