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GLOSARIO

BH: Dominio de homologia a BCL-2

BIK: BCL2-Interacting Killer

Ca'? Calcio

Cyt C: Citocromo C

DD: Dominios de muerte

DNA: acido desoxiribonucleico

DISC: complejo de sefializacion inductor de muerte

E2: Estradiol

FACS: Citometria de flujo

FADD: dominio de muerte asociado a Fas

FLICA: inhibidores de caspasas marcados con fluorocromo

IFNy: Interferon gama

IA: inhibidor de aromatasas

KEGG: Enciclopedia de Genes y Genomas de Kyoto

MAPK: proteinas cinasas activadas por mitogénos

MM. Microlitros

Mg: Microgramos



PBS: Solucion amortiguadora de fosfatos

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PR: Receptor de progesterona

WA: Perdida del potencial de membrana mitocondrial

r.pm: Revoluciones por minuto

RNAi: RNA de interferencia

RNAm: Acido ribonucleico mensajero

RKTs: Receptores tirosina cinasa

STAT2: Transductor de sefal y activador de la transcripcién 2
SERMS: Modulador selectivo de los receptores estrogénicos
SDS: Dodecil sulfato de sodio

siRNA: RNA pequenio interferente

SFB: Suero fetal de bovino

TAM. Tamoxifen



RESUMEN

El proceso de apoptosis es controlado por miembros de la familia de Bcl-2, dividida en
tres diferentes subclases basadas en la conservacion de los dominios de homologia Bcl-2.
En este sentido BIK miembro de la familia de proteinas BH3, es predominante su
localizacién en el reticulo endoplasmatico (RE) e induce apoptosis a través de la ruta
mitocondrial por movilizacién de Ca?+ del reticulo endoplasmico a la mitocondria. En el
presente estudio se determiné que la supresion del gen BIK promueve resistencia a
Tamoxifen (TAM) en células de cancer de mama MCF-7. Al respecto se empleo la
transfeccion de RNAs interferentes (siRNAs) para silenciar la expresion del gen BIK sobre
células MCF-7, para evaluar su respuesta a TAM. En este sentido los niveles de apoptosis
celular, el potencial de membrana mitocondrial (AWm) y la activacién de caspasas fueron
analizadas. Asi mismo, con el fin de determinar el mecanismo molecular de resistencia a
TAM se midid la expresion de algunas proteinas de la familia Bcl-2. Los datos de
apoptosis celular presentaron un incremento en los niveles de expresion de BIK a una
concentracién de 6.0 uM de TAM. Nuestros resultados indican que al suprimir la expresion
del gen BIK mediante siRNAs en respuesta a TAM, se bloquea en un 45 + 6.78% el
proceso de apoptosis. Ademas, fue posible identificar una reduccion tanto del potencial de
membrana mitocondrial (WM), como la actividad total de caspasa. A nivel de proteina se
demostrd baja expresion de proteinas pro-apoptéticas como Bax, Bak y Puma, mientras
que alta expresion de Bcl-2 y Mcl-1. Tales datos sugieren resistencia a TAM, regulando la
via intrinseca, indicando que BIK es factor importante en el proceso de apoptosis, el cual
puede ejercer influencia en la ruta del reticulo endoplasmico, regulando funcionalmente la
integridad mitocondrial. En conjunto, nuestros resultados demuestran que BIK es un
componente central de la muerte celular por apoptdsis inducida por TAM en células de

cancer de mama MCF-7. Con la finalidad analizar otros posibles genes y rutas de



senalizacion afectados en resistencia a TAM, fue incluido un analisis de expresidon masivo
mediante microarreglos de expresion comparando células tratadas con TAM y células
transfectadas con siRNA-BIK expuestas a TAM. A este respecto, las vias de senalizacion
con mayor probabilidad de ser afectadas fueron MAPKSs, IGF, JAK y STAT2 a partir de
estas rutas, fueron seleccionados tres genes considerados de alta significancia en el
analisis bio-informatico de microarreglos: STAT-2, AKT-3 and 14-3-3-z. Estos genes
fueron validados a nivel de la proteina mediante ensayos de Western Blot. Asi mismo las
vias de sefalizacion afectadas, fueron predichas mediante el analisis de la base de datos
de Kioto (KEGG), identificando distintos procesos de la biologia del cancer como la
progresion y resistencia a TAM, como proliferacion celular, inhibicién de apoptosis y

control del ciclo celular.

Adicionalmente, se realizé un analisis del ciclo celular encontrando que células
transfectadas con siRNA-BIK expuestas a TAM incrementan la fase G2-M, mientras que
no retienen en fase GO a pesar de la exposicion a TAM, en comparacion con células
tratadas solo con TAM; en cuanto a viabilidad celular mediante ensayos de MTT, las
células transfectadas con siRNA-BIK expuestas a TAM, poseen viabilidad celular
semejante a células control. Con el objetivo de determinar otras moléculas implicadas en
el control del ciclo celular bajo transfeccion siRNA-BIK expuestas a TAM, se llevo a cabo
un analisis in silico del interactoma de la proteina 14-3-3-z, empleando para ello el
programa HIPPIE (Base de datos de interaccion de proteinas). ldentificando que bajo
dicha condicion siRNA-BIK/TAM, Wee1 es el punto de convergencia, este dato sugiere

que esta molécula permite la entrada a la fase G2/M, inhibiendo el efecto del TAM.



ABSTRACT

The process of apoptosis is controlled by members of the Bcl-2 family is divided into three
different subclasses based on the conservation of BCL-2 homology domains. BIK is a
founding member of the BH3-only proapoptotic protein family. BIK is predominantly
localized in the endoplasmic reticulum and induces apoptosis through the mitochondrial
pathway by mobilizing calcium from the ER to the mitochondria. In this study, we
determined that suppression of the death gene BIK promotes resistance to tamoxifen
(TAM) in MCF-7 breast cancer cells. We utilized small interfering (siRNAs) to specifically
knockdown BIK in MCF-7 cells and studied their response to TAM. Levels of cell
apoptosis, the potential mitochondrial membrane (AWm), and the activation of total
caspases were analyzed. Western blot analysis was used to determine the expression of
some Bcl-2 family proteins. Flow cytometry studies revealed an increase in apoptosis
levels in MCF-7 cells and a 2-fold increase in relative BIK messenger RNA (mRNA)
expression at a concentration of 6.0 yM of TAM. BIK silencing, with a specific RNAI,
blocked TAM-induced apoptosis in 45 + 6.78% of cells. Also, it decreased mitochondrial
membrane potential (WM) and total caspases activity, and exhibited low expression of
proapoptotic proteins Bax, Bak, Puma, and a high expression of Bcl-2 and Mcl-1. These
suggest a resistance to TAM, regulating the intrinsic pathway and indicate that BIK
comprises an important factor in the process of apoptosis, which may exert an influence
the ER pathway, which regulates mitochondrial integrity. Taken together, our results show
that BIK is a central component of the programmed cell death of TAM-induced MCF-7
breast cancer cells. In order to see other possible mechanisms of resistance to TAM a
microarray analysis was performed comparing two experimental conditions: treated- TAM
MCF-7 cells and siRNAiBIK-transfected MCF-7 cells in response to TAM. Some signaling

pathways that were affected are MAPKs, IGF, and JAK- STAT. We selected three genes



considered central for the analysis of microarray: STAT-2, AKT-3 and 14- 3-3-z, which
were validated at the protein level by western blot to confirm our data. Signaling pathways
affected by KEGG database are involved in various processes in cancer biology as in
progression and resistance to TAM and affect process such as proliferation, inhibition of

apoptosis and cell cycle.

Our data demonstrate that BIK-transfected MCF-7 cells in response to TAM increase G2-
M phase and were not retained in the Go-G1 phase despite exposure to TAM in
comparison with those of TAM only-treated MCF-7 cells. In siRNAiBIK-transfected cells
exposed to TAM had similar cell viability with respect to control cells. In order to identify
other molecules involved in this process we performed an interactome using HIPPIE
program (Human Integrated Protein-Protein Interaction reference) for predict which other
molecules could regulate this process. We find that the condition siRNAIBIK- transfected
cells exposed to TAM, Wee1 showed increased mRNA level, this data suggests that this

molecule allow entry to the G2 / M phase to inhibit the effect of TAM.



INTRODUCCCION

¢ QUE ES EL CANCER?

El cancer es un proceso por el cual las células normales se transforman progresivamente
a la malignidad; se requiere de la adquisicidon secuencial de mutaciones que surgen como
consecuencia de danos en el genoma [1]. Este dafio puede ser el resultado de procesos
endégenos tales como errores en la replicacion del DNA o la inestabilidad quimica
intrinseca de ciertas bases del DNA que son afectadas por radicales generados durante
el metabolismo. El dafio en el DNA también puede resultar de las interacciones con
agentes exogenos tales como radiacién ionizante, radiacion U.V y carcinogénicos
quimicos. Las células tienen sistemas de reparacién de dafo al DNA, pero por varias
razones los errores ocurren y las mutaciones son introducidas al genoma de la célula [2].
La evolucion de una célula normal a una maligna, implica un proceso por el cual los genes
involucrados en los mecanismos homeostaticos normales que controlan la proliferacion y
la muerte celular sufren dafnos mutacionales que se traducen en la activacién de genes
que estimulan la proliferacion o la proteccion contra la muerte celular. Una célula de
cancer se enfrenta a dos nuevos retos: tiene que superar la senescencia replicativa y
convertirse en inmortal y debe obtener un suministro adecuado de nutrientes y oxigeno
para mantener esta alta tasa de proliferacion. Desde la perspectiva de la evolucion
darwiniana, aqui, la célula mas fuerte es la que sobrevive para formar una nueva

poblacion de células genéticamente distintas, a las células de tumor [3].

RASGOS DEL CANCER

Las células cancerosas tienen defectos en los circuitos de regulacion que rigen la
proliferacién celular y la homeostasis. Hay mas de 100 tipos diferentes de cancer, y los
subtipos de tumores se pueden encontrar dentro de los 6rganos especificos. En las

células de cancer hay siete alteraciones esenciales en la fisiologia celular que determinan



colectivamente el crecimiento maligno (figura 1): la autosuficiencia en sefales de
crecimiento, la insensibilidad a las senales inhibitorias de crecimiento, la evasién de la
muerte celular programada (apoptosis), el potencial de replicacion ilimitado, Ila
angiogénesis sostenida, la invasion de tejidos y metastasis y la reprogramacion del

metabolismo.

Figura. 1. Modificada de Hanahan D y Weinberg RA [4]. Las seis caracteristicas del
cancer que permiten el crecimiento tumoral y la metastasis.

Dentro de estas caracteristicas del cancer, la inestabilidad gendémica es aquella capaz de
generar la diversidad genética que facilita su adquisicion, una caracteristica importante es
la inflamacion, la cual fomenta muchas de las demas funciones. El avance en los ultimos
afios ha sumado dos nuevas caracteristicas en las células cancerosas, la reprogramacion
de su energia metabdlica y la evasion de la respuesta inmune, que es una capacidad
recientemente aceptada dentro de las caracteristicas del cancer y muchos de sus
mecanismos representan aun un gran misterio. Sin embargo, en la clinica esta
caracteristica, es bien clara desde hace mucho tiempo. Los tumores sélidos que logran

desarrollarse han logrado, de alguna forma, eludir la deteccion de varias ramas del



sistema inmune o han sido capaces de limitar el alcance del exterminio inmunoldgico, y
evitar su erradicacion.

Las células cancerosas y los tumores exhiben otra dimension de complejidad: poseen un
amplio reclutamiento de células aparentemente normales, las cuales contribuyen a la
adquisién de un “microambiente tumoral”. Por lo tanto reconocer la generalidad de estos
conceptos afecta cada vez mas el desarrollo de nuevos medios para tratar el cancer

humano (figura 2). [3]

Figura 2. Modificada y tomada de Douglas Hanahan [3]. Caracteristicas emergentes
del cancer de mama

CANCER DE MAMA

El cancer de mama es una enfermedad considerada un desorden multifactorial causado
tanto por factores genéticos como no genéticos; es el resultado de la transformacion
maligna de las células epiteliales que revisten los conductos o lobulillos de la glandula
mamaria (figura 3). El cancer puede ser causado por agentes que dafan a los genes

involucrados en el control de la proliferacién celular [5].



Figura 3. Representacion grafica de cancer de mama.

FACTORES DE RIESGO DEL CANCER DE MAMA

Muchos factores han sido implicados en su etiopatogénesis: esto incluye edad, genética
historial genético familiar, dieta, alcohol, obesidad, inactividad fisica y factores endécrinos
y externos [6].

Los factores genéticos implicados incluyen mutaciones en la linea germinal en genes de
alta penetrancia tales como BRCA1, BRCA2, P53 y PTEN, asicomo la sobre-expresion
del antigeno HER-2/neu. Hormonas esteroides enddgenas y exdgenas tales como
estrégenos (E2) y progesterona (P), han sido implicadas en la patogénesis del cancer de
mama debido a sus efectos significativos en el crecimiento de la célula, diferenciacion,

funcién en la mama y otros tejidos [7, 8].

INCIDENCIA DEL CANCER DE MAMA

El cancer de mama es la principal causa de muerte en paises desarrollados y la segunda
en los paises en desarrollo [9, 10]. A nivel mundial, en el afio 2008, se registraron 12.7
millones de nuevos casos y 7.6 millones de muertes por este tipo de cancer; de los cuales

el 56% de los casos y el 64% de las muertes ocurrieron en paises en desarrollo. Los tipos
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de cancer mas comunes son el pulmonar, de mama, colorectal, de estdmago y préstata.
No obstante, los que causan mas muerte son los canceres de pulmédn, estobmago, higado,
colorectal y el de mama (figura 4).

Incidencia de cancer

l Pulmdn
Mama
Colorrectal

Prastata
Estdmago

Higado
Cervico utering

[ | Esofago
B Vvejiza

Otros

Mortalidad del cancer

] Pulmdn
Mama
Colorrectal

Prastata
Estémago

Higado
Cervico utering

| Esdfago
B vejiza

Otros

Figura 4. Incidencia y mortalidad del cancer a nivel mundial, ambos sexos, tomado y
modificado de GLOBOCAN (2008).

En el 2008 se detectaron aproximadamente 690,000 casos en los paises en desarrollo,

dando un total de 1,38455 casos de cancer de mama, lo que representa el 22.9% de los

11



casos detectados en mujeres. La incidencia a nivel mundial representa 38.9 casos por
cada 100 mil mujeres; en paises desarrollados los casos son detectados en un 66.4%,
mientras que en paises de desarrollo representan el 27.3%. La diferencia en los estilos de
vida entre paises desarrollados y en desarrollo puede afectar el patrén de incidencia del
cancer de mama. Entre los principales factores estan los patrones reproductivos, la
cobertura del sistema de salud y fondo genético [11]. Las muertes por cancer de mama
sumaron 458,503 en todo el mundo durante 2008, lo que representa el 13.7% de las
muertes por cancer. El cancer de mama es el mas diagnosticado en mujeres mexicanas,
con 13,939 nuevos casos en 2008. El cancer de mama afecta a las mujeres adultas de
todos los niveles socio-econdmicos; con una incidencia aproximada de 25 por cada 100
mil mujeres en México [12]. Al respecto, la tasa de mortalidad se elevé de manera
sostenida en las tres pasadas décadas. En 2008 se llegé a 5,217 defunciones, por lo que
es la neoplasia que genera mas muertes en las mujeres mexicanas; el 13% al 60 % de

las mujeres que mueren tienen entre 30 y 59 anos (figura 5 ) [13] [14].

i
=
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*Tasas ajustadas por adad por 100 000 mujerss presentadas a edad promedic

Figura 5. Grafica tomada y adaptada de Knaul, 2008. [13] Mortalidad por tumores
malignos de mama en México por grupo de edad 1995.
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Recientemente los datos registrados por el GLOBOCAN 2012, los casos de cancer de
mama han aumentado en 20% desde 2008, convirtiéndose en el segundo tipo de cancer
mas comun y frecuente entre mujeres a nivel mundial, de acuerdo con la Organizacion
Mundial de la Salud. En 2012, 1.7 millones de mujeres fueron diagnosticadas con ese tipo
de cancer, mientras que 6.3 millones habian sido diagnosticas con la enfermedad durante
los 5 afios previos. La mortalidad por cancer de mama también se incremento,

aumentando 14% desde 2008, alcanzando un total de 522,000 muertes en 2012.

PATOLOGIA DEL CANCER DE MAMA

El 95% del cancer de mama son carcinomas, que surgen de elementos tisulares
epiteliales de la mama. El cancer de mama puede ser dividido, carcinomas in situ y
carcinomas invasivos (infiltrante) [15].

Carcinoma no invasivo (in situ).

a) Carcinoma intraductal (o carcinoma ductal in situ): EI carcinoma intraductal se
consideraba una lesion rara; pero con el aumento del uso de la mamografia, que
detecta lesiones precoces y pequenas, hoy en dia supone aproximadamente del
20 al 30% de los carcinomas de mama. Esta constituido por una poblacion maligna
de células que carecen de la capacidad de invadir a través de la membrana basal
y que por tanto son incapaces de producir metastasis a distancia. Existen 5
subtipos histolégicos: comedocarcinoma, sélido, cribiforme, papilar y micropapilar.

b) Carcinoma Lobulillar in situ: Se trata de una lesion histolégicamente unica que se
manifiesta por la proliferaciéon, en uno o mas conductos terminales, acinos o
ambos a la vez. Este tipo de carcinoma presenta células laxamente
cohesionadas, con raras mitosis, nucleos ovalados redondos y nucléolos
pequefos.

¢) Evolucién de las lesiones in situ a carcinomas invasivos.
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El carcinoma intraductal es un claro precursor del carcinoma invasivo; si bien los
pasos iniciales de los caminos que llevan a la tumorogénesis mamaria todavia no
estan definidos, parece que practicamente todos los canceres de mama invasivos
proceden de un carcinoma intraductal. La presencia de cambios cromosdmicos
compartidos tanto en el carcinoma intraductal como en el tejido maligno adyacente
invasivo demuestra su relacion clonal evolutiva [16]
Existen multiples diferencias entre el tejido normal, las lesiones benignas y el carcinoma
intraductal; tienen lugar desbalances cromosémicos, con pérdida o ganancia de multiples
loci, a medida que las lesiones hiperplasicas progresan hacia la invasividad. La pérdida de
heterozigosidad se aprecia en un 70% de los tumores intraductales de alto grado,
comparado con un 35% de hiperplasias con atipia [17]. Se han identificado marcadores
moleculares relacionados con la tumorigénesis mamaria: el receptor de estrogenos esta
expresado en un 70% de los carcinomas intraductales; el proto-oncogén Her2/neu esta
expresado en el carcinoma lobulillar in situ y la hiperplasia lobulillar [18]. El riesgo de
carcinoma invasivo tras un carcinoma lobulillar in situ estda aumentado de 7 a 10 veces,
pero estos carcinomas invasivos son en general ductales, y se diagnostican tanto en la
mama afectada como en la contralateral, y en cualquier lugar de la mama a diferencia de
los diagnosticados tras el carcinoma intraductal, que suelen diagnosticarse en el mismo

lugar [19].

Tumores invasivos de la mama.

Carcinoma ductal infiltrante: Es el tipo mas frecuente de todos los canceres mamarios. La
mayoria exhibe un aumento del estroma denso del tejido fibroso, que da al tumor una alta
consistencia. Histologicamente consiste en células malignas de revestimiento de los
conductos dispuestas en cordones, nidos solidos de células, tumulos, glandulas y masas

anastomosadas, o mezclas de estos patrones. Las células invaden claramente el estroma
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de tejido conectivo. Suele observarse la invasibn de espacios perivasculares vy
perineurales, asi como de vasos sanguineos y linfaticos. En funcion de ambos
parametros, grado de atipia nuclear y diferenciacién histolégica definida por la formacion
de tubulo), se clasifican en bien diferenciados, moderadamente y pobremente

diferenciados (Grado 1-2-3-4 respectivamente).

TAMOXIFEN

Es un modulador selectivo del receptor de estrogenos usado comunmente durante las dos
ultimas décadas para el tratamiento y prevencion del cancer de mama [20], mostrando
eficacia en la reduccién del riesgo de cancer de mama cercana al 50% [21]. En 1998, la
FDA (U.S.A) aprobé el uso de TAM para la prevencion del cancer de mama en mujeres
con alto riesgo de desarrollar la enfermedad [22]. TAM actua como anti-estrégenico en
tejido mamario interfiriendo con la actividad de los estrogenos que promueven el
crecimiento de las células cancerosas de mama. Debido a su efecto agonista parcial, TAM
ejerce efectos beneficos sobre el metabolismo lipidico y 6seo. El uso del TAM en
pacientes con cancer de mama, esta recomendado para su aplicacion durante 5 anos, en
dosis estandar de 20 mg/dia. En el organismo el TAM es metabolizado en las células del
higado para producir tres distintos metabolitos: 4-hidroxi-TAM, N-dimetil-TAM y 4-hidroxi-
N-dimetil-TAM. Sus tres metabolitos son consideradas SERMS (Moduladores selectivos
de los receptores estrogénicos) [23], debido a su capacidad de unirse a los receptores de
estrégenos en el DNA. En estudios in vivo se ha comprobado que los SERMs compiten
con los estrogenos para unirse a sus receptores, resultando en una atenuacion de la
respuesta celular mediada por estrogenos. Al respecto, se ha observado que tanto la
eficiencia como la toxicidad de TAM varian entre individuos, debido a que el metabolismo

de TAM presenta una gran variabilidad interindividual [24]. Los principales citocromos
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involucrados en su metabolismo son: CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2B6 y CYP1A2

(figura 6) [25].

Figura 6. Metabolismo del TAM.

MECANISMO DE ACCION DEL ESTROGENO

Los receptores de estrogeno (RE) tienen un rol muy importante en el metabolismo celular,
especialmente en la glandula mamaria. El efecto primario de los RE en el tejido mamario
es mediar el efecto mitogénico del E2 (estradiol). En etapas tempranas del cancer de
mama, entre el 46 y el 77% de los carcinomas son positivos para RE [26].

El RE es una proteina perteneciente a la familia de receptores nucleares, la cual incluye
también otros receptores de hormonas esteroideas, como el receptor de la vitamina D,
retinoides, hormona tiroidea y algunos receptores huérfanos [27, 28] . Hasta hace pocos
afnos se pensaba que todos los efectos debidos a estrégenos eran mediados por un sdlo

RE. Sin embargo, en 1995 fue descubierto un nuevo receptor de estrogeno al que se lo
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denomind RE-B, que tiene un peso molecular de 57 KDa [14, 29]. En consecuencia, este
descubrimiento aumento el nivel de complejidad de la fisiologia de los estrogenos, sin
mencionar que existen también receptores localizados en la membrana que median
igualmente funciones de estas hormonas. Ambos receptores poseen funciones diferentes
de acuerdo al tejido donde ejercen su accion. Funcionalmente, el RE-a, al igual que el
resto de los receptores esteroideos, esta organizado en 6 dominios denominados por

letras de la “A” a la “F” (figura 7).

Figura 7. Dominios funcionales del receptor de estrégeno. Organizacién del
receptor de estrégeno en dominios funcionales al igual que el resto de los
receptores esteroideos.

La region A/B esta localizada en el lado amino-terminal de la proteina y es la region
menos conservada entre los distintos receptores nucleares. Este dominio contiene una
funcién de activacién de la transcripcion génica (Activation Function 1 o AF-1) y varios
sitios de fosforilacién que son importantes en el proceso de activacién de la proteina,
especialmente en los procesos donde el receptor es activado en ausencia de estrogénos
[30]. La region de unién al ADN, denominada dominio C, es la regiébn mas conservada
entre los diferentes receptores nucleares, y estd compuesta por nueve residuos de
cisteina, de los cuales ocho estan coordinados alrededor de dos iones de Zn2+ para

formar dos “dedos de zinc” que le confieren al receptor la capacidad de unirse

especificamente al ADN.
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La unién a una secuencia especifica en el ADN esta determinada por la composiciéon de
aminoacidos localizada entre estos dos “dedos de zinc”, conocida como la caja P (P-box).
Entre la region de unién al ADN y el dominio E/F, se encuentra la region D o region
bisagra, la cual facilita los cambios conformacionales y el plegamiento de la molécula. Al
igual que todas las proteinas que se localizan en el nucleo, el RE contiene una sefal de
localizacién nuclear (NLS) formada por residuos basicos. Finalmente, en el extremo
carboxilo se encuentra la regién E/F o dominio de unién al ligando, donde se une el
estradiol (E2)[31]. Esta regién, a pesar de estar conservada entre los diferentes
receptores esteroideos, es altamente especifica para la hormona, es decir que el receptor
de estrogeno une estrégeno con alta afinidad, pero no otras hormonas esteroideas. El
dominio E/F esta también involucrado en otros procesos tales como activacién de la
transcripciéon en AF-2 (Activation Function 2), dimerizacion del receptor e interaccion con
otras proteinas co-activadoras o co-represoras de la transcripcién y fosforilacion.

La unién de la hormona al ser activada promueve la dimerizacion antes de unirse al DNA
en la region especifica [32].

La union del estrogeno al receptor induce la fosforilacion del mismo, alterando su
conformacion, desencadenando la dimerizacion del receptor y facilitando la unién del
receptor a la region promotora de sus genes blanco. Mientras que el reclutamiento de
coactivadores como por ejemplo AlIB1 (SRC3) y otras proteinas con actividad de acetil-
transferasa de histona ayudan a desenrollar la cromatina para que la transcripcion se lleve
a cabo [33] En contraste la conformacioén del RE inducida por moduladores selectivos del
receptor de estrégeno, como el TAM, ayuda al reclutamiento de co-represores y
deacetilasas que inhiben la actividad transcripcional [34, 35].

El receptor de estrogenos en el nucleo puede modificar la transcripcion de genes bajo
distintos mecanismos. Entre ellos a través de interacciones proteina-proteina, el RE

puede funcionar como un coactivador, uniéndose a otros factores de transcripciéon vy
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reclutando acetil-transferasas de histonas conformando complejos de unién a proteinas
activadoras o sitios AP-1 del DNA [36]. De esta manera, el estrdgeno ayuda a regular la
expresion de muchos genes que cumplen un rol fundamental en la fisiologia normal de la
célula. El RE no sélo tiene la capacidad de aumentar la expresién de ciertos genes, sino
que también posee la capacidad de disminuir y/o modular los patrones o niveles de
expresion [37]. Estudios en células endoteliales y de cancer mamario sugieren que existe
una pequefa cantidad de RE que se localiza en citoplasma o unido a la membrana
plasmatica [38]. Estos receptores de estrégeno unidos a la membrana pueden explicar los

efectos tempranos o no gendmicos del estrégeno.

La ruta de sefalizacién del estrogeno es también regulada por receptores de membrana
tirosina cinasas, incluyendo el receptor de crecimiento epidérmico (EGFR) HER-2, y el
receptor de crecimiento insulinico (IGFR-1) [39]

Estas rutas de sefalizacion son activadas como resultado de la fosforilacion del ER asi
como de sus co-activadores y co-represores en sitios multiples para determinar sus
funciones especificas. Esta activacion del ER mediada por la sefializacion de EGFR es
referida como activacion del receptor independiente del ligando. La interaccion de EGFR y
ER se han establecido a través de algunos mecanismos. El estrégeno puede incrementar
la expresion de varios ligandos tales como el factor de crecimiento transformante a (TGF-
a) y el IGF1 el cual puede activar la ruta del receptor de factor de crecimiento epidermal
[39-41]. Por otro lado la sefalizacién del estroégeno regula la baja expresion de EGFR y
HER-2, mientras que incrementa la expresion de IGF-1R [42, 43]. La activacion de
PI3BK/AKT vy la ruta de MAPK P42/p44 (proteinas cinasas activadas por mitdgenos) es
mediada por estos receptores que a su vez regula la baja expresion del ER y el receptor

de progesterona (PR) [44-46].
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Diversos estudios han sugerido que ER puede trabajar por mecanismos no
transcripcionales. A este respecto bajos niveles de ER se han encontrados fuera del
nucleo: en la membrana, citoplasma o incluso en la mitocondria, aunque la localizacion de
este receptor permanece controversial. Algunas de las acciones no genémica del receptor
parecen tener un rapido efecto transcripcional para activar la sefalizacion mediada por
factores de crecimiento incluyendo PI3K/AKT vy la ruta Ras/p42/p44 MAPK[39]. A través
de la actividad no gendmica se puede alterar la expresién de genes regulados por
factores de crecimiento. Finalmente la ruta del estrés cinasa via p38 JNK (cinasa terminal
¢c-JUN) puede también modular la funcion ER por fosforilacion del ER y sus co-

reguladores [47, 48] (Figura 8).

EFGR, HER2, IGF 1-R d
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Figura 8. Tomado y modificado de Kent Osborne, 2010 [49]. Mecanismo de accién
del receptor de estrégeno (ER) en cancer de mama. Estrégeno (E)- unido ER,
actuando como un factor de transcripcion en el nucleo (actividad nuclear/
gendémica), se une a secuencias de DNA en regiones promotoras o directamente a
elementos de respuesta a estrogenos (EREs). La via Indirecta es la interaccion
proteina-proteina con otros factores de transcripciéon a sitios de respuesta al DNA
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(complejos de transcripcion AP-1/SP-1). Al unir el estréogeno, ER generalmente
recluta complejos co-activadores (CoA) para inducir o modular la transcripcién de
genes, incluyendo genes codificantes para factores de transcripcidon y receptores
tirosina cinasa (RTKs) (a). Un pequeio subtipo de ER estan localizado fuera del
nucleé o asociado a la membrana y en respuesta al estrégeno activa moléculas
como RTKs (EGFR, HER2 y IGF1-R) b) moléculas co-activadoras (la familia Src) (c)
Activacion de miuiltiples rutas (Src, PI3K/AKT, y Ras/p42/44MAPK). La actividad no
nuclear/ no genémica puede ser activada por TAM y es aumentada en presencia
RKTs contribuyendo a la resistencia endocrina. En general las actividades de ER
nuclear /genémica y no nuclear/ no genémica trabaja en manera cooperativa para
proporcionar proliferacion, supervivencia y estimula la invasion a la células
cancerosas. Las sefales de rutas relacionadas con estrés en el microambiente
(FAK cinasa de adhesion focal, JNK cinasa N-terminal c-Jun. y p38 MAPK) puede
modular componentes de la maquinaria transcripcional incluyendo el ER (d).
Alteraciones en cada uno de estos elementos transcripcionales y elementos de
sefalizacién pueden mediar la resistencia a la terapia endocrina.

MECANISMOS DE RESISTENCIA A TAM

Receptor de estrégenos y co-reguladores

Como ya se ha mencionado la pérdida de expresion del ERa en tumores muestra un
fenotipo de insensibilidad endocrina [50, 51]. Sin embargo la terapia basada en inhibir los
receptores de factores de crecimiento puede reducir la expresion del ER y como
consecuencia favorecer la sensibilidad endocrina. La expresion de variantes del ER,
especificamente ERa36 [52] se han sido implicado en reducir la respuesta endocrina. Por
otro lado, la sobre-expresion del co-activador del ER AIB1 (también conocido como SRC3
o NCoA3)[34, 39, 53] se asocia con resistencia tanto clinica como experimental, asi como
la baja regulacion del co-represor NCoR [54]. EI ER y sus co-reguladores estan
intimamente regulados por modificaciones postraduccionales. Los receptores de factores
de crecimiento (EGFR/HER2, IGF1-R y FGRF(receptor del factor de crecimiento
fibroblastico) y cinasas relacionadas a estrés (AKT, p42/p44, JNK, y P38 MAPKs, PKA (
proteina cinasa A), PAK1 (Cinasa activada por P21), IKK( cinasa IkB), Src y CDK7 (ciclina
dependiente de cinasa) regulan multiples modificaciones pos-traduccionales como

fosforilacion, metilacion, ubiquitinacion y modificaciones pos-traduccionales del ER y sus
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co-reguladores, todos estos tienen alguna influencia en la actividad del ER y sensibilidad

a varias terapias endocrinas [39, 55, 56].

Ciclo celular

La segunda categoria de resistencia endocrina incluye moléculas involucradas en
respuestas bioldgicas y celulares para la terapia endocrina tales como inhibicién de la
proliferacién celular e inhibicién de apoptosis, la sobre expresiéon de reguladores positivos
del ciclo celular, especialmente los que controlan la progresion de la fase G1 y la
modulacion negativa del ciclo celular se han investigados para interrumpir y bloquear los
efectos antiproliferativos de terapia endocrina, llevando a resistencia [55, 57]. Por ejemplo
la sobre-expresién de reguladores positivos como c-Myc, ciclina D y E, asi como la
activacion de cinasas dependientes de ciclinas criticas para la fase G1. Resulta en
resistencia endocrina. La reduccién en la expresion de p21 y p27 asi como la inactivaciéon
del supresor de tumor RB se han asociados con una pobre respuesta a terapia
endocrina, especificamente a TAM [57, 58]. Consistente con el efecto citotéxico de la
terapia endocrina, la sobre-expresiéon de sefiales de supervivencia celular y moléculas
antiapoptoéticas tales como Bcl-XI y el decremento en la expresibn de moléculas

proapotéticas tales como BIK y caspasa 9 también llevan a resistencia endocrina [59].

Factores de crecimiento

Es la tercera ruta involucrada en la resistencia endocrina. La activacién de la sefializacion
mediada por los receptores de factores de crecimiento via PI3K/AKT es un importante
modulador de estas moléculas apoptoéticas /supervivencia, pero adicionalmente moléculas
tales como NFkB se han implicado. También un tipo de autofagia muestra mediar la

supervivencia [60].
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La PI3K activa varias moléculas que intervienen en la progresion del ciclo celular y la
supervivencia en células de cancer de mama con RE positivos, ademas que estimula la
actividad de transcripcion del RE dependiente e independiente de los estrégenos.
Experimentalmente, la activacion de la via de PI3K se ha asociado causalmente a
resistencia de novo y adquirida al tratamiento endocrino. La disminucién mediada por
ARNi de PTEN vy el sobre-expresion de oncogenes que activan la sefializacion de
PI3BK/AKT (por ejemplo, HER2, receptor del factor de crecimiento insulinoide de tipo 1
(IGF1R) y AKT1 mutado activado confieren resistencia a TAM, fulvestrant y privacién
estrogénica en células de cancer de mama con RE positivos. En la mayoria de estos
modelos, la inhibicién de PI3K ha corregido la resistencia a antiestrogenos [39, 61] Los
oncogenes de aumento de funcién y la pérdida de supresores tumorales en las células del
cancer de mama pueden conferir resistencia a antiestrogenos mediante la activacion de
PI3K. Por ejemplo, la sobre-expresion de HER2 predice una respuesta mas debil al
tratamiento neoadyuvante con IA (inhibidor de aromatasas) o TAM y un peor prondstico
después del tratamiento endocrino adyuvante comparado con los canceres de mama con
RE positivos / HER2 negativo[62-64]. Las pacientes con tumores con RE positivos que
sobre-expresan FGFR1 presentan una menor supervivencia libre de recidiva (SLR)
después del tratamiento adyuvante con TAM. Las pacientes con tumores con RE
positivos/INPP4B deficiente presentan una menor supervivencia que las que tienen
tumores con RE positivos/ INPP4B positivo. Aunque las mutaciones de pérdida de funcion
en PTEN son raras en el cancer de mama con RE positivos, en estudios
inmunohistoquimicos (IHQ) se ha descrito una amplia variedad de pérdida de PTEN, pero
no se ha constatado una asociacion entre la concentracion de PTEN y el prondstico

después del tratamiento con TAM.

23



APOPTOSIS

La apoptosis o "muerte celular programada" es una forma de suicidio celular
genéticamente definida, que ocurre de manera fisiolégica durante la morfogénesis, la
renovacion tisular y en la regulacién del sistema inmunitario. Determinados hechos
celulares pueden ser explicados por cambios en la regulacion de los genes responsables
de la apoptosis, como es el caso de la transformacion y la progresion tumoral. La
apoptosis esta controlada por toda una serie de factores reguladores que pueden tener
efecto inhibidor (anti-apoptético) o de bloqueo de este efecto protector (pro-apoptético)
[65]. Los mecanismos de apoptosis son altamente complejos y sofisticados, que
involucran una cascada de eventos moleculares que son dependientes de energia. Hasta
la fecha, las investigaciones indican que existen dos principales vias de apoptosis: La via
extrinseca o via de receptores de muerte y la via intrinseca o via mitocondrial [66]. Sin
embargo hay evidencia de que las dos vias estan ligadas y que las moléculas en una via

pueden influenciar a otras [67].

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE LA APOPTOSIS

Las células apoptéticas presentan varias modificaciones bioquimicas, tales como
protedlisis de proteinas, entrecruzamiento de proteinas, ruptura del ADN y reconocimiento
fagocitico [68].

Las caspasas son proteinas claves en la transduccidn y ejecucion de la sefial apoptética
inducida por la diversidad de estimulos. Son ampliamente expresadas en forma de
zimogenos inactivos o pro enzimas, también llamadas procaspasas y una vez activadas
activan a otras procaspasas, iniciando de ésta manera la cascada de proteasas.[69]

Algunas caspasas pueden agregarse o bien auto-activarse. Esta cascada proteolitica, en
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la cual una caspasa activa a otra caspasa, amplifica la via de sefializacion apoptética y

asi produce la rapida muerte celular [68].

El término de Caspasa es derivado de “proteasas especificas de aspartato dependiente
de cisteina” (Cystein- dependent aspartate- specific proteases) su actividad catalitica
depende de un residuo de cisteina dentro de un sitio activo pentapéptido altamente
conservado, y su accion proteolitica es especifica dentro de un residuo de aspartato.
Estas tienen un residuo N — terminal donde se encuentra su pro-dominio seguido de una
subunidad grande y otra pequefa, los cuales son a veces separados por un péptido
vinculador. Las pro-caspasas son activadas por un procesamiento proteolitico entre la
subunidad grande y la pequefa, el pro-dominio es frecuentemente removido, sin embargo
no es necesaria durante la activacion. La caspasa activa es entonces formada por un

heterotetramero que esta formado por dos subunidades pequefas y dos grandes. [70]

Actualmente se han sido identificado diez caspasas humanas y se han categorizadas
como iniciadoras, efectoras e inflamatorias (Caspasa 2, 8, 9, 10), las iniciadoras tienen un
pro-dominio largo. Las caspasas -8 y -10 poseen un dominio de muerte efector (DED) y
un dominio de reclutamiento (CARD) en el caso de las caspasas (9 y 2). Estas son
reclutadas por este pro-dominio para luego ser activadas en complejos por la accion de un
ligando en los receptores de muerte en la superficie celular [68]. Las caspasas efectoras

(3, 6, 7) tienen un pro-dominio corto [68, 71, 72].

VIA EXTRINSECA DE LA POPTOSIS

La via extrinseca de la apoptosis es mediada por la activaciéon de los llamados “receptores
de muerte”, los cuales se encuentran en la superficie de la membrana celular y transmiten

senales apoptoticas producida por la union de un ligando especifico. Los receptores de
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muerte, pertenecen a la familia de los receptores de factor de necrosis tumoral (TNFR),
una superfamilia de genes, que incluyen TNRF-1, Fas/CD95 y los receptores TRAIL como
DR-4 y DR-5 [73]. Todos los receptores miembros de la familia TNFR tienen un
subdominio extracelular rico en cisteina que le permite reconocer a su ligando con
especificidad, dando como resultado la trimerizacién y activacion del respectivo receptor
de muerte [74]. La sefializaciéon subsecuente es mediada por el fragmento citoplasmico
del receptor, el cual contiene una secuencia conservada denominada dominio de muerte
(DD). Existen moléculas adaptadoras como FADD y TRADD las cuales poseen sus
propios DDs por el cual son reclutados hacia los DDs del receptor activado, formando el
complejo denominado DISC. Ademas de su DD, el adaptador FADD también contiene un
dominio efector de muerte (DED), el cual a través de una interaccién homotipica
secuestra a la procaspasa-8 hacia el complejo DISC [66] (figura 9). La concentracién local
de varias moléculas de procaspasas-8 en el complejo DISC lleva a la activaciéon auto-
catalitico y posterior liberaciéon de caspasa-8. Esta Gltima a su vez, procesa caspasas
efectoras las cuales subsecuentemente activaran sustratos especificos que finalizaran en
la muerte celular. Un tipo diferente de via extrinseca es aquel que no genera una
sefalizacion por caspasas, debido a que ésta puede no ser lo suficientemente fuerte para
producir la muerte celular. En este caso, la sefial necesita ser amplificada por una via
apoptotica dependiente de la mitocondria, que es proporcionar por un miembro de la
familia Bcl-2 llamado Bid. Este es proteolizado por caspasa 8 y en su forma trunca (tBID)
se transloca a la mitocondria donde actua en paralelo con Bax y Bak, que al igual son
miembros de la familia Bcl-2, finalmente induciendo liberacion de una proteina

denominada CytC y otros factores proapoptéticos hacia el citosol [75]
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Figura 9. Esquema representativo de la interacciéon de la ruta intrinseca y
extrinseca [68] Via de los receptores de la muerte. Se inicia por la unién de ligandos
extracelulares (como TNF-alfa, FasL o TRAIL) a sus receptores de la superficie
celular (TNFR1, Fas, DR4 o DRS5). Esta union induce la activaciéon de la caspasa 8,
que a su vez actua sobre las caspasas efectoras.

RUTA INTRINSECA DE LA APOPTOSIS

Dentro de estos factores pro y anti-apoptoticos destaca el papel de la familia de Bcl-2 [76].
Todas las proteinas que pertenecen a esta familia contienen una combinacion de los
dominios BH1, BH2, BH3 y BH4 caracteristica de su funcion y un dominio transmembrana
para anclarse a la membrana externa mitocondrial de cara al citoplasma. La familia de
proteinas Bcl-2 incluye tanto miembros inductores como inhibidores de apoptosis. En este
sentido, los miembros de esta familia se caracterizan por dominios homélogos a Bcl-2
conocidos como dominios BH, los cuales se enumeran del 1 al 4. [77] De acuerdo con la
presencia de tales dominios, dichas proteinas se dividen en tres subfamilias: i) miembros
de funcion antiapoptotica denominada subfamilia Bcl-2 que incluye a los miembros Bcl-2,
Bcl-xl, Bcl-w, Mcl-1 y A1, todos con los cuatro dominios BH, ii) miembros proapoptéticos:

la subfamilia Bax que incluyen a Bax, Bok y Bak con tres dominios BH y la subfamilia BH3
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que incluye a Bim, Bid, Bmf, Bad, BIK, PUMA (modulador de apoptosis sobre regulado por
p53) y NOXA que poseen un dominio BH3. Estas proteinas son capaces de formar
homodimeros o heterodimeros y de esta forma determinar la respuesta mitocondrial.
Miembros antiapoptéticos como Bcl-2 o Bcl-X. tienen como funcién impedir la accion de
las moléculas proapoptéticas, secuestrando a sus homoélogos e impidiendo su cambio de
conformacion, su oligomerizacion o insercion en la membrana mitocondria [78, 79]. En los
miembros antiapoptéticos de la familia Bcl-2 los dominios BH1, BH2 y BH3 estarian
formando una estructura a modo de bolsillo hidrofébico que ocultaria el dominio
proapoptético BH3 [80, 81] de forma que quedaria inhibido, impidiendo la oligomerizacion
entre las proteinas proapotéticas [82]. No obstante, se ha propuesto un mecanismo
distinto por el cual las proteinas antiapoptéticas pueden bloquear la oligomerizacién de
Bax y Bak, sin interferir en la interaccién de éstas con otros miembros del grupo BH3 [83].
Se ha descrito también que Bcl-2 es capaz de regular la salida de calcio del reticulo
endoplasmico durante la muerte celular [84]. Por otro lado, se ha relacionado el aumento
de la expresion de miembros antiapoptéticos de la familia de Bcl-2 con desequilibrio del

estado redox hacia una ambiente reductor [85].

El producto del gen bcl-x relacionado con el gen bcl-2, puede funcionar como un regulador
de la apoptosis independientemente de Bcl-2. Del procesamiento alternativo del transcrito
bcl-x, resultan dos RNAmM de tamafo distinto. El producto del RNAm mas grande, Bcl-xi,
es similar en tamano y estructura a Bcl-2 y el mas pequeno, Bcl-xs, inhibe la capacidad de
Bcl-2 de aumentar la supervivencia [86]. In vivo, el RNAmM de Bcl-xs se expresa en
grandes cantidades en células que tienen alta tasa de recambio, como los linfocitos. Por
el contrario, Bcl-x. se encuentra en tejidos que contienen células de larga vida, como el
cerebro adulto. La expresion de Bcl-xs puede jugar un papel dominante respecto a Bcl-2

en la regulacion de la muerte celular; un mecanismo por el cual podria formar un complejo
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heterodimérico inactivo con Bcl-2. Una explicacion alternativa seria que Bcl-xS y Bcl-xL
podrian unirse directamente al mismo regulador de la apoptosis, como Bcl-2. Esta
interaccion seria debida al dominio amino-terminal, que muestra un alto grado de similitud
entre Bcl-2, Bcl-xS y Bel-xL [87] . También se ha planteado que Bcl-xL puede funcionar
como un canal iénico que regula la permeabilidad de la mitocondria [80, 88, 89] . Dentro
de los miembros pro-apoptoticos, los mas importantes son Bax, Bid, Bad y Bak. Estas
proteinas se encuentran de forma monomeérica en el citosol [90] y pueden sufrir un cambio
conformacional especifico, en respuesta a una sefal de estrés, que permita su
oligomerizacion y su translocacién a la mitocondria [91] promoviendo la liberacién de
proteinas mitocondriales pro-apoptoticas.

Aunque estas proteinas pueden tener funciones redundantes, se ha propuesto un
mecanismo de regulacion diferencial en funcién del estimulo apoptético, de manera que
una u ofra sea la forma predominante [92, 93]. El mecanismo por el que Bax y Bak
promueven la liberacion de proteinas es objeto de estudio. Uno de los mecanismos
escritos propone que, tras la oligomerizacion, forman un poro que permite la salida de
proteinas que se localizan en el espacio intermembranal (figura 10) [94]. Este modelo
supone la permeabilizacién, de la membrana externa, por lo que la membrana interna

permaneceria intacta, y no se altera el potencial, la cadena de transporte electrénico o el

consumo de O2[95, 96]. Esta hipdtesis se basa en la homologia de estas proteinas con

las toxinas bacterianas formadoras de poros, y la evidencia de que Bax es capaz de
formar poros y de liberar Cyt ¢ en liposomas artificiales [97]. Alternativamente, se ha
propuesto que estas moléculas interaccionan con proteinas del complejo del poro, como
el canal aniénico dependiente de voltaje (VDAC) [96, 98]. Por ultimo se ha propuesto un
mecanismo de permeabilizacion mitocondrial en el que las proteinas pro-apoptéticas

inducen y estabilizan un aumento de la curvatura de la membrana mitocondrial externa
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formando poros lipidicos [97, 99] . En el caso de Bax se ha propuesto que entre los
mecanismos iniciadores de la translocacion de esta proteina, podrian estar modificaciones
del estado redox de la célula y modificaciones en el estado de fosforilacion de esta
proteina [100]. Bid se relaciona de forma crucial con la apoptosis mediada por receptores
de muerte debido a que es fragmentado principalmente por caspasa 8 [101].

El fragmento resultante de la degradacion, Bid truncado (tBid), se relocaliza rapidamente
en la membrana mitocondrial externa, favoreciendo la permeabilidad de la membrana.
Aunque el mecanismo de accion es poco conocido, se ha intentado explicar mediante la
eliminacion del extremo N-terminal, que le confiere mayor caracter hidrofébico [102], asi
tBid se podria unir a algun factor que facilite su localizacion mitocondrial, como
cardiolipina, un lipido excluido de la membrana mitocondrial que podria funcionar como
receptor intracelular [103]. Se postula un mecanismo alternativo por el que tBid se inserta
en la membrana mitocondrial debido a que el corte producido por caspasas provoca un
aumento en la capacidad de oligomerizacidén espontanea, permitiendo que se asocie con

la membrana mitocondrial.
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Figura 10. Modificado y tomado de Joslyn K Brunelle [94]. La activacion de senales
de estrés apoptéticas desencadenan la activacion de las proteinas BH3, las cuales
interactian con miembros antiapoptéticos como Bcl-2 y Mcl-1, los cuales se
localizan en la membrana externa de la mitocondria, activando la liberacion de
factores proapoptéticos (Bax y Bax), insertdndose en la membrana externa
mitocondrial y promoviendo cambios conformacionales, dando como resultado la
formacion del poro mitocondrial y la liberacion de factores apoptéticos
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CARACTERISTICAS QUIMICAS Y BIOQUIMICAS DE BIK

El gen BIK se localiza en el cromosoma 22q13.3, consta de 5 exones y 4 intrones. El
dominio transduccional y el dominio BH3 fueron localizados en el exon 2 y 3
respectivamente. La proteina humana BIK esta conformada de aproximadamente por 160
residuos de aminoacidos, contiene un dominio N-terminal transmembranal y un dominio
del tipo BH3. En el analisis de la secuencia del genoma ha predicho la existencia de una
isoforma mas larga de aproximadamente 202 aminoacidos. Sin embargo, la existencia de
una isoforma sigue sin confirmarse hasta la fecha. EI modelaje computacional de la
estructura secundario de la proteina sugiere que BIK esta compuesta de seis alfa hélices
con su respectivo dominio BH-3 expuesto [104]. Estudios de mutagénesis sitio-dirigida
han demostrado que este dominio BH3 es crucial para la actividad apoptotica de la

proteina[105].

BIK tiene fuerte actividad apoptética en un gran numero de tipos celulares in vitro. Se ha
reportado su participaciéon en apoptosis en células de melanoma humano [36], y se ha
encontrado mutado en cancer glial, colorectal, mieloma y linfoma de células B [37-40]. La
proteina hBIK es fosforilada en Thr (33) y Ser (35) por una caseina cinasa Il. Evidencias
experimentales han encontrado que mutaciones que previenen la fosforilacion reducen la
actividad de muerte y la interacciéon con proteinas anti-apoptéticas [106]. En cuanto a la
regulacién de la proteina, se sabe que la degradacion via proteosoma es el método mas
comun para regular los niveles de proteina [107, 108]. BIK es una proteina proapoptética
se localiza en el reticulo endoplasmico e induce apoptosis a través de la ruta mitocondrial
que resulta de la liberacion del Cyt C. La liberacion de calcio del reticulo endoplasmico es
mediada por BIK'y ha sido dependiente en la localizaciéon de la actividad conformacional
de Bax/Bak en el reticulo endoplasmico. Se ha demostrado que BIK induce la liberacion

de ca+? del reticulo endoplasmico permitiendo el reclutamiento de la proteina mitocondrial
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(DRP1) del citosol a la mitocondria, asi como el remodelamiento de las crestas de la
membrana mitocondrial interna [109], lo que provoca la liberacion del Cyt C al espacio
citoplasmatico y causa la activacion de la caspasa 9 y con ello la muerte celular (Figura
7)[110]. La salida de Ca?+ desde el RE ha demostrado ser la clave para el proceso
apoptético. Esto ha quedado evidenciado mediante estudios donde mediante agentes
quelantes de Ca®+ se suprime la liberacién de Cyt C por accién de BIK [95, 111]. También
se ha observado cooperacion entre BIK y la proteina Noxa que es otro miembro de la
familia BH3-only. La expresion de Noxa por si sola no parece ser suficiente para provocar
la salida del Cyt C de la mitocondria, sin embargo la coexpresion de BIK y Noxa ha
demostrado inducir la activacion conformacional de la proteina Bax y la liberacién del Cyt
C. Aunque el mecanismo de esta cooperacion entre estas dos proteinas BH3 only que
estan localizadas en diferentes organelos no es conocido, es posible que esté relacionado
con la activacion cooperativa de la proteina Bax por BIK y la liberacion de la proteina Bak
del complejo que forma con el miembro anti-apoptético Mcl-1 por parte de Noxa ( Figura
11) [112, 113]. BIK esta involucrado en estapas del desarrollo como la formacion
testicular y la espermatdgenesis en donde la apoptosis juega un papel importante [114].
Las propiedades pro-apoptéticas de este gen se han relacionado con homeostasis tisular,
inmunidad y supresion tumoral al igual que otros miembros de la familia Bcl-2 que
comparten el dominio BH3 [112]. En estudios recientemente se reporté que la proteina
BIK es capaz de inhibir la translocacion de las cinasas activas ERK1/2 desde el
citoplasma al nucleo en cultivos de células de epitelio de raton cuando éstas son
inducidas a apoptosis por medio de interferon gamma (IFN y) [115]. Este modelo muestra
que BIK tiene mas de un mecanismo para promover la apoptosis. Existen diversos
reportes que sugieren que BIK podria servir como un gen supresor de tumores en tejidos
especificos. BIK ha demostrado tener una alta expresién en tejido epitelial de rifién sano,

mientras que en carcinomas renales la expresion del gen BIK se ha inactivado por pérdida
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de la heterocigocidad en el locus de BIK o por silenciamiento epigenético a través de
metilacién [116]. Sin embargo, los mecanismos de BIK asociados a la apoptosis en
respuesta a TAM en cancer de mama aun no estan claros, ya que un estudio previo de
nuestro grupo de investigacion, mediante el andlisis de expresion por microarreglos sobre
cancer de mama tipo adenocarcinoma evidencio la sobreexpresion de BIK [117], por lo
que el presente trabajo de investigacién servira para entender a profundidad los

mecanismos moleculares asociados a BIK en respuesta a TAM.

Figura 11. Mecanismos de apoptosis mediado por BIK (tomado y modificado de
Chinnadurai) [118]. La activacion de Bik es mediada por algunos factores como
infecciéon de virus, estrés genotoéxico, TFG-y, IgM, IFN-y, que llevan a la muerte
celular.
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JUSTIFICACION

El cancer de mama es la neoplasia mas comun entre las mujeres a nivel mundial y en
México es la primera causa de mortalidad en mujeres mayores de 25 afios. Uno de los
principales problemas en esta enfermedad es la resistencia a TAM, en pacientes que son
receptor de estrégeno positivo. Se ha puesto mucha atenciéon en blancos moleculares
que regulan el proceso de apoptosis y recientemente se ha propuesto a BIK como un
blanco molecular debido a su capacidad supresora de tumor; sin embargo investigaciones
sobre el papel de BIK y sus efectos en la respuesta a TAM aun no se han explorado a

fondo.

ANTECEDENTES

Unos de los trabajos que dio pauta a mi proyecto de investigacion fue lo encontrado en el
por Garcia y colaboradores en el trabajo titulado “A molecular analysis by gene expression
profiling reveals BIK/NBK overexpresion in sporadic breast tumor samples of Mexican
females”. Mediante el uso de microarreglos de cDNA (DNA complementario) se
identificaron dos grupos de tumores de acuerdo a su perfil de expresion, probablemente
relacionados con la progresion del cancer. Diez genes no se expresaron en tejido normal,
pero sin embargo fueron expresados en algunos tumores. La expresion del gen
proapoptético BIK en particular fue alta en 14/15 tumores, con predominante expresion
citoplasmatica. El producto del gen BIK ha sido asociado con reversiéon tumoral en
diferentes lineas celulares neoplasicas y se ha propuesto como terapia para inducir
apoptosis en canceres incluyendo el de mama. El trabajo anteriormente mencionado llevé
a nuestro grupo a cuestionar si BIK estd involucrado en otras funciones diferentes a su
papel de la apoptosis en modelos de cancer de mama. Por lo que el presente trabajo
servira para entender con mas detalle los mecanismos moleculares de BIK en respuesta a

TAM.
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OBJETIVO

Determinar el papel de la supresion de la expresion del gen BIK en el proceso de

apoptosis celular en la linea celular MCF-7 expuestas a TAM.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar si las células transfectadas con siRNAIBIK inhiben el proceso de
apoptosis, el potencial de membrana y activacion de caspasas en respuesta a

TAM.

2. Analizar si la supresion de la expresion de BIK modula la expresion de proteinas

que participan en el proceso de apoptosis Bcl-2, Bcl-xI, Mcl-1, Bax y Bak, Cyt C.

3. Realizar un analisis global de genes y rutas de sefializacion que participan en el

proceso de resistencia a TAM.

4. Determinar sila supresion de la expresion de BIK en respuesta a TAM, participa

en el control del ciclo celular permitiendo resistencia a TAM.

5. HIPOTESIS

La supresiéon de la expresion del gen BIK tiene un efecto anti-apoptético, confiriendo a
células de cancer de mama MCF-7 resistencia al proceso de apoptosis y alterando vias

de senalizacién implicadas en procesos de resistencia a TAM.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL ——> | Determinar el tiempo

adecuado de transfeccion
< mediante SiRNAIBIK 6 h,
24 h, 48 h, 72 h a 100 nM.

Cultivo celular MCF-7

A 4

Eficiencia de
transfeccion

v

Determinar la expresion
relativa de BIK a
diferentes tiempos de
transfeccion

Condiciones experimentales

MCT= 7 - i
i Scrambled MCF-7+TAM 6.0uM
no tratadas o control
siRNAI
v v
Cuantificacion de apéptosis por Determinar potencial de membrana vy
citometria de flujo activacion de caspasas totales.

Anexina V vs Yoduro de propidio.

Bcl-2, Mcl-1, Noxa, Bax

y Bak, Citocromo c.
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Determinar por andlisis de microarreglos aquellos
genes que participan en el proceso de resistencia a
oxifen.

TAM TAM 6.0uM/

siRNAi BIK

l

Andlisis de datos mediante el
programa: Phanter, KEGG,
cytoescape, HIPPIE.

!

Validacion de genes por western-
blot STAT-2, AKT-3y 14,3,3 z

!
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MATERIAL Y METODOS
Cultivo celular de MCF-7 y determinacion de la IC-50 del TAM

6
Se utilizé la linea celular MCF-7, Se sembraron 2 x 10 células en botellas de cultivo con

2
una superficie de 25 cm fueron cultivadas en medio (DMEM-F12) con rojo fenol,
suplementado con suero bovino fetal 10%, 2mM L-glutamina, penicilina 100 U/mL,
estreptomicina 100ug/mL, y se mantuvieron en la incubadora a 37 °C, con atmdsfera

humeda de 5% de CO2 en aire, hasta alcanzar del 80 al 100% de confluencia. Las células

se despegaron con tripsina y fueron re-suspendidas en 1 ml de medio DMEMF12 con
penicilina (100 U/ml, sigma), estreptomicina 100 pg/mL, L-glutamina (2mM, Sgma) y 10%
de SFB inactivado. Las células se contaron para ser sembradas en placas de seis pozos
y se cultivaron 1x10 6 células, las cuales fueron tratadas con diferentes concentraciones
de 4- OH-TAM (sigma Aldrich) (2.0 uM, 4.0uM, 6.0uM, 80uM y 10 uM) durante 24 h y

se evalué apoptosis por citometria de flujo con yoduro de propidio y anexina V.
Determinacion de la expresiéon de BIK por RT-PCR tiempo real

Se extrajo RNA de la linea celular MCF-7 en placas de seis pozos, se les agregé 400 uL
de trizol y se recuperaron en tubos eppendor de 1 ml. Posteriormente se incubaron 5 min
a temperatura ambiente, se agitaron en vortex, se agregaron 200 ul de cloroformo por
cada ml de trizol, se agitaron fuertemente durante 15 seg y se mantuvieron a temperatura
ambiente por 3 min. Se centrifugaron a 10000 rpm durante 15 min a 2° C, se recuperd la
fase transparente (superior), se agregaron 500 ul de isopropanol por cada ml de trizol y se
mantuvieron 10 min a temperatura ambiente mezclando suavemente. Las muestras se
centrifugaron durante 10 min a 10000 rpm a 4° C. En las muestras donde se observé un

boton al que se le agregé 1 ml de etanol al 75% y se mezclé en un vortex por 5 a 10
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segundos. Luego, se centrifugd a 8,000 rpm durante 10 min a 4° C y se decanto el etanol
sin perder el botén. Una vez decantado el etanol se dejo secar al aire hasta eliminar los
restos del mismo (10 - 20 min). Las muestras se resuspendieron en H,O DEPC libre de
DNAsas y RNAsas (20 a 40 ul), se agitaron en un vortex, se hicieron alicuotas en tubos
estériles y se mantuvieron a -70° C. Por ultimo, se utilizd6 una alicuota para verificar la

concentracion e integridad del RNA en un gel de agarosa al 2%.

Posteriormente se utilizo el kit First- Strand Sintesis SuperScript Il (Invitrogen) para
retrotranscribir el RNA en cDNA. Se utilizaron 5 pg de RNA total ajustados a 10 pl con
agua desionizada, el procedimiento se realizé en condiciones estériles en una campana
de flujo laminar. Se mezclaron los componentes del kit, First- Strand Sintesis SuperScript
Il en tubos libres de RNAsas de 0.2 ml con: 1 yl de dNTP Mix 10 mM y 1 ul de Oligo dT
(0.5 pg/ul) 1 ul. Las muestras se incubaron por 5 min a 65 °C en el termociclador y se
colocaron los tubos en una cama de hielo por 1 min. A cada tubo se adicionaron los
siguientes componentes con el volumen indicado: 10X RT buffer 2 ul, 25 mM, MgCl, 4 ul y
0.1 M DDT 2 pl. Posteriormente los tubos se agitaron suavemente y se incubaron 2 min a
42° C, se adicion6 1 ul de enzima SuperScript Il RT (50 unidades) a cada reaccién y se
incubaron por 50 min a 42° C. A continuacion, los tubos se incubaron a 70° C durante 15
min y se colocaron en hielo por 5 min. Para concluir, se agregdé a cada tubo 1 pl de
RNAsa H y se incub6 a 37° C por 20 min, la concentraciéon se ajusté a 50 ng/ml y los
tubos se almacenaron a -70° C. Para analizar las diferencias entre los tratamientos, se

amplificaron los genes HPRT (gen control) y BIK.
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Tabla 1. Secuencias utilizadas para PCR- tiempo real

Primers SECUENCIAS

HPRT F 5'CCTCATGGACTGATTATGGACF3',

R 5'CAGATTCAACTTGCGCTCATC3'.

BIK F 5°GAG ACATCT TGA TGG AGA CC3’

RS TCT AAG AAC ATC CCT GAT GT3'".

PCR tiempo real de un solo paso.

La concentracion de cDNA se ajustd a 50 ng/ml, se realiz6 el analisis cuantitativo por PCR
tiempo real de acuerdo a las instrucciones del KIT 1Q Supermix. Se usaron sondas de
BIK y HPRT (gen constitutivo) utilizando como fluorocromo el SYBRTM Green | (1X)
(Amresco) como lo describe la literatura [119]. Se utilizé un termociclador de tiempo real,
Rotor Gene RG 3000 (Corbett Research). La secuencia de las sondas de cada gen se

presenta en la tabla 1.

Determinacion de apoptosis mediante citometria de flujo

Se utilizé la linea celular MCF-7 tratadas con diferentes concentraciones de TAM 2.0 uM,
4.0 uM, 6.0 uM, 8.0 uM, 10.0 uM vy diferentes tratamientos experimentales ( células
control, siRNAi control, siRNAi BIK, TAM 6.0 pM, siRNAIBIK /TAM 6.0 uM) para
determinar apoptosis. Se recuperaron las células y se transfirid el medio de cultivo de las
células adherentes a un tubo coénico de 15 ml y se colocé en hielo. Se lavaron las células
de cultivo cuidadosamente con PBS 1X. Se retir6 el sobrenadante agregandolo al tubo
falcon de 15 ml. Posteriormente se afnadié 2 ml de tripsina y se incubd hasta que las
células se despegaron. Se agregé 1 ml de medio de cultivo DMEM al 5% de suero fetal
bovino (SFB). Se centrifugé a 1500 rpm por 5 min a 40C. Después se colocé el volumen

de los pozos en un tubo para citometria de flujo (Falcon de 5ml policarbonato con tapa)
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se centrifugd a 2000 rpm por 2 min a 4°C, el pellet celular se resuspendié en 500 uL de
medio fresco sin suero. Se adicionaron 0.5 ml del buffer de unién y 1 uL del reactivo de
anexina V-FTC y 5 uL de loduro de propidio, se incubé por 15 min a temperatura
ambiente en oscuridad. Finalmente, la fluorescencia se midié en un citobmetro de flujo
(FACSCalibur, Becton y Dickinson) en donde se analizaron 10,000 eventos por
experimento y a partir de las lecturas, el clitdmetro construye Dot plots que se usan para
interpretar los resultados. La sefal del FITC (fluorescencia en color verde) se detectd a
518 nm, el logaritmo de esta fluorescencia se representé en el eje de las X. La senal del
yoduro de propidio se detectd a 620 nm y el logaritmo de ésta se represento en el eje de
las Y. En el cuadrante inferior izquierdo aparecen las células viables, en el inferior
derecho aparecen las células en apoptosis temprana, en el superior derecho apoptosis

tardia y en el superior izquierdo necrosis Figura 12.

Necrosis Apoptosis tardia
A = AN

Yoduro de S

ropidio
prop Apoptosis

temprana

10° VAET'S 107 107 10+

v

Células vivas Anexina

Figura 12. Representacion de un analisis por citometria de flujo con células
marcadas con yoduro de propidio y anexina-FITC.
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Transfecciones transitorias

Se sembraron 250,000 células de la linea MCF-7 con medio DMEM-F12 libre de
antibidticos durante 24 h. Cuando las células alcanzaron un 40-60% de confluencia, se
transfectarén con 100nmol/L siRNAI BIK, usando oligoduplex
5’AAGACCCCUCUCCAGAGACAU-3", 5 AAAUGUCUCUGGAGAGGGGUC-3 y como
control una secuencia Scrambled (Silencer negative control # 3 siRNA Ambion).
Compuesta de 19 pb, sin significancia homoldgica para alguna de la secuencia de genes
de ratén, rata, o humano. Se usoé el reactivo de Oligofectamina (Invitrogen) acorde al
protocolo del fabricante. Posteriormente, 10 yL Oligofectamina se diluyé 7.5 veces en
medio de Opti-MEM (invitrogen) y se incub6 a temperatura ambiente por 10 min. En un
tubo separado, 5 yL de 50 pmol/L SiRNA fueron diluidos en 425 uL de Opti-MEM. La
Oligofectamina diluida 75uL fue afiadida a la diluciéon siRNA y el complejo fue incubado
por 20 min a temperatura ambiente. Las células se lavaron con OptiMEM y 2 ml de medio
se incorporé a cada placa. La concentracion final de los SiRNABIK fue 100 mol/L. 6 h
después de la transfeccidon se adicioné 1.25 ml de medio con suero fetal de bovino al

20% a cada caja sin remover la mezcla de transfeccion durante 24-48 h de transfeccién.

Analisis citofluorométrico del potencial de membrana AWYm

La transicion de permeabilidad mitocondrial es un paso importante en la induccion de la
apoptosis celular. Se utilizé el reactivo JC-1, como colorante catiénico (5,5 ', 6,6'-
tetracloro-1, 1, 3,3'-tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine yoduro) el cual permite indicar
la pérdida de la integridad funcional de la membrana mitocondrial. Esta sonda es un
mondmero que emite a una longitud de onda de 527 nm (verde), la cual cuando es

excitada a 490 nm, forma agregados que se acumulan en la mitocondria y experimentan
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un cambio en el espectro de emision, hasta 590 nm (rojo). Para su procesamiento las
células se lavaron mediante una solucién amortiguada de lavado precalentada a 37°C, se
centrifugaron 5 min a temperatura ambiente a 1500 rpm y se incubaron con 0.5 mL1X de
JC-1. Posteriormente se incubaron las células a 37°C en una incubadora de CO, al 5%
por 15 min, se centrifugaron por 5 min a 1500 rpm y se removid el sobrenadante, se
resuspendio el pellet en 2 ml de medio de cultivo, para su posterior cuantificaciéon en el
FACs Scalibur, Se analizaron 10000 eventos por muestra, utilizando el software Cell

Quest (Becton Dickinson).

Analisis de citometria de flujo para caspasas totales

Las caspasas de detectaron por medio del kit (Vybrant® FAM poly-casaspasas,
Invitrogen), el cual detecta la actividad de las capasas totales 1, 3, 4, 5, 6, 7, 8, y 9,
mediante el empleo del un inhibidor fluorescente que marca las caspasas activas
(FLICA). Cada FLICA contiene tres dominios distintos funcionalmente: a) el dominio
fluorocromo (carboxifluoresceina o fluoresceina, FAM), b) el dominio de reconocimiento
de la caspasa que comprende un péptido de tres o cuatro aminoacidos y c) el motivo de
union covalente que consiste en cloro- o fluoro-metil cetona (FMK) que se une a la
cisteina de la respectiva caspasa formando tiometil cetona que inactiva irreversiblemente
a la enzima [120]. FLICA penetra a través de la membrana plasmatica de las células
viables sin resultar téxico para la célula. De hecho, estos inhibidores promueven la
supervivencia de la célula protegiéndola de la apoptosis [121] y de la desintegracion [122].
El motivo de reconocimiento del péptido de FLICA proporciona un nivel de especificidad
entre el ligando y una caspasa particular. La exposicion de células viables a FLICA resulta

en la captacién de este reactivo seguida de su unién covalente a caspasas activas dentro
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de las células que estan en proceso de apoptosis. EI FLICA no unido se remueve de las
células no apoptéticas que carecen de caspasas activas lavandolas con buffer de lavado.

Las células se resuspendieron en 300 ul de medio de cultivo y se transfirieron a tubos de
citometria de flujo; se afiadieron 10 pl de la solucion de trabajo 30X FLICA y se
afiadieron a las células MCF-7 en suspension y estas fueron incubadas en la oscuridad
por 1 ha 37 °c a5 % de CO2. Posteriormente las células fueron lavadas dos veces con
buffer de lavado 1x y fijadas adicionando 40 pyL de paraformaldheido al 10%, durante
10 min a temperatura ambiente. Las células MCF-7 fueron lavadas y re-suspendidas en
400 yL de tampodn de lavado 1x, finalmente se agregd 8 pL de yoduro de propidio para el
analisis por citometria de flujo en el FACs scalibur. Se analizaron 10000 eventos por

muestra, utilizando el software Cell Quest (Becton Dickinson).

Ensayo de MTT.
Ensayos de citotoxicidad por MTT

El método de citotoxicidad por MTT, consiste en un ensayo colorimétrico cuantitativo que
mide la actividad metabdlica de las células en fase de proliferacion activa. Este método se
basa en la capacidad que presenta la succinato deshidrogenasa mitocondrial de las
células eucariotas vivas para convertir el bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5
difeniltetrazolio (MTT) que es de color amarillo y actia de sustrato, en un producto azul
oscuro (formazano), lo cual se traduce en un incrementd en los valores de absorbancia de
la muestra, cuantificables mediante espectrofotometria. Al repsecto existe gran
correlacion entre el niumero de células viables con la cantidad de MTT metabolizado. Para
ello, se prepard una disolucion de MTT a concentracion de 5 mg/mL en medio de cultivo

libre de rojo fenol.
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Las células MCF-7 se sebraron a una densidad de 5000 células por pocillo en placas de
96 pocillos. Transcurridas 24, 48, 72 h de incubacion, el medio de cultivo se sustituyd por
200 yL de DMEM libre de suero y 50 uL de solucién de MTT (5 mg/mL) que fueron
afiadidos a cada pocillo. Transcurridas 4 h de incubacion, se retir6 el medio y se
afiadieron 100 uL de dimetilsulféxido (DMSO) a fin de solubilizar el formazano. La placa

se leyé empleando un lector de placas a una longitud de onda de 570 nm.

Extraccion de proteinas

Las células se sembraron en placas de cultivo de 3.5 cm de diametro a una densidad de
1X10° células por placa. Se retiré el medio de cultivo y se lavaron las células dos veces
con PBS 1X, las células fueron despegadas con tripsina-EDTA 0.25% (sigma) e incub¢ a
37 °C durante 3 min. Posteriormente se adiciond un volumen de medio DMEM: F12
suplementado al 10% con SFB y se aspiraron las células a un tubo eppendorf estéril de
1.5 ml. Las células se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min, después se decanto el
sobrenadante y lavé la pastilla dos veces con PBS 1X. Las células fueron resuspendidas
en 100 puL de buffer de lisis (RIPA-Tris buffer EGTA 2 mM; NaCl 316 mM; Na2MoO4 20
mM; NaF50 mM; Tris-HCI 20 mM; Na3vVO4 100 mM, PMSF 100 mM y EDTA 100 mM;
0.1% de leupeptina y aprotinina 0.2% SDS y 2% Triton X-100) y mantenidas bajo
constante movimiento por 2 h a 4°C. Subsecuentemente, la muestra fue centrifugada por
5 min a 20,800 rpm y el sobrenadante (30 ug de proteina) fue desnaturalizado en

muestra de Laemmli buffer y se almacend a -30°C hasta su uso.

Electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida-SDS
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Para el desarrollo de ensayos de electroforesis vertical fueron preparados 2 geles de
acrilamida: gel concentrador y gel separador. Respecto del primero se prepara mediante
10ml: Tris-HCL pH 8.8, 0.375M, Acrilamida 12%, SDS 10%, APS 10%
tetrametilenetilendiamino (TEMED) 4pL, H,O destilada c.b.p., el cual se dejo a
temperatura ambiente hasta polimerizar. Posteriormente se prepard el gel concentrador
(10 ml: Tris-Hcl pH 6.8, 0.125 M, acrilamida 4%, SDS 10%, APS 10% TEMED 10 uL, H,O
c.b.p. A las muestras se adicion6é un volumen de buffer de muestra (Tris 0.5 M pH 6.8,
SDS 10%, glicerol, Azul de bromofenol al 0.4% en Tris 0.5 M pH6.9) y colocaron en bafio
de agua en ebullicibn durante 5 min. Después se monté el gel en la camara de
electroforesis y se adiciond buffer de corrida (Tris Base 25 mM), Glicina 192 mM, SDS
0.1%). Las muestras con 30 ug de proteina se depositaron en el gel y se llevé a cabo la

electroforesis a 150 V durante 2 h.

Electrotransferencia e Inmunodeteccion

Las proteinas separadas se electrotransfirieron a membranas de  Difluoruro de
polivinilideno (PVDF) haciendo pasar corriente constante de 200 mA durante 2 horas en
un buffer de transferencia (Tris- base 48 mM, Glicina 39 mM, Metanol 20%). Las
membranas con las proteinas, electrotransferidas se tifieron con rojo de Ponceau S para
confirmar que la carga de las proteinas era idéntico en todos los carriles. Las membranas
se lavaron en PBS para eliminar el Ponceau S y se incubaron durante 90 min en Tris-
solucion salina tamponada (TBS) que contiene 5% de leche y 0.1% de Tween 20 para
bloquear la unién inespecifica de los anticuerpos. Posteriormente, las membranas se
incubaron durante 24 h a 4°C con el anticuerpo primario en TBS-tween 20 al 5% de leche

descremada en polvo (Tabla No 2), después se lavaron e incubaron con anticuerpos

47



secundarios, conjugados con peroxidasa 1:10000. El exceso de anticuerpo fue retirado

lavando 4 ocasiones con TBS-Tween (0.1%) por 10 min cada lavado.

Anticuerpo compaiiia Concentracion
Bcl-2 Santa cruz 1:1000
MCI-1 Santa cruz 1:1000
Bax Santa cruz 1:1000
Bak Santa cruz 1:1000
BIK ABCAM 1/100
CytC Santa cruz 1:500
PUMA Santa cruz 1:1000
STAT-2 Santa cruz 1:500
AKT-3 Cell signalling 1:500
14,3,3 ABCAM 1:500

Tabla 2. Anticuerpos utilizados para western-blot

Revelado de la membrana de PVDF

Una vez lavadas las membranas con TBS-Twen se mezclaron por pipeteo suave 200 pL
de luminol (sigma Aldrich) con 200 uL del sustrato para peroxidasa de rabano (Pierce) en
un tubo eppendorf de 1.5 ml. Se dejo reposar 5 min a temperatura ambiente la mezcla y

se agregaron 100 ul de esta mezcla al PVDF; después ésta se cubrié con un cuadro de
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acetato para esparcir la mezcla por toda la membrana. Posteriormente se colocé una
pelicula fotografica (Kodak) sobre el papel acetato y todo se colocd en una camara de
revelado para Western blot, usando un tiempo de exposicion de 40 — 1 min dependiendo
la proteina a detectar. La pelicula fotografica se enjuagé medio minuto con solucién de
revelado y posteriormente se pasé a una solucién fijadora por 30 seg y se enjuagd con
agua destilada. Las transferencias se sometieron a analisis densitométrico y los datos se
analizaron utilizando el software GraphPad Prism 5. (GraphPad soffware, San Diego, CA,

EE.UU). El andlisis de western blot se repitio tres veces.

Analisis de expresion mediante microarreglos cDNA

Se procedié a extraer el RNA mediante la metodologia descrita anteriormente. Se
utilizaron oligos de 50-mer Humanos 10K de MWGBIiotech Oligo Bio Sets (Alemania),

resuspendidos en una solucién Micro spotting 50 uM (Arraylt Brand Products).

Los portaobjetos de 25x75 mm (SuperAmine TeleChem Internacional INC), fueron
impresos por duplicado y fijados a 80 °C durante 4 horas. Para la prehibridacion los
portaobjetos se rehidrataron con vapor de agua a 60 °C y se fijaron con dos ciclos de luz
UV (1200J). Después de hervirlos durante dos minutos a 92 °C, los portaobjetos se
lavaron con etanol al 95% durante un minuto y se prehibridaron en soluciones de SSC 5X,
SDS 0,1% y 1% de BSA durante una hora a 42 °C. Las laminas se lavaron y secaron
antes del proceso de hibridacion (procedimientos estandar del Instituto de Fisiologia
Celular de la UNAM). La sintesis de cDNA, la impresion de las matrices y los
microarreglos se realizaron en el Instituto de Fisiologia Celular (IFC) de la UNAM. Los

procedimientos se describen a continuacion.
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Marcaje del cDNA e hibridacion de los microarreglos de DNA

En la misma reaccion se sintetizé y se marcé el cDNA con los fluoréforos dUTP-Cy3 o
dUTP-Cy5, mediante el kit CyScribe Firs-Strand cDNA (Amersham). Para ello se utilizé un

total de10 ug de RNA total.

La incorporacién de fluoréforo se analizd mediante el uso de la absorbancia a 555 nm
para Cy3 y 655 nm para Cy5. Cantidades iguales de cDNA marcado fueron sometidas a
hibridacion en una solucion UniHyb (TeleChem Internacional INC) sobre la matriz del

microarreglo durante 14 horas a 42 °C.

Lectura del microarreglo

Cada laminilla fue escaneada bajo 2 longitudes de onda (532 y 635 nm) en un escaner
con microscopia confocal. En este equipo las moléculas Cy3 y Cy5 son excitadas
mediante el uso de un laser, donde la fluorescencia emitida es capturada y transformada
en una imagen que muestra los sitios de hibridacion o reconocimiento especifico de
secuencias. Por cada uno de los microarreglos de expresion fueron obtenidas 2
imagenes, una para el flouréforo Cy3 y otra para el fluoréforo Cy5; en esta etapa se debe
ajustar la intensidad del Iaser y la sensibilidad de los fotomultiplicadores de tal forma que
ambas imagenes muestren valores de fluorescencia total similares. Las imagenes
escaneadas fueron procesadas en el lector Virtek Chip mediante el uso del Array Pro
Analyzer software (Media Cybernetics). Este programa localiza a cada spot o punto sobre
el microarreglo con ayuda de una trama programada (o reticula) y calcula la densidad
promedio de cada una de estas sefales, asi como del area que rodea a cada spot. Una

vez obtenida la imagen se debe considerar la aplicacion de un filtro para depurar las
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pequenas imperfecciones o senales no deseadas; posteriormente se genera una reticula
en la que se definen las areas que se van a cuantificar. Definida la reticula, se determina
la zona de inclusion o exclusion y el area para calcular la sefial de fondo de cada una de
las imagenes tratando de eliminar los puntos que no mostraron una hibridacion adecuada.
Definidos estos parametros, el programa calcula las intensidades medias (densidad de los
pixeles en el area definida), dando como resultado una tabla con las coordenadas y los
valores de las densidad tanto del fondo como de cada uno de los spots sobre el
microarreglo. Todos los puntos y sus replicas técnicas son individualmente evaluados de
acuerdo a algunos parametros matematicos que permiten discriminar niveles de
variabilidad inaceptable. Los puntos que no cumplen con estos criterios son excluidos
durante el andlisis estadistico. La razén entre los niveles de fluorescencia emitida por Cy3
y Cy5 en cada spot o punto representa la expresién relativa de los transcritos de RNA que
son comparados de manera competitiva sobre el microarreglo que esta siendo analizado.
Después de realizar todas las operaciones, se agrega la descripcion que existe para cada
uno de los genes y se puede generar una base de datos que nos permita conocer la
funcién, el proceso biolégico y la localizacién celular de cada uno de los genes

identificados en el microarreglo.

Anadlisis de datos KEGG
Para determinar la interaccién de genes y rutas moleculares potencialmente alteradas en
células transfectadas con BIK expuestas a TAM, se usé la base de datos KEGG (Kyoto

Encyclopedi of Genes and Genomes) http://www.genome.jp/kegg/pathway.html. Los

valores de corte para la inclusién para este analisis fue una expresion diferencial con un

valor de 2.0 y como minimo siete interacciones (Base de datos Hippe).
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Analisis para el interactoma 14, 3, 3, z

El analisis de datos de proteinas se realizé con la base de datos HIPPIE la cual integra
informacion de HPRD, BioGRID, IntAct, MINT, Rual05, Lim06, Bell09, StelzI05, DIP, BIND,
Colland04, Lehner04, Albers05, MIPS, Venkatesan09, KaltenbachQ7 y la base de datos
Nakayama0O2 El andlisis se realizd6 con la plataforma bioinformatica de codigo abierto
Cytoscape y BisoGenet Plugin, usando la identificacién de proteinas como nodos y la
adicion de los bordes de la siguiente manera: Organismo > Homo sapiens, identificacion
de sélo proteinas; ajuste de datos >interacciones proteina-proteina; todas las fuentes de
datos y todos los métodos experimentales; métodos > adicion de los bordes que conectan

los nodos de entrada y de salida> Proteinas.

Analisis estadistico

Se utilizé un analisis de ANOVA de una via con la prueba de Tukey y prueba T-student.
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RESULTADOS

Determinacion de la IC50 del TAM en la linea celular MCF-7

El analisis se llevo a cabo en la linea celular MCF-7 tratada con diferentes
concentraciones de TAM (1.0 uM, 2.0 uM, 4.0 yM, 6.0 pM, 8.0 uM y 10.0 uM), durante
24 h de tratamiento, utilizando como control células MCF-7 no tratadas. Los resultados
obtenidos demuestran que la IC50 se encontré a una concentracién de 6.0 uM, por lo que
a partir de esta concentracién se realizaron los experimentos posteriores. Los datos
fueron procesados mediante el analisis de apoptosis por citometria de flujo y

representados de manera grafica (Figura 13).
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Figura 13. Determinacion de la CL50 de TAM. Grafico representativo de al menos
tres repeticiones con resultados similares.
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TAM induce la expresiéon de BIK en la linea celular MCF-7

Algunos anti-estrogénos como Fulvestran y TAM activan transcripcionalmente la
expresion del gen BIK. Para identificar la concentracion que induce la expresion de BIK,
las células MCF-7 se trataron con diferentes concentraciones de TAM (1.0 uM, 2.0 uM,
4.0 uyM, 6.0 uyM, 8.0 uM y 10.0 uM) durante 24 h, y el cambio de expresion de los
transcritos de BIK fue determinado usando PCR tiempo real (RT-PCR) normalizando con
el gen HPRT (figura 14A). La maxima expresién de BIK obtenida fue a una concentracién
de 6.0uM de TAM; no mostrando cambios estadisticamente significativos a
concentraciones mayores de 8.0 uM y 10 uM. Estos resultados confirman que la
expresion de BIK es regulado transcripcionalmente por TAM. Los datos se confirmaron

mediante el analisis de Western-Blot (figura 14B).
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Bik 30kDa) —>

p-actina (45 kDa) —>

Control
1.0 uM TAM
2.0uM TAM
4.0uM TAM
6.0 uM TAM
10.0 uM TAM

8.0uM TAM

Figura 14. Los niveles del RNAm y los niveles de proteina de BIK se incrementaron
en las células MCF-7 tratadas con TAM (TAM). A) Células MCF-7 fueron tratadas con
TAM durante 24 h y se sometieron a andlisis de RT-PCR tiempo real, normalizando con
HPRT. Cada valor representa la media, error estandar de la media (SE) (barras) de tres
experimentos independientes * P <0,05, de acuerdo con la prueba de la t de Student. B)
se prepararon lisados celulares y se sometieron al analisis de Western Blot para BIK y B-
actina como control. Grafico representativo de al menos tres repeticiones con resultados
similares.
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Determinacion de los tiempos de transfeccién para inhibir la expresion de BIK

Se evalué por PCR tiempo real el tiempo 6ptimo de transfeccion de siRNAIBIK,
normalizando con el gen constitutivo HPRT. Se realizé una curva de interferencia del gen
BIK a diferentes intervalos de tiempo 6h, 24 h, 48 hy 72 h a una concentracion de 100
nM, utilizando como control negativo una secuencia de siRNAi, que no presenta
homologia con algun gen de mamifero conocido (scrambled). Los resultados muestran
que a partir de 24 h se redujo de manera significativa la expresion del gen en un 50 + 2.3
%,y a un tiempo de 48 h el decremento en los niveles de expresion de BIK fue de 43 % +
4.56 y a partir de las 72 h la expresion de BIK nuevamente empezé a incrementar. Por lo
que se decidié trabajar con transfecciones de 24 h para su posterior tratamiento (Figura

15).

Figura 15. Curva de SiRNAi para el gen BIK a diferentes intervalos de tiempo:
6hrs, 24hrs, 48 hrs y 72 hrs. Expresién relativa HPRT /BIK, los grupos se analizaron
por ANOVA de una via con la prueba de Tukey. * P <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001
frente a no tratada.
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Supresion de la expresion BIK inhibe su expresi

Para evaluar si la expresion de BIK fue bloquec
niveles de expresion del RNAm y de la proteina
siRNAIBIK, TAM 6.0uM y siRNAIBIK /TAM 6.0uM. |

encontré un incrementd de dos veces en la expres

Expresion relativa de BIK

controles, mientras que la supresién de BIK blogt

TAM. Estos datos se corroboraron mediante ¢

Control
SiRNAi BIK
TAM 6.0 pM

resultados similares (figura 16 ). Estos resultados ¢

SiRNAIi control

respuesta mediada por anti-estrogenos.
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Figura 16. Supresion de BIK en la linea de cancer de mama humano MCF-7. A) Las
células fueron transfectadas transitoriamente con siRNAi (BIK). Las células se
cultivaron en presencia 6 ausencia de 6,0 yM de TAM (TAM) durante 24 h, seguido
de la evaluacién de la expresion de BIK por RT-PCR tiempo real y por analisis de
Western Blot. Los grupos se analizaron por ANOVA de una via con la prueba de
Tukey. * P <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 frente al grupo no tratado. Se muestra el
grafico representativo de tres experimentos independientes realizados por
triplicado.
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La supresion del gen BIK en respuesta a TAM inhibe la pérdida del potencial de

membrana (Aym) y la liberaciéon del Cyt C.

El Aym es un factor importante para la liberacién de proteinas mitocondriales tales como
Cyt C. Cuando éste se encuentra en el citosol puede llevar a la activacion de la cascada
de caspasas a la subsecuente muerte. Se midié la pérdida del AWm por tincién con JC-1
1x. Los resultados demuestran que con células control, siRNA control y siRNAi BIK, no
se encontré perdida del AWm, sin embargo en el grupo expuesto a TAM 6.0 pM se
observé una pérdida del AWYm de un 52.3% + 4.56%, sin embargo en el grupo de células
siRNAi BIK /TAM 6.0 uM s6lo un 20.2 + 3.59 %, de las células perdié su AWYm (figura 17
A Y B). Estos resultados indican que BIK podria participar en la pérdida del A¥Wm
modulando algunas proteinas anti-apoptéticas y pro-apoptéticas que regulan la formacién
del poro mitocondrial. La relacién entre el AWm y la iniciacion de apoptosis es incierta, sin
embargo un cambio en el AWm podria estar asociado con la liberacion del Cyt C, y
probablemente con la iniciacion de la apoptosis. Para corroborar este dato se midio el
Cyt C por andlisis de western blot. En las células MCF-7 deficientes en BIKy expuestas a
TAM 6.0 uM no se observo un incrementd en la liberacion del Cyt C con respecto al grupo
tratado sélo con TAM 6.0 uM (figura 18 A Y B), sugiriendo resistencia al proceso de

apoptosis.

58



Sin
perdida
(Apm),

Perdida
(Agm),

Figura 17. La supresion de BIK en respuesta a TAM no altera el WYm. (A) Células
MCF-7 (control, siRNAi control, siRNA-BIK, TAM 6.0uM, siRNA-BIK/TAM 6.0pM)
fueron tenidas con JC-1 para determinar la pérdida del Wm usando citometria de
flujo. La fluorescencia de JC-1 es vista en los canales FI-2 (rojo) y FI-1 (verde). B)
Grafico representativo de intensidad de fluorescencia. Un experimento
representativo de al menos tres experimentos independientes, con resultados
similares. Los grupos fueron analizados por Anova de una cola con prueba de
Tukey. *p<0.05; **p>0.01; ***p<0.001, comparando con el grupo control.
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Figura 18 . Células MCF-7 tranfectadas con BIK expuestas a TAM no promueve la
liberacion del Cyt C en respuesta a TAM. (A) las células fueron lisadas y preparadas
para analisis de western-blot para CytC utilizando como control B-actina. B) Analisis
densitométrico de los niveles de expresion de Cyt C. Los grupos fueron analizados
por un Anova de una cola con prueba de Tukeys. *p<0.05; **p>0.01; ***p<0.001
comparando con el grupo control.
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La Supresion de BIK en respuesta a TAM protege contra la activacion de caspasas

y apoptosis

La actividad de las caspasas desempefa un papel central como ejecutores de la muerte
celular por apoptosis y por lo tanto, son sobre reguladas durante este proceso. Por medio
del analisis de citometria de flujo se midio la actividad de las caspasas totales mediante el
ensayo de FAM poly-casaspasas (Invitrogen). Se encontré que en el grupo expuesto a
TAM 6.0 uM la activacion de caspasas fue de un 50.81 + 9.17 % con respecto a los
grupos control, siRNA control y siRNAi BIK; sin embargo en el grupo transfectado con
siRNAIBIK y expuesto a TAM 6.0uM sélo se observé un 16.69% de activacion de
caspasas, confiriendo este ultimo grupo resistencia a la muerte celular mediada por TAM
(Figura 19 Ay B). Con el objetivo de corroborar el dato anterior, se evalué apoptosis por
tincion de yoduro de propidio y anexina V. Se encontré que en los grupos control,
siRNAI control y siRNAi BIK el proceso de apoptosis tardia, fue menor al 5%, mientras
que en el grupo tratado con TAM 6.0 uM a 24 h la apoptosis tardia fue de un 49.7% + 6.78
%. En el grupo transfectado con siRNAIBIK y expuesto a TAM 6.0uM, sélo un 11%
tuvieron apoptosis tardia, y un 19% fueron células necréticas (Figura 20 A 'Y B). Con
estos resultados se puede concluir que la ausencia de BIK es capaz de generar

resistencia a TAM.
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Figura 19. La supresion de BIK no altera la activacion de caspasas y el proceso de
apoptosis en respuesta a TAM. (A) Células control, siRNAi control, siRNAIBIK, TAM
6.0uM, siRNAIBIK/ITAM 6.0uM fueron marcadas con ioduro de propidio (IP) y
activacion de caspasas (FAM-VAD-FMK). (B) Representacion grafica de
intensidades de fluorescencia de activacion de caspasas. Los resultados son
representativos de tres experimentos independientes. Los grupos fueron analizados
por ANOVA de una cola con una prueba de Tukey. *p< 0.05; **P<0.001;***p<0.001
con respecto a los grupos control.
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Figura 20. La supresion de BIK promueve inhibicion del proceso de apoptosis (A)
Determinacion de apoptosis por anexina y ioduro de propidio (IP) (B)
Representacion grafica de intensidades de fluorescencia para yoduro de propidio y
Anexina. Los resultados son representativos de tres experimentos independientes.
Los grupos fueron analizados por ANOVA de una cola con prueba de Tukey. *p<
0.05; **P<0.001;***p<0.001 con respecto a grupos control.
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La baja expresion de BIK genera resistencia a TAM en células de cancer de mama

MCF-7, regulando miembros de la familia pro-apoptoéticas y anti-apoptoéticas

Para investigar los mecanismos moleculares de la proteina BIK, en el proceso de
apoptosis inducida por TAM, se determind la expresion de proteinas anti-apoptéticas y
pro-apoptoticas mediante el analisis de western-blot. Los niveles de expresion de Bcl-2 y
Mcl-1 en células transfectadas con siRNAIBIK expuestas a TAM 6.0 uM fueron altos en
comparacion con el grupo tratado so6lo con TAM (figura 23), mientras que los niveles de
proteinas pro-apoptoticas como Bax, Bak y Puma incrementd su expresion en células
tratadas con TAM 6.0 uM favoreciendo la apoptosis, mientras que en células
transfectadas con siRNAIBIK expuestas a TAM 6.0 uM su expresion fue semejante a los
grupos controles inhibiendo el proceso de apoptosis (figura 24 A, B, C y D). Estos
experimentos sugieren que la baja expresién de BIK puede generar un proceso de
resistencia debido a la baja expresion de moléculas que promueven la formacién del poro
mitocondrial tales como Bax y Bak aumentando la sintesis de proteinas anti-apoptéticas

como Bcl-2 y Mcl-1.
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Figura 23. Las Proteinas anti-apoptoéticas Bcl-2 y Mcl-1 se sobrexpresan en células
MCF-7 transfectadas con siRNAIBIK expuestas a TAM. Las células MCF-7 fueron
incubadas por 48h, y fueron analizadas por western blot. A) y B) western blots
representativos de al menos tres experimentos independientes con resultados
similares. C) y D) La intensidad de banda de Bcl-2 y Mcl-1 fue cuantificada por
analisis densitométrico. Los grupos fueron analizados por analisis de la varianza
ANOVA con una prueba de Tukey’s. *p<0.05; **p<0.01;***p<0.001 vs control.
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Figura 24. La supresion de BIK regula negativamente proteinas pro-apoptéticas en
respuesta a TAM. La expresion de Proteinas anti-apoptéticas Bax, Bak y Puma es
disminuida en células MCF-7 transfectadas con siRNAIBIK expuestas a TAM. Las
células MCF-7 fueron incubadas por 48 h, y fueron analizadas por western blot. A)
Dot Blots representativos de al menos tres experimentos independientes con
resultados similares. B), C) y D) La intensidad de banda de Bax, Bak y Puma fue
cuantificada por analisis densitométrico. Los grupos fueron analizados por analisis
de la varianza ANOVA con una prueba de Tukey’s. *p<0.05; **p<0.01;***p<0.001 vs
control.
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Determinacion de la expresion génica global por microarreglos de expresion

Con los resultados previos nosotros encontramos que BIK juega un papel fundamental en
resistencia a TAM. Bajo este criterio nosotros realizamos un analisis de microarreglos
para encontrar algunos genes modificados en otros mecanismos de resistencia a TAM.
Se realiz6é un analisis de microarreglos, comparando el grupo siRNAIBIK/ITAM y células
expuestas con TAM. El andlisis de la expresion de genes fue realizado mediante el uso de
genArise (programa estadistico), desarrollado en la Unidad de Informatica del Instituto de

Fisiologia Celular de la UNAM (http://www.ifc.unam.mx/genarise).

GenArise es una herramienta para el analisis de los datos de microarreglos de doble
color, su objetivo es identificar cuales genes se expresan de manera diferencial mediante

el célculo de una intensidad definida como puntuacién z-score (figura 25).

Figura 25. Figura 25. Representacion grafica de niveles de expresion genética
obtenida a partir de datos normalizados derivados de los microarreglos. Los valores
se presentan sin ningun tipo de normalizacion o correccion, donde R es la
diferencia del logaritmo en base 2 (log2) de la intensidad de fluorescencia entre Cy3
y Cy5, mientras que es la suma en logaritmo base 10 (log10) de Cy3 y Cy5. La linea
muestra la tendencia de patrones de sobre y sub-expresion de genes.
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Para la obtencién de los genes diferencialmente expresados en la comparacion
siRNAIBIK/ITAM y células expuestas con TAM se tomaron como lineas de corte los
siguientes parametros: que los genes seleccionados tuvieran un cambio en su expresion
igual o mayor a 2, un valor de p ajustado igual o menor a 0.05 y un valor de B mayor o
igual a 3 lo que nos da un valor de confianza del 95%. El parametro estadistico B fue
considerado como criterio de seleccidon en comparacion con el parametro p en el sentido
de que minimiza la probabilidad de seleccionar genes como falsos positivos dando una
mayor confianza estadistica [123]. Estas condiciones de alta astringencia permitieron
seleccionar de forma Unica los genes con mayor significancia estadistica y dejar fuera a
los genes posibles falsos positivos. De estos resultados se encontré un total de 1755
genes sobre-expresados y 943 genes de baja expresidbn de los cuales fueron
seleccionados con base a su asociacion con cancer 160 genes totales de los cuales 82

fueron sobreregulados y 78 disminuyeron su expresion (Tabla 3).

Prediccion de las rutas celulares afectadas en la comparacion de siRNAIBIK/ITAM y

células expuestas con TAM

Con los resultados de microarreglos, se llevé a cabo un andlisis de enriquecimiento de

rutas de senalizacion mediante KEGG pathway http://www.genome.jp/kegg/pathway.html,

y se seleccionaron aquellas rutas que participan en resistencia a TAM (Tabla 4),
agrupandolas de mayor a menor, por el numero de genes que participan en dicha ruta y
su mayor p-value. Las rutas con cambios significativos fueron las siguientes: MAPK
cinasas, IGF-1 y STAT-JAK, las cuales estan relacionadas con la evasion de la

apoptosis, proliferacion y desregulacion en el ciclo celular (Figura 26, 27,28, y 29).
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Nombre del Zscore Nombre del Zscore
gen gen
Baja Sobre-
expresion expresion

HMGB1 -2.03509411 XIAP 2.000040102
GABPA -2.172255529 PLSCR1 2.000127134
ALDOB -2.054779426 MAGEA4 2.000212711
EEF1A1 -2.051129906 VASP 2.000722198
HSPA5 -2.049898623 GNAO1 2.00090725
ANXA5 -2.227103239 NF2 2.003723353
BUB1B -2.02226208 DLG1 2.004333208
GZMB -2.060565242 SDC2 2.004418232
SMAD4 -2.166133109 LARP6 2.00496754
CASP4 -2.356073926 HSP90AA1 2.005015812
MTA1 -2.235505907 PLG 2.005604233
MAPK3 -2.367761809 MAFG 2.005830848
SPARC -2.356817481 STAT2 2.006873018
RACA1 -2.156388479 SMARCA4 2.007723768
MAPK13 -2.49310867 BACH1 2.00778297
PDPK1 -2.374495191 RPS3A 2.008390566
RPS6KA3 -2.010945359 TXN 2.00984147
SPTBN1 -2.418818855 POU2F2 2.010100456
SRF2 -2.415416218 RPS6KB1 2.010494594
ATXN1 -2.390864533 RBBPS8 2.011466136
PSM2 -2.309996721 DAZ1 2.011822708
BECN1 -2.481643834 CBLB 2.012664839
TIAM1 -2.037301312 CFTR 2.013414426
uB2U2 -2.069334541 BLM 2.013468628
TPTA1 -2.003159019 BRCA2 2.013542986
RNF2 -2.096392822 TRDMT 2.013825689
CBX4 -2.264785642 2.01391913

Cambios de expresion obtenidos en la comparaciéon TAM y siRNAiIBIK/TAM
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APPBP2
DNM1L
CIAO1
AKT3
AF3L2
PLK2
ARIH2
RBM39
SRSF11
AKAP9
GRHPR
MED27
ZNF263
TRAPPC3
APP
RNF115
TAF5L
PSAT1
PHLDA1
MKRN1
GEMIN5S
FBXW11
CHMP2B
LRIF1
FAM20C
C190r60
AZIN1
SNX9
MRPL44
ARRDC3
CAMKID
ANAPC5
ANAPC7
SOX6

-2.011597129
-2.78079132

-2.115528672
-2.065638189
-2.006451938
-2.309075405
-2.243152875
-2.040228309
-2.466626645
-2.687869053
-2.194861454
-2.082847095
-2.466918359
-2.07490615

-2.840576675
-2.956814135
-2.402913192
-2.240217033
-2.602179628
-2.058833055
-2.07573111

-2.458456839
-2.674808415
-2.123241679
-2.11608159

-2.060650757
-2.592780897
-2.095542026
-2.40827836

-2.308424236
-2.027952902
-2.604415137
-2.018709785
-2.292752161

PTPNA
WEEA1
ARHGEF6
EXOSC8

RABGAP1L

NAPA
EHMT2
PPIG
VPRBP
PDCD5
HNRNPUL1
BCAS2
CORO1A
CD2BP2
SETDB1
ULK2
BRE
USP16
ARF1P2
CHMP4A
CENPJ
MYO5C
PIAS4
CXXC5
SIRT1
CHFR
TCEB3B
ZCCHC10
CSAD
ZNF440
LZTS2
MOAP1
DYX1C1
DGCR6L

2.017386613
2.017903267
2.018767082
2.020279044
2.020482899
2.022678414
2.023477041
2.023580277
2.026526137
2.027691681
2.027834159
2.027874156
2.02826555

2.029882883
2.031251029
2.032833979
2.033070608
2.033667057
2.033698381
2.033851523
2.034862354
2.035171331
2.035806109
2.039847244
2.03996947

2.040968196
2.041810081
2.041849098
2.042545465
2.043152172
2.04567344

2.046763058
2.047518606
2.049013275
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XRN1 -2.142137952 SPATA24 2.050439628
RRN3 -2.120160907 NADK 2.051804637
TRIM9 -2.248928424 IFT20 2.051832103
LRRK2 -2.218337869 KIF15 2.05287927
ZNF830 -2.03170208 APP 2.053843027
FBXO32 -2.619781515 ODF2L 2.054036548
PCGF5 -2.166539853 MED 2.054533453
EEF1G -2.382906256 DYNLL2 2.056357466
ARGB -2.033151009 RICTOR 2.056783357
UBE2S -2.028714905 PRKACA 2.057527794
FAM210 -2.037230048 NME1 2.057928057
FTH1 -2.435209529 BANP 2.059501155
H3F3B -2.083384956 YWHADZ 2.059613651
NME1 -2.063277218

TWF2 -2.181373245

CORT -2.606870347

CCDC158 -2.889380733

SRP9 -2.563148585

AIDA -2.515336286

PIBKR3 -2.801710848

Tabla 3. Genes sobreexpresados y de baja expresion en la comparacion TAM y
siRNAIBIK/ITAM. Genes seialados en negritas son aquellos seleccionados
para su analisis de validacion fuera del microarreglo de expresion.



ID Pathways Number of | p-value Genes
genes
hsa04010 MAPK signaling pathway | 16 3.58E-01
DUSP6, FGF5, RAC1, MAPK3,
NF1,STMN1, DUSP16, DUSP4,KRAS,
RASA1, AKT3, CACNB2 TAB2, PRKACA,
MAPK13, RPS6KA3
hsa04910 Insulin signaling pathway | 13 1.93E-02
KRAS, PPP1R3B, AKT3, PYGL,
RPS6KB1, PRKAR2A, MAPK3. PRKACA,
PDPK1, CALM1, GCK, SLC2A4,
PRKAR1A
hsa04630 Jak-STAT signaling | 9 3.42E-01
PR IL7R, PRL, AKT3, IL7, IL6ST, PIAS4, IL15,
STAT2, IL11RA
hsa04520 Adherens junction 8 3.27E-02
MAPKS3, MET, SNAI2, CTNNB1, SMAD4,
PVRL2, RAC1,FARP2
hsa04012 ErbB signaling pathway 8 5.70E-02
KRAS, MAPK3, NRG4, AKT3, NRG2,
PAK6, AREG, RPS6KB1
hsa04110 Cell cycle 8 2.43E-01
WEE1, ANAPC2, YWHAZ
ANAPCS5, ORC1L, SMAD4
BUB1B, CDK6
hsa04310 Whnt signaling pathway 8 4.85E-01
FZD2, CTBP2, FBXW11
RAC1, PRKACA, CTNNB1
SMAD4, NFAT5
hsa04150 mTOR signaling pathway |7 1.11E-02
MAPK3, ULK2, PDPK1, AKT3
RPS6KA3, ULK3, RPS6KB1
hsa04370 VEGF signaling pathway |7 7.98E-02 KRAS. MAPK3. SPHK2
MAPK13, AKT3, NFAT5, RAC-1
hsa04070 Phosphatidylinositol 7 8.87E-02
el i PLCD4, CALM1, PIP5K1B
IMPA2, PIK3C2A, DGKB
PIK3C3
hsa04210 Apoptosis 6 3.16E-01
PRKAR2A, ENDOG, PRKACA
AKT3, CYCS, PRKAR1A
hsa04140 Regulation of autophagy |5 2.05E-02
MAPK3, ULK2, PDPK1, AKT3
RPS6KA3, ULK3, RPS6KB1
hsa04340 Hedgehog signaling | 4 2.90E-01
FREHIEL KAT2A, JAGZ, CTBP2
hsa04350 TGF-beta signaling | 3 8.28E-01
pathway

MAPK3, SMAD4, RPS6KB1

Tabla 4. Rutas de seializacion asociadas con resistencia a TAM.
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Figura 26. Ruta de senalizacion de MAPK. En color rojo se muestra patrén de genes con alta expresion y verde genes de baja expresion.
Mediante el uso del software KEEG.
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Figura 27. Ciclo celular. En color rojo se muestra patrén de genes con alta expresion y verde genes de baja expresion. Mediante el uso del
software KEEG.

74



Figura 28. Ruta de sefalizacidn insulina en color rojo se muestra patron de genes con alta expresion y verde genes de baja
expresion. Mediante el uso del software KEEG.
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Figura 29. Ruta de seinalizacion JAK -STAT en color rojo se muestra patrén de genes con alta expresion y verde genes de baja expresion.
Mediante el uso del software KEEG.
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Validacion del analisis de microarreglos

Para validar los resultados por el andlisis de expresion en los microarreglos, se midio la
expresion de las siguientes proteinas AKT3, STAT-2 y 14-3-3-z; las cuales participan en la
promocion de la tumorigenesis y la progresion de células de cancer de mama. Se realizo
el andlisis por western blot comparando tres condiciones: células control, TAM 6.0uM vy
siRNAIBIK/ TAM 6.0 uM. Al determinar la expresion a nivel de la proteina, se obtuvo una
sobre-expresiéon de la proteina STAT2 en el grupo siRNAIBIK/ TAM 6.0uM, en

comparacion con los grupos: control y TAM 6.0uM (Figura 30 Ay B).

A B
W o (113 kD)

B-Actina (45 kD)

|oJuo)
INM09 VL

INN0'9 NV.L/MIGIVNY!S

Figura 30. STAT-2 es sobre-expresada en células transfectadas con BIK expuestas
a TAM. A) Las células MCF-7 fueron incubadas por 48 h, y fueron analizadas por
western blot. Grafica representativa de al menos tres experimentos independientes
con resultados similares. B) La intensidad de banda de STAT-2 fue cuantificada por
analisis densitométrico. Los grupos fueron analizados por analisis de la varianza
ANOVA con una prueba de Tukey’s. *p<0.05; **p<0.01;***p<0.001 vs control.
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Se ha correlacionado la expresién de la proteina AKT3, con la progresion del cancer. Por
lo que se realizé un analisis de western blot, para medir su expresion. Se encontré que
en las células siRNABIK/TAM 6.0uM hay una disminucion en la expresion de AKT-3 en

comparacion con los grupos control y TAM 6.0uM (figura 31 Ay B).
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Figura 31. AKT3 disminuye en células transfectadas con BIK expuestas a TAM. A)
Las células MCF-7 fueron incubadas por 48h, y fueron analizadas por western blot.
Grafica representativa de al menos tres experimentos independientes con
resultados similares. B) La intensidad de banda de AKT3 fue cuantificada por
analisis densitométrico. Los grupos fueron analizados por analisis de la varianza
ANOVA con una prueba de Tukey’s. *p<0.05; **p<0.01;***p<0.001 vs control.
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La proteina 14-3-3- z es codificada por el gen YMHADZ, participa en la regulacion del
ciclo celular, induciendo un mayor crecimiento e inhibiendo apoptosis mediada por estrés,
eventos que resultan ser mediadores de resistencia a TAM. Se analiz6 en el sistema la
expresion de 14-3-3-z, por medio de western blot, observandose que en los grupos control
y el tratado con TAM no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
expresion de la proteina; sin embargo en las células siRNABIK/TAM 6.0 uM hubo una
sobre-expresion de 14-3-3-z sugiriendo inhibicion del proceso de apoptosis (figura 32 Ay

B).
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Figura 32. La proteina 14, 3,3 Z es sobre-expresada en células transfectadas con
BIK expuestas a TAM. A) Las células MCF-7 fueron incubadas por 48h, y fueron
analizadas por western blot. Grafica representativa de al menos tres experimentos
independientes con resultados similares. B) La intensidad de banda de 14, 3,3 Z fue
cuantificada por analisis densitométrico. Los grupos fueron analizados por analisis
de la varianza ANOVA con una prueba de Tukey’s. *p<0.05; **p<0.01;***p<0.001 vs
control.
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La supresion de BIK incrementa progresion del ciclo celular en respuesta a TAM

Uno de los mecanismos implicados en la resistencia a TAM, es el descontrol en el ciclo
celular. Con la finalidad de corroborar este dato se determiné la participacion de BIK en la
progresion del ciclo celular, en el grupo de células tratadas con TAM se encontré una
acumulacion en la fase GO/G1 con respecto a los grupos control y siRNAIBIK/TAM 6.0
MM y una correspondiente reduccion en el porcentaje de células que entran a la fase S del
40 + 2.23; mientras con células siRNAI/TAM 6.0 uM la fase GO/G1 no hubo una retencién
en la fase del ciclo (figura 33), Ademas se observé un incremento en la fase G2-M con
respecto a los grupos control y TAM. Estos resultados sugieren que la supresién de la
expresion de BIK tiene un papel en la progresidon del ciclo celular en respuesta a TAM
induciendo la proliferacién y como resultado la inhibicidén del proceso de apoptosis. Con la
finalidad de analizar si los resultados del ensayo del ciclo celular reflejan las diferencias
en la viabilidad celular se realizé un ensayo de MTT a diferentes tiempos: 24 h, 48 hy 72
h. En las células expuestas a TAM la viabilidad celular disminuyé en un 50% con
respecto a las células control, en un tiempo de 24 h y a partir de las 48 hy 72 h se
muestra una considerable reduccién en la viabilidad celular. Mientras que el grupo
siRNAIBIK/TAM presentaron una viabilidad celular similar con respecto al grupo control, lo
cual sugiere una inhibicion del efecto de TAM debido a la supresion de la expresiéon de

BIK (figura 34).
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Figura 33. La ausencia de BIK en respuesta a TAM no retiene en la fase GO y
favorece la entrada a la fase G2/M. Los datos fueron procesados mediante el
analisis de citometria de flujo por tincién de yoduro de propidio y representados de
manera grafica, figura representativa de al menos tres experimentos
independientes. Los grupos fueron analizados por analisis de la varianza ANOVA
con una prueba de Tukey’s. *p<0.05; **p<0.01;***p<0.001 vs control.
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Figura 34. Viabilidad celular por ensayos de MTT a diferentes intervalos de tiempo
24h ,48 h,y 72 h.
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Analisis del Interactoma-in silico de otras moléculas implicadas en el control del

ciclo celular

Con el propdsito de ampliar nuestra perspectiva de otras moléculas que podrian regular
el ciclo celular y tener una posible explicacién hipotética del incremento en la fase G2-M
del ciclo celular, se realizd el andlisis del interactoma tedrico para determinar la
implicacion de 14-3-3-z en el control del ciclo celular en la condicion siRNA-BIK/TAM

6.0uM, utilizando el programa HIPPIE http://cbdm.mdc-berlin.de/tools/hippie/. En este

interactoma se encontr6 que WEE1 mostré6 cambios a nivel de RNAm lo cual podria

favorecer de manera importante la entrada al ciclo celular en la fase G2-M (Figura 35).

Figura 35. Interactoma teérico de 14,3.3 z y su regulacién en el ciclo celular en la

condicion de siRNAIBIK/TAM.
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DISCUSION

El cancer de mama es la neoplasia del género femenino mas frecuentemente detectada
en todo el mundo. El (ER) se expresa en un 60-70% de este tipo de tumores de mama
[124, 125]. Se considera una neoplasia heterogénea a nivel clinico, histolégico y
molecular. Sin embargo, a pesar de los estudios individuales se han identificado algunas
moléculas clave y mecanismos celulares responsables de la resistencia el principal
farmaco empleado para el tratamiento de cancer de mama es el TAM.

Una molécula de interés para nuestro grupo de investigacion ha sido BIK, previamente
asociado con regresion tumoral demostrado para diferentes lineas celulares, la cual ha
sido propuesta como terapia para inducir apoptosis en cancer incluyendo tumores de
mama. Sin embargo, nuestro grupo y trabajos previos de investigacion han obtenido altos
niveles de la proteina BIK en cancer de mama [117], cancer pulmén y células
linfoblasticas derivadas de pacientes con anemia de Fanconi [126]. ElI hecho de que
algunos estudios encuentren a este gen sobre-expresado fue una de las evidencias que
llevd a la realizacion del presente trabajo de investigacion, con la finalidad de estudiar a
fondo las posibles funciones de BIK en respuesta a TAM.

Trabajos previos han encontrado que la proteina BIK es inducible por inanicion de
estrogenos o mediante el tratamiento con Fulvestran y TAM, lo cual ha sugerido que tiene
un papel critico en la apoptosis inducida por anti-estrogenos en células de cancer de
mama [127, 128]. El TAM es el tratamiento mas comunmente usado para pacientes que
son ER- positivos. Aunque la eficacia del TAM se ha atribuido para arrestar el crecimiento
del tumor e inducir apoptosis por inhibicion de la sefializacion del receptor de
estrogenos[22, 129], sin embargo los mecanismos moleculares permanacen no del todo
entendidos. El presente estudio, demostrd que la supresion de la expresiéon del gen BIK

promueve resistencia a TAM en células MCF-7 de cancer de mama. Se encontrd que la
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exposicion a diferentes concentraciones de TAM lleva al incremento de la expresion de
BIK posiblemente por cambios en las rutas transcripcionales.

Estudios previos han determinado que ciertos farmacos, citocinas e infeccion por virus
afecta factores de transcripcion, tales como E2F y p53, promoviendo activacién
transcripcional del gen BIK [130, 131]. Cabe destacar que Mathai et al 2002, encontraron
que la expresion de BIK en células epiteliales humanas depende de p53, sin embargo
otros autores no han logrado identificar elementos funcionales de interaccién con p53 en
el promotor de BIK [130].

En células MCF-7 tratadas con TAM se estudié el efecto de la interferencia de BIK. Se
encontré6 que estas células fueron resistentes al proceso de apoptosis, lo cual se
determiné mediante el analisis de apoptosis, A¥Ym vy activacién de caspasas. Debido a
que la relacién entre el AWm y la apoptosis es incierta, se midieron los niveles de
expresion del Cyt C, observandose que las células transfectadas con siRNAIBIK
expuestas a TAM, sufre un decremento, en su expresion, con relacién al grupo tratado
s6lo con TAM, confiriendo resistencia al proceso de apoptosis.

Con el objetivo de determinar el mecanismo molecular de resistencia a TAM mediada por
BIK, se evaluaron algunos miembros de la familia Bcl-2. Asi mismo demostramos una
baja expresion de proteinas pro-apoptoéticas Bax, Bak y Puma, en contraste con una alta
expresion de proteinas anti-apoptéticas Bcl-2 y Mcl-1 en células transfectadas siRNA-BIK
y expuestas a TAM. Estas dos ultimas proteinas se han involucrado en la prevencion de la
liberacion del Cyt C [66, 132]. Nuestros datos demuestran que BIK es un importante factor
en el proceso de apoptosis inducido por TAM, el cual puede regular la integridad
mitocondrial por modulacién de proteinas pro-apoptéticas y anti-apoptéticas; Sin embargo,
es necesario realizar mas estudios para entender como BIK regula resistencia al proceso
de apoptosis. Nuestros resultados demuestran que el silenciamiento genético de BIK

exhibe efectos anti-apoptoticos en células MCF-7 tratadas con TAM. En trabajos previos
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han estudiado algunos mecanismos de resistencia, recientemente se ha propuesto que
BIK es regulado por miembros de la familia src, utilizando fibroblastos de raton
transformados en un modelo v-Src, demuestran que la resistencia es dependiente de Src,
basandose en su capacidad para inhibir la ruta mitocondrial de la apoptosis mediante el
aumento de la velocidad de degradacion de la proteina BIK. Este efecto se basa en la
activacion de la via Ras-Raf-Mek1/2-Erk1/2, y en la fosforilaciéon del residuo Thr124 en
BIK, lo cual conduce a la ubiquitinacion en el residuo Lys33 de BIK y su posterior
degradacion por el proteasoma, lo cual favorece a la progresion tumoral [133, 134].
Actualmente se han estudiado varios mecanismos de resistencia a TAM como son
mecanismos farmacoldgicos, pérdida o modificacién en la expresion del ER, alteraciones
en las proteinas de co-regulacion, desregulacién en diferentes vias de sefializacion que
participan en procesos celulares como: la supervivencia, proliferacion, estrés, ciclo celular,
inhibicion de la apoptosis, autofagia, expresion alterada de microRNAs [135, 136].

Con el fin de establecer posibles mecanismos asociados a la resistencia a TAM se realizd
un analisis de microarreglos comparando dos condiciones TAM y SiRNA BIK/TAM. En
este analisis encontramos algunas rutas de senalizacién que participan en procesos de
resistencia, las cuales fueron agrupadas por el numero de genes involucrados en dicha
ruta y su valor de p, los resultados demuestran que se presentd un mayor numero de

genes involucrados, en tres rutas: MAPK, IGF y JAK-STAT (Tabla No 5).

La via MAPK esta involucrada en diferentes procesos celulares tales como proliferacion,
diferenciacion, regulacion del ciclo celular y apoptosis jugando un papel importante en el
desarrollo y progresion del cancer, asi como participando en la respuesta a tratamientos
tales como TAM y quimioterapia por farmacos oncoldgicos [137]. Estudios previos han
demostrado que la activacion de Ras/Raf-1/MAPK resulta de la sobreexpresion de HER2,

la cual se asocia con pobre pronéstico, especialmente en pacientes tratados con
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TAM[138]. Nuestro analisis de expresién por microarreglos el gen RAS se encontré
sobreexpresado. En este sentido, se conoce que Ras regula la expresion de moléculas
que contribuyen al desarrollo del cancer y resistencia mediada por TAM en células
transfectadas con BIK como CDc42/RAC, P120GAP y 14-3-3-z esta ultima proteina regula
diferentes rutas de senalizacion como IGF -1 y ciclo celular. Otra ruta de senalizacién
alterada mediante nuestro analisis de expresion por microarreglos fue la via JAK-STAT,
representando un mecanismo principal de sefalizacion hacia una amplia gama de
citocinas y factores de crecimiento que favorecen el micro-ambiente pro-tumoral [139].
Esta ruta tiene comunicacion cruzada con la via de cinasa de fosfatidil inositol (PI3K).
PI3K también puede estimular a la GTPasa Rac que es capaz de activar los eventos de

senalizacion de la via JAK/STAT [140].

Por otro lado, para validar nuestro analisis de expresién por microarreglos se evaluaron
los niveles de las siguientes proteinas: AKT3, STAT-2 y 14,3,3 z; las cuales participan en

promover la tumorigenesis y progresion de células de cancer de mama.

STAT2 representa un factor de transcripcion necesario en la sefalizacion en la via IFN-
a/p promoviendo carcinogénesis a través de la activacién de mediadores pro-inflamatorios
[141]; en nuestros datos STAT2 es una molécula sobre-expresada en la condicion

siRNAIBIK/TAM la cual sugiere favorecer el proceso de carcinogénesis.

Adicionalmente, la expresion de la proteina AKT3, se ha correlacionado con la progresion
del cancer, trabajos previos han encontrado que células estrégeno negativas poseen alta
expresion en correlacion con fenotipo de mayor agresividad tumoral [142]. En nuestros
datos AKT-3 muestra una baja expresion en la condicién siRNAi BIK/TAM; sin embargo,
trabajos previos en células endoteliales humanas y ratones deficientes en AKT3, han
sugerido que la inhibicién de AKT3 causa autofagia debido al incremento en la formacién

de fagosomas independiente de la via AKT1/mTOR [143]. Cabe resaltar que la autofagia
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ha tomado mucho auge por su participacion en la resistencia a TAM, lo cual permitiria
explicar nuestros datos. Una proteina adicional, que se validé es la proteina 14, 3, 3, z, la
cual carece de actividad enzimatica enddgena; sin embargo funciona para formar
homodimeros o heterodimeros que se unen a través de motivos de serina-treonina
fosforilada a proteinas blancos [144]. A través de sus uniones con otras proteinas 14-3-3-
z ha sido implicada en la regular diversos procesos celulares, incluyendo apoptosis,
senales de estrés, progresion del ciclo celular, transcripcion, metabolismo e integridad del
citoesqueleto, lo cual sugiere que esta molécula puede ser blanco, para multiples rutas de
cancer [145, 146].Varios grupos han encontrado que ensayos con baja expresion de la
proteina 14-3-3-z se reduce el crecimiento y sensibiliza a las células en la induccion de
apoptosis por via mitocondrial, la cual resulta como un mediador de resistencia a TAM,
mediante la regulacién con otras rutas que controlan proliferacion y progresién del cancer.
En células transfectadas con siRNAIBIK expuestas a TAM, la expresién de la proteina 14-
3-3- z, fue alta lo cual implicaria un proceso de resistencia mediado por TAM. Una de las
sefiales de supervivencia por las que actua la proteina 14-3-3z para inhibir apoptosis es
mediante la union y el secuestro de las proteinas pro-apoptéticas y FOXO. Por lo tanto,
las proteinas 14-3-3-z median un equilibrio integral entre la supervivencia celular y la
muerte celular [147]. Al evaluar la posible regulacion en el ciclo celular, se encontré que
células deficientes en BIK expuestas a TAM no retienen a las células en la fase Go/G1y
el numero de células que entran a la fase G2-M es mayor en comparacion a los grupos
control y TAM. Con el fin de tener una prediccién in silico de posibles moléculas
implicadas en el control del ciclo celular, se obtuvo un interactoma teorico para
determinar la implicacion de 14-3-3-z en el ciclo celular en la condicion siRNAi BIK/TAM
6.0uM. En este interactoma se puedo observar que 14-3-3- z interacciona con otras
proteinas como FOX 1 para regular el ciclo celular en la fase G2-M, donde previamente

se ha descrito que Wee1 favorece la face del ciclo G2/M, en el analisis de microarreglos
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de pudo contrastar que esta proteina se encuentra sobre-expresada a nivel del
mensajero en la condicion siRNAi BIK/TAM 6.0uM [148]. Esto favoreceria la entrada a
mitosis mediante un mecanismo que esta regulado por la actividad de un complejo
llamado MPF; durante la interfase la cinasa Wee1 fosforila e inhibe el complejo MPF
(factor promotor de mitosis). Esta fosforilacion se elimina por la fosfatasa Cdc25 activando
la entrada en mitosis [149]. La Cdc25 también esta sujeta a fosforilaciones negativas
cuando el genoma esta dafiado o no se ha completado la replicacion. Bajo tales
circunstancias la proteina Cdc25 es fosforilada por las cinasas Chk1 y Cds1 (Chk2)[150].
Por tanto, la transicion G2 / M estda muy regulada para asegurar que la informacion
genética esté intacta. La falta de coordinacion adecuada de estos eventos también puede
conducir a la muerte celular o a la inestabilidad gendémica. Wee1 se sobre-expresa en
varios tipos de cancer [151]. Se ha encontrado resistencia a terapias a base de cisplatino,
Esto sucede por multiples mecanismos entre las alteraciones en cinasas que regulan el
arresto en la fase G2-M del ciclo celular. La sobre-expresion de wee1 y CHK1 ocurre
comunmente en células resistentes a cisplatino[152] y en nuestros datos del interactoma
tedrico wee1 estd sobre-expresado generando resistencia en células transfectadas con
siRNAIBIK expuestas a TAM. Con todo lo anterior, nuestros datos sugieren su evaluacién
como criterios de eleccion para un mejor esquema de tratamiento a mujeres con este tipo

de neoplasias estrogeno dependientes (RE positivas).

CONCLUSIONES
e Nuestros resultados mostraron que la supresién del gen BIK exhibié efectos

antiapoptoéticos en células MCF-7 tratadas con TAM.
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e Se determind que en células transfectadas con RNAi expuestas a TAM se
afectaron varias rutas como MAPK, IGF, JAK-STAT y ciclo celular, que regulan
resistencia endocrina.

e Nuestros datos pueden ser utiles para futuros estudios, para establecer los
mecanismos de regulacién de la resistencia TAM en el cancer de mama en

mujeres que sean receptor de estroégeno positivo.

PERPSPECTIVAS

e Generar una linea celular resistente a TAM y compararla con células transfectadas

con siRNAIBIK expuestas con TAM.

e Seleccionar tumores de pacientes que tengan una baja expresion de BIK y ver sus

posibles mecanismos de resistencia a TAM.
e Profundizar y estudiar algunas rutas de senalizacion que fueron modificadas en el

analisis de KEGG mediante el uso de inhibidores.
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