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Resumen

El cancer de mama es el tipo de cancer que mas afecta a las mujeres mexicanas en la
actualidad. A pesar de la existencia de diversas terapias para combatir el cancer, la
inespecificidad de la mayoria de los tratamientos de radio y quimioterapia ocasiona que
no solo las células tumorales mueran si no también las células sanas. Esta condicion

provoca que los pacientes presenten frecuentemente cuadros de anemia.

A fin de mitigar la anemia asociada al cancer, los pacientes reciben eritropoyetina (Epo)
la cual promueve la proliferacién y diferenciacion de los precursores eritroides. Sin
embargo esta practica ha generado controversia ya que algunos estudios han
reportado que Epo puede inducir la proliferacion de células tumorales que expresan el
receptor para eritropoyetina (EpoR). Ante tal situacién, resulta importante determinar si

este efecto es significativo en el cancer de mama.

Durante el desarrollo de los progenitores eritroides ademas de Epo también participa el
factor de crecimiento de células troncales (SCF). Esta citocina, a través de la activacion
de su receptor (c-Kit), coopera con Epo para estimular la multiplicacion y la
supervivencia de las células. Por otro lado, se tiene evidencia de que c-Kit promueve la
expansion de células malignas en ciertos tipos de cancer, por lo que surge la pregunta
de si SCF/c-Kit y Epo/EpoR pueden ser vias que actuen sinérgicamente para promover

la proliferaciéon y la migracion de células cancerosas mamarias.

En este trabajo se identifico la expresion de los receptores EpoR y c-Kit en una linea
celular de cancer mamario ductal no comercial de origen mexicano (MBCD5) y se
observo que al estimular estas células con las citocinas Epo y SCF, por separado, la
proliferacion y la migracion celular se incrementaron de manera significativa. No
obstante, al administrar simultdaneamente ambas citocinas no se observd un efecto
sinérgico ni en la capacidad proliferativa ni en la migratoria. Estos resultados sugieren
que las vias SCF/c-Kit y Epo/EpoR pueden promover la multiplicacion y la capacidad

invasiva de células tumorales.



l. Introduccion

A. Cancer de mama

Desde tiempos remotos, una de las enfermedades que mas ha aquejado a la
humanidad ha sido el cancer’. El cancer es el nombre genérico que se le da a un grupo
de mas de cien enfermedades las cuales se caracterizan por el crecimiento
descontrolado de células anormales. Los registros mas antiguos de casos de cancer,
fueron formalmente descritos por los egipcios hacia el afio de 1500 A.C'2.
Precisamente en el papiro conocido como el de Edwin Smith, uno de los primeros tipos
de cancer en ser descrito fue el cancer de mama. En dicho escrito se reportan ocho
casos de ulceras y tumores mamarios que fueron tratados con cauterizacién aunque en
el escrito también se sefala que “no existe tratamiento” cuando el tumor se ha
expandido. Estas observaciones, aunque antiguas, denotan un claro reconocimiento de
la letalidad del cancer mamario asi como de la falta de tratamientos, aspectos que en la
actualidad siguen siendo dos de los principales retos de la medicina moderna puesto
que el cancer de mama es uno de los problemas mas importantes de salud publica a

nivel mundial .

1. Datos epidemiolégicos: morbilidad, mortalidad, evoluciéon

El cancer de mama es el tipo de cancer con mayor incidencia y mortalidad en la
poblacién femenina en el mundo entero de acuerdo a la Organizacién Mundial de la
Salud® y el proyecto Globocan®. En nuestro pais éste es también el cancer que mas
afecta a las mujeres en la actualidad. El informe mas reciente hecho por el INEGI®
sefaldé que en 2010, la principal causa de morbilidad hospitalaria por neoplasmas entre
las mujeres fue el cancer de mama: a 22 de cada 100 mujeres hospitalizadas por
cancer se les diagnosticé cancer de mama. En cuanto a las defunciones causadas por
tumores malignos desde el 2006 el cancer mamario presenta la tasa de mortalidad mas

alta en mujeres con 32.8 personas de cada 100 mil.



Estos, junto con otros dat036'7, sefialan que en los ultimos afos las tasas de mortandad
e incidencia debido a cancer mamario han aumentado considerablemente y han
rebasado los casos y muertes asociados con cancer de ceérvix uterino. Estas
estadisticas pueden explicarse en parte por las limitantes existentes en México que
hacen que los sistemas de prevencion, diagndstico, tratamiento e incluso de cuidados
paliativos sean exiguos. Algunos estudios locales®® han sefialado que la mayoria de los
casos de cancer de mama en México se diagnostican en una etapa muy avanzada
como para ser tratados efectivamente lo cual se ve reflejado en las altas tasas de
mortalidad. Ya que esta enfermedad tiene un alto impacto en nuestro pais, la
evaluacion de marcadores tumorales es crucial para guiar la investigacion de cancer
mamario y establecer mejores sistemas, tanto clinicos como moleculares, de

diagnostico y de tratamiento.

2. Clasificacion del cancer de mama

El cancer de mama es un conjunto de enfermedades heterogéneas puesto que, de
paciente a paciente, presenta diferentes caracteristicas morfolégicas asi como
variabilidad en el progreso clinico y la respuesta a los diferentes tratamientos. Esto ha
hecho imperante la necesidad de concebir una clasificacion que sea de utilidad clinica y
que permita en cierta medida la generalizacion.

Al momento del diagnostico, se procede a determinar el estadio, esto proporciona
informacion respecto al pronostico y orienta el tratamiento. La estadificacion describe la
extension o gravedad del cancer que aqueja a una persona. Esta se basa en la
descripcion macroscopica del tumor primario: su tamafio, si hay diseminacion en
ganglios linfaticos cercanos, si ha ocurrido metastasis y su grado.

El grado de un tumor es una indicacion de la rapidez con la que probablemente crecera
y se extendera el tumor. El grado se determina tomando en cuenta la descripcion
citolégica (grado nuclear y de diferenciacién celular, indice mitético, formacion de

tubulos, entre otros) y la descripcidn histologica del tumor (subtipo histologico).



Los sistemas de estadificacion y gradaciéon se complementan actualmente con dos
esquemas de clasificaciéon tumoral: el histopatolégico y el molecular. A continuacién

abordaremos algunos aspectos basicos de ambas clasificaciones.

a) Clasificacion histopatolégica

Las mamas estan formadas por tejido conjuntivo, adiposo, linfatico y epitelial. El tejido
epitelial mamario esta compuesto por dos estructuras: los /6bulos, que a su vez se
subdividen en lobulillos, y los ductos los cuales conducen la leche durante la lactancia
(Figura 1). Los tumores mamarios se dan principalmente en estas dos estructuras;

también ocurren en los otros tejidos, aunque de manera mas rara.

Lébulo

Ducto
normal

~ Carcinoma
ductal
in situ

Tt_ajido Tejido
adiposo conectivo

Cancer ductal
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Lébulo
normal

Carcinoma
lobular
in situ

adiposo conectivo

Cancer lobular

Figura 1. Anatomia de la glandula mamaria y los principales tipos histolégicos del cancer de mama.: el cancer ductal
y el lobular. A. Carcinoma ductal in situ. B. Carcinoma lobular in situ. Esquemas modificados a partir de material de

la American Cancer Society.

Tomando en cuenta las caracteristicas histolébgicas mamarias, el cancer de mama se
clasifica de acuerdo a un esquema propuesto por la OMS en 2003 en carcinomas in
situ y carcinomas invasivos (Tabla 1).

Los carcinomas in situ se componen de células epiteliales malignas que se encuentran
confinadas a su sitio de origen y que aun no se han diseminado ni invadido la
membrana basal. Un carcinoma in situ puede ser ductal, o lobular. Aproximadamente
80% de los carcinomas son ductales y el resto lobulares".

En los casos de carcinomas invasivos las células han sobrepasado la membrana basal
y han invadido el tejido adyacente (la parénquima o el tejido linfatico) u otros tejidos
mas distantes. Aproximadamente 95% de los casos de cancer de mama invasivo son

de origen epitelial, ya sea ductal o lobular'®. Otros tipos menos frecuentes incluyen los

11



canceres derivados del tejido conectivo como tumores filoideos y angiosarcomas

(estroma) asi como linfomas (tejido linfoide) (Véase Tabla 1).

Cancer de mama

In situ

Invasivo

Ductal
Lobular
Sin otra especificacion
Medular
Mucinoso
Papilar
Ductal Tubular
Secretor
Adenoideo quistico (raro)
Apocrino (raro)
Metastatico
Lobular
Inflamatorio
Enfermedad de Paget
Otros (pezon)
Angiosarcoma (raro)
Tumor filoideo

Linfoma

Tabla 1. Clasificacién histopatologica del cancer de mama. En esta tabla se muestra una clasificacion del cancer de

mama basada en las caracteristicas del tejido tumoral. Esta tabla fue adaptada a partir de diferentes fuentes

13-16

El cancer ductal invasivo es el tipo histolégico mas frecuente de cancer de mama que

se presenta y abarca entre 50 y 75% de todos los casos'?. Existen varios subtipos de

cancer ductal invasivo que son menos frecuentes y que se clasifican de acuerdo a la

forma en la que se ven las células tumorales (Véase Tabla 1).

Tradicionalmente esta clasificacion ha sido la mas utilizada, sin embargo hoy en dia se

ha reconocido que su utilidad clinica es limitada puesto que su capacidad predictiva es

insuficiente. Por lo tanto se han establecido nuevos esquemas de clasificaciéon, los

cuales se toman en cuentas caracteristicas moleculares de los tumores mamarios.
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b) Clasificacion molecular

Las caracteristicas histopatolégicas del cancer de mama han sido de utilidad limitada
para la definiciéon de los diferentes factores de pronéstico y de tratamiento de esta
enfermedad, sin embargo, la identificacion de las caracteristicas moleculares del tumor
permiten diferenciar alteraciones genéticas para poder clasificar el cancer de mama de
una manera mas adecuada en lo que se refiere a pronostico y efectividad en el
tratamiento’"®.

Gracias a los avances de la biologia molecular, actualmente se ha propuesto un nuevo
esquema de clasificacidn que complementa el modelo de clasificacion histopatolégica.
Este esquema divide a los canceres de acuerdo a la expresion de ciertas proteinas y
genes. Actualmente son tres los marcadores moleculares que se han establecido ya en
la practica médica, aunque existen muchos otros candidatos que se estan investigando
para validarlos clinicamente. Los tres marcadores indispensables para establecer la
clasificacion molecular son los receptores de estrogeno (RE) y progesterona (PR) y el

receptor del factor de crecimiento epidérmico humano (Her2/neu).

EXPRESION DE RECEPTORES DE HORMONAS

Un tumor puede clasificarse de acuerdo a la presencia o ausencia de los receptores de
estrogenos y progesterona. Cerca del 75% de los casos de cancer de mama son
positivos para los receptores de hormonas' lo que significa que las células
cancerigenas proliferan en presencia de estrogenos y/o progesterona. Los receptores
de estrégeno se encuentran con mayor frecuencia que los de progesterona. La razén
por la que se debe determinar el estatus de estos receptores es porque esto ayuda a
establecer el tipo de tratamiento, que en este caso es la terapia con inhibidores de las

enzimas que participan en la sintesis de estas hormonas.

* Positivo para el receptor de estrégeno. Los tumores positivos para este
receptor se asocian con mejores tasas de supervivencia. Estos tumores se
tratan con terapias antiestrogenos. Con frecuencia, son las mujeres

postmenopausicas las que presentan este tipo de cancer.
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* Negativo para el receptor de estrégeno. Este tipo de cancer es mas frecuente
€en mujeres premenopausicas y se asocia con un pronostico de supervivencia

menor en comparacion a los que son positivos para este receptor.

ESTATUS DEL RECEPTOR HER2/NEU

Her2/neu es un protooncogen que codifica para un receptor transmembranal tipo
cinasa de tirosina de la misma familia que el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR). Aunque esta presente en el epitelio mamario sano, se estima que
se sobreexpresa en 15 a 30%%° de todos los casos de cancer de mama. La
sobreexpresion de Her2/neu se asocia con un pronostico poco favorable y una tasa de
supervivencia baja. Esto se debe a que los tumores positivos para Her2/neu son mas
agresivos Yy resistentes a la terapia hormonal y citotdxica. Los tumores positivos para
este receptor se tratan con un anticuerpo monoclonal (Trastuzumab) que esta dirigido
contra los dominios extracelulares de Her2/neu.

El analisis inmunohistoquimico de los tumores mamarios ha permitido clasificar los
tumores en cuatro grupos fundamentales®'??, donde la presencia o no de receptores de

estrégenos son definitivos para la categorizacion de esta clasificacion. Asi tenemos:

Tumores con receptores de estrogenos positivos
* Luminal A: receptores de estrédgeno positivos, receptores de progesterona
positivos o negativos, Her2/neu negativo.
* Luminal B: receptores de estrégeno positivos, receptores de progesterona

positivos, Her2/neu positivo.

Tumores con receptores de estrogeno negativos
* HERZ2/Neu: receptores de estrédgenos negativos, receptores de progesterona
negativos, Her2/neu positivo.
* Tipo basal o triple negativo: receptores de estrdgeno negativo, receptores de

progesterona negativos, Her2/neu: negativo.
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BRCA1, OTRO MARCADOR MOLECULAR DE UTILIDAD CLiNICA

Ademas otro de los marcadores que se analizan son los genes de susceptibilidad a
cancer de mama (BRCA1 y BRCA2). EI BRCA1 y el BRCA2 son genes humanos que
codifican para proteinas supresoras de tumores. Estas proteinas desempefian
funciones importantes en diferentes procesos celulares, que incluyen la activaciéon y la
regulacién transcripcional, la reparacion de dafios al ADN, el control del ciclo celular, la
proliferacion y la diferenciacion. Cuando uno de estos genes tiene una mutacién, o
alteracién, como cuando no se produce su proteina o no funciona correctamente, el
dafio al ADN no puede repararse adecuadamente. Como resultado de eso, las células
tienen mas probabilidad de presentar alteraciones genéticas adicionales que pueden
conducir al cancer.

Cerca del 80% de los casos de cancer de mama observados en una misma familia
estan asociados a los genes BRCA. Las mutaciones especificas que se heredan en el
BRCA1 y en el BRCA2 aumentan el riesgo de canceres de mama y de ovario en las
mujeres y se han asociado con riesgos mayores de otros tipos de cancer como el de
prostata o el de pancreas. Las mutaciones en estos genes representan del 20 a 25%
de los canceres de mama hereditarios y cerca de 5 a 10% de todos los canceres de
mama. Los casos de cancer de mama asociados con las mutaciones en el BRCA1 y en
el BRCAZ2 tienden a presentarse a una edad mas temprana que los canceres de mama
esporadicos.

La presencia de mutaciones en estos genes tiene implicaciones en el prondstico y en le
tratamiento del paciente a largo plazo, las mujeres que son portadoras de estas
mutaciones tienen mas probabilidad de padecer un segundo cancer tanto en el mismo
mama (ipsilateral) como en el mama opuesto (contralateral) que las mujeres que no
son portadoras de estas mutaciones. Asi, algunas mujeres con una mutacion dafina
del BRCA1 o del BRCA2 que presentan cancer de mama en un mama optan por una
mastectomia bilateral. Ademas los canceres de mama en las mujeres con una
mutacion dafiina del BRCA1 tienen también mas probabilidad de canceres tres veces
negativos y estos canceres tienen un prondstico mas precario que otros canceres de

mama.
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ALGUNOS CANDIDATOS A MARCADORES TUMORALES

En los ultimos afios se ha probado que la determinacion de marcadores tumorales es
una herramienta de mucha utilidad para brindar una atencibn adecuada vy
personalizada a los pacientes con cancer. La presencia de estos marcadores ayudan
no soélo al diagnéstico y a la clasificacion del cancer sino también al prondstico pues
gracias a estos marcadores se puede tener un mejor panorama de cual sera la
respuesta al tratamiento, la agresividad del tumor y sus probabilidades de desarrollar
metastasis. Esto ha motivado a numerosos grupos de trabajos a investigar el papel de
otras proteinas, genes e incluso microRNAs en el contexto del cancer de mama para
asi determinar si éstos pueden convertirse en marcadores confiables y de utilidad
clinica. Entre los marcadores que estan ya afianzandose en la clinica junto a los
receptores hormonales y a Her2/neu se encuentran el antigeno Ki67 y la proteina
supresor de tumores p53. Por otro lado también hay otros candidatos prometedores en
los que se incluyen PCNA, caveolina, CXCR4, varios factores de crecimiento (EGF,
HGF, IGF, VEGF y TGF-pB), Myc, FoxP3 y micro RNAs (miR-375 and miR-122)%.

3. Tratamiento del cancer de mama

Las terapias para tratar este tipo de cancer incluyen terapias topicas (cirugia y
radioterapia) y terapias sistémicas (quimioterapia, terapia hormonal y terapia
especifica). Dentro del esquema de farmacos administrados de manera sistémica en la
actualidad encontramos (i) inhibidores del receptor de estrogenos; (ii) agentes
citotoxicos inespecificos que inhiben la sintesis del DNA y la divisién celular, causando
la muerte tanto de células tumorales como de células sanas y (iii) una nueva
generacion de farmacos especificos que incluyen inhibidores de receptores
membranales con actividad de cinasa de tirosina y anticuerpos monoclonales dirigidos
contra los mismos.

La quimioterapia puede ser administrada antes o después de la cirugia y ésta puede
combinar dos o mas farmacos, dependiendo del tipo histoldégico de cancer, su estadio y
las caracteristicas moleculares del tumor (positividad para receptores de estrogenos y/o

progesterona y/o Her2/neu). En la Tabla 2 se hace una breve recapitulacion de los
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farmacos y sus mecanismos de accién. Los regimenes combinados con mayor
efectividad en el cancer de mama, adoptados en México* son: FEC (5-Fluorouracilo,
Epirubicina, Ciclofosfamida), EC (Epirubicina y Ciclofosfamida), CMF (Ciclofosfamida,
Metrotexato y 5-Fluorouracilo), DC (Docetaxel y Capecitabina), GT (Gemcitabina y
Paclitaxel), Ixabepilona con Capecitabina y Trastazumab administrado con Paclitaxel
acompafnado o no de Carboplatino o con Docetaxel, Vinorelbina o Capecitabina.
Ademas de estos esquemas en otros paises, en particular en los Estados Unidos, se
han adoptado tratamientos con farmacos de nueva generacion como los anticuerpos
(Trastazumab, Pertuzumab, Bevacizumab) y los inhibidores especificos de los
receptores Her2/neu y EGFR (Lapatinib) y el receptor FKBP12, que participa en la via
de sefializacion de mTor (Everolimus)®.

Otros de los inhibidores bajo ensayos clinicos hoy en dia incluyen al Afatinib que inhibe
a Her2-neu y anticuerpos monoclonales como Cetuximab contra el receptor EGF-R. No
obstante el uso de estos farmacos, la quimioterapia inespecifica es la mas utilizada a
pesar de los efectos adversos que ocasiona.

Debido a la inespecificidad de la quimioterapia y la radioterapia ademas de las
complicaciones que los tumores tienen per se, el cancer tiene un impacto sistémico
negativo en los pacientes; la anemia es el sindrome que se asocia con mayor
frecuencia al cancer?®. Esta enfermedad se caracteriza por la disminucion del nimero
de eritrocitos lo cual se traduce con una concentracion de hemoglobina en la sangre
inferior a los 11 g/dl. Aunque la incidencia de la anemia depende del tipo de tumor, la
etapa, la edad y el sexo del paciente, en suma se estima que entre el 40 y el 60% de
los pacientes con cancer presentaran anemia en alguna etapa de la enfermedad?®’ 2.

El uso de eritropoyetina recombinante humana (rHUEPO) ha mejorado
considerablemente el tratamiento y la calidad de vida de los individuos anémicos pues
aumenta la concentracién sanguinea de hemoglobina y reduce las transfusiones.
Varios estudios han reportado el efecto positivo que ejerce la aplicaciéon de rHUEPO
combinada con la quimioterapia y la radioterapia con respecto a la supervivencia de los

pacientes®.
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Terapias enddcrinas

Moduladores selectivos del receptor de
estréogenos
Tamoxifen

Toremifeno

Subreguladores selectivos del receptor
para estrégenos

Fulvestrante

Inhibidores de la aromatasa
Anastrozol
Letrozol

Exemestano

Analogos de gonadrotopinas
Goserelina
Leuprolina

Triptorelina

Progestinas
Acetato de medroxiprogesterona

Acetato de megestrol

Estréogenos
Dietilisbestrol

Etinilestradiol

Andrégenos

Fluoximesterona

Agentes citotoxicos

Antraciclinas

Doxorubicina.
Epirubicina.
Doxorubicina liposomal

Mitoxantrona.

Taxanos

Paclitaxel
Docetaxel.

Abraxane

Agentes alquilantes
Ciclofosfamida

Fluoropirimidinas
(antimetabolitos)
Capecitabina
5-FU.

Metotrexato

Sales de platino
Carboplatino
Cisplatino

Alcaloides de vinca
Vinorelbina
Vinblastina

Vincristina

Otros.
Gemcitabina
Mitomicina C

Inhibidores especificos

Anticuerpos monoclonales

Trastazumab (anti Her2/neu)
Pertuzumab (anti Her2/neu)
Bevacizumab (anti VEGF-A, uso

retirado)

Inhibidores dirigidos

Lipatinib (Inhibidor de Her2/neu)
Everolimus (Inhibidor de mTOR)

Tabla 2. Farmacos empleados en el tratamiento contra el cancer de mama. Los farmacos estan agrupados por su

funcién y a su vez subdivididos por familias de acuerdo a su naturaleza quimica.
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Sin embargo, en afios recientes, el tratamiento con rHUEPO ha generado muchas
especulaciones en torno a los posibles riesgos que puede desencadenar la
administracion de rHUEPO en pacientes con cancer, ya que se ha identificado que
tejidos cancerosos® pueden expresar al receptor para eritropoyetina, como

precisaremos en la siguiente seccion.

B. Eritropoyetinay su receptor
1. Eritropoyetina (Epo)

Se trata de una glicoproteina de 30.4 kDa considerada, junto con el factor de
crecimiento de células troncales (SCF, del inglés Stem Cell Factor), el principal
regulador de la eritropoyesis ya que promueve la proliferacion y diferenciacion de los
progenitores eritroides y asegura su supervivencia al inhibir la apoptosis. En adultos,
Epo es producida en los rinones de manera constitutiva y en el higado, en donde se
produce proporcionalmente al grado de hipoxia. Sin embargo, en las ultimas décadas
se ha demostrado que Epo se produce en una gran variedad de tejidos como el
endotelio, el musculo liso, la placenta, los testiculos, el sistema nervioso central, en el
tracto genital femenino y en las glandulas mamarias®'*2.

El papel de Epo es fundamental para la eritropoyesis, asi como lo es su regulacion ya
que la oxigenacion de los tejidos depende en gran medida de que los eritrocitos
transporten suficiente oxigeno a las células y conduzcan el CO; hacia los pulmones. El
nivel de oxigeno en la sangre es detectado por el rifidn a través de un mecanismo
molecular altamente regulado; un decremento en los niveles de oxigeno en la sangre
estimula la produccién de Epo. Epo viaja por el torrente sanguineo desde los rifiones
hasta la médula 6sea donde se encuentran los progenitores eritroides para asi
estimular la produccién de hematies; Epo se comporta como una hormona. A nivel
molecular, su produccion esta regulada directamente por el factor de transcripcion
inducible por hipoxia (HIF-1a) el cual, como su nombre lo indica, es expresado en

condiciones hipdxicas. HIF-1a activa la expresiéon del gen que codifica para Epo y la de
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ciertos genes que participan en la angiogénesis (como VEGF), el metabolismo
glicolitico, la remodelacion vascular y la supervivencia celular. Los efectos bioldgicos de
Epo, como la proliferacién, la diferenciacion y la inhibicion de la apoptosis, se regulan a

través de la unién a su receptor, EpoR.

2, El receptor para eritropoyetina (EpoR)

EpoR (58-65kDa) pertenece a la superfamilia de receptores de citocinas del tipo I. Los
miembros de dicha familia se caracterizan por la ausencia de funcién catalitica en su
dominio intracelular y por asociarse a proteinas con actividad de cinasas de tirosina
como JAK-2. Los receptores para la trombopoyetina, la hormona del crecimiento HGH,
el GSCF vy las interleucinas IL-2, IL-3, e IL-4 forman parte de este grupo de receptores.
EpoR es un receptor transmembranal que tiene ademas varias isoformas. EpoR tiene
una version completa de 484 aminoacidos (aa) y una truncada de sélo 303 aa. Existe
también una forma soluble del receptor de 115 aa. La formas truncada y la soluble
contienen un dominio extracelular al cual se une Epo. La forma soluble de EpoR puede
actuar como un antagonista al competir con la forma completa del receptor por la Epo
disponible en el medio extracelular. EpoR se expresa en los progenitores eritroides y en
tejidos no hematopoyéticos sanos como el endotelio vascular, el musculo liso y
cardiaco, las neuronas, la placenta, el rindn y el estroma hepatico entre otros. EpoR se

expresa también en ciertas condiciones patoldgicas como en el cancer™.

3. Vias de senalizacion Epo/EpoR

La unién de Epo induce la dimerizacién de EpoR. Esta unién produce un cambio de
conformacién en el receptor, la cual propicia la fosforilacién y subsecuente activacion
de la cinasa Janus 2 (JAK-2). JAK-2 se encuentra asociada constitutivamente al
dominio intracelular de EpoR. Una vez activada, JAK-2 fosforila a multiples proteinas
citoplasmaticas y a ciertos residuos de tirosina de EpoR. Este evento conlleva a la

creacion de sitios de acoplamiento para que otras proteinas, que posean el dominio
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SH2, se ensamblen a EpoR y asi se activen diferentes cascadas de sefalizacion. Las
principales vias de sefializacion® activadas por EpoR son las de STAT5, MAPK y PI3K,
como se observa en la Figura 2.

Como mencionamos antes, Epo actua a lo largo de la ruta de diferenciacion eritroide
como una de las principales citocinas reguladoras junto a otras citocinas como IL-3,
trombopoyetina (TPO), ligando de la tirosina fetal 3 (FLT-3L) y el factor de células
troncales (SCF)*; esta Gltima es capaz de actuar sinérgicamente con Epo y regular la
proliferacion, diferenciacion y sobrevivencia de células progenitoras y precursores
eritroides. A continuacion detallaremos algunas caracteristicas y funciones de SCF y su

receptor (c-Kit).

Figura 2. Principales vias de sefializacion activadas por Epo. Tras la unién de Epo a su receptor, éste puede iniciar

con la activacion de varias vias de sefializacion: la via JAK-STAT, la via Ras-MAPK y la via PI3K.
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C. Elfactor de células troncales (SCF) y su receptor
(c-Kit)
1.  SCF

El factor de crecimiento SCF es un homodimero unido por fuerzas no covalentes. Cada
uno de los mondmeros presenta puentes disulfuro internos, los cuales estabilizan su
estructura. El gen que codifica para SCF se encuentra en el locus Sl (Steel) el cual se
localiza en el cromosoma humano 12. El mRNA que codifica para SCF puede estar
sujeto a splicing alternativo lo que produce una forma soluble y otra membranal de este
factor. Existen dos isoformas, cada una de las cuales puede dar origen a una forma
membranal (45 o 32 kDa) la cual puede sufrir protedlisis y originar una forma soluble
del factor (31 kDa y 18.5 kDa) ***". La expresiéon de SCF es fundamental durante el
desarrollo embrionario pues estimula la hematopoyesis. En este periodo se expresa en
tejidos donde se lleva a cabo la hematopoyesis como el higado y la médula 6sea. En
tejido adulto, SCF se expresa en fibroblastos y en el endotelio y en menor cantidad en
otros tejidos como el ovarico. La unién a su receptor c-Kit induce la dimerizacion
completa de éste ultimo, el cual se activa mediante la autofosforilacién de ciertos de

sus residuos de tirosina, como veremos en la siguiente seccion.

2. c-Kit

c-Kit (120 y 145 kDa) es un receptor con actividad intrinseca de cinasa de tirosinas del
tipo Ill (como PDGFR vy el receptor para CSF-1). El gen que lo codifica se encuentra en
el White spotting locus, del cromosoma 4 humano. Codifica para al menos tres mRNAs
diferentes. El receptor puede sufrir protedlisis y ser liberado de la membrana generando
una forma soluble. Fisiolégicamente se expresa en una gran variedad de tejidos
incluyendo células embrionarias, germinales, epiteliales, hematopoyéticas, los
mastocitos, los basofilos, el endotelio umbilical y las células del musculo liso vascular®,
La expresidon de formas mutantes, con ganancia de funcion, también han sido

identificadas en varios tipos de cancer®.
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3. Vias de senalizacion

313637 por este factor estan implicadas en procesos

Las vias de sefalizacion activadas
como la eritropoyesis, la linfopoyesis, el desarrollo y la funcién de las células cebadas,
la megacariopoyesis, la gametogénesis y la melanogénesis. Las cascadas de
sefalizacion activadas por SCF/c-Kit regulan la proliferacién, la supervivencia y la
migracion celular. Dentro de las vias activadas por SCF/c-Kit encontramos las

siguientes: PI3K/Akt, MAPK, JAK/STAT y PLCy. Véase Figura 3.

Figura 3. Principales vias de sefializacion activadas por SCF. Una vez que SCF se une a su receptor , varias vias de

sefializacion se activan, entre ellas estan las vias de PI3K/Akt, Ras-MAPK, JAK/STAT y PLCy
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D. La cooperacion de c-Kity EpoR

El papel de c-Kit y EpoR se ha estudiado mayormente en la eritropoyesis®. A lo largo
de esta ruta de diferenciacion, Epo y SCF actuan sinérgicamente como las principales
citocinas reguladoras pues activan diferentes vias de sefalizacion a través de sus
receptores cognados, los cuales mediante una orquestada expresion espacio-temporal
rigen finamente el proceso de diferenciacion eritroide™.

c-Kit es considerado un marcador de troncalidad hematopoyético® ya que se expresa
desde las etapas mas tempranas de la hematopoyesis: desde las células troncales
hematopoyéticas pluripotentes, pasando por los progenitores multipotentes, los
progenitores linfoides y mieloides comunes, hasta los progenitores eritroides-
megacariociticos, los cuales se diferencian dando lugar a los progenitores eritroides.

La expresion de EpoR es mas tardia, en cambio, pues comienza en el estadio de
unidades formadoras de brotes eritroides (BFU-E, por sus siglas en inglés) y alcanza su
maximo en las unidades formadoras de colonias eritroides CFU-E y en los
proeritroblastos para luego de eso menguar*®4'.

En cuanto a los efectos atribuidos a estas citocinas, SCF participa principalmente en la
sobrevivencia y en la proliferacion de progenitores eritroides inmaduros. En cuanto a
Epo, ésta actua como agente mitogénico en células progenitoras eritroides tempranas
(BFU-E) mientras que en progenitores eritroides tardios (CFU-E) Epo actua como
agente de supervivencia pues facilita la evasion de la apoptosis*?. Asi pues, la actividad
principal de Epo es controlar la produccion de células eritroides a través de la
promocién de la supervivencia y diferenciacion de progenitores eritroides en la médula
6sea y también con un papel menor como mitogénico®>. Aunque se ha observado que
SCF puede inducir el crecimiento y la supervivencia de los progenitores eritroides, su
efecto es potenciado por Epo**.

Por otro lado, aunque existe evidencia de que Epo y SCF actuan de manera conjunta
en la eritropoyesis en algunos estudios en ratones transgénicos® se ha demostrado
que no poseen funciones redundantes. Ratones viables con mutaciones en los genes
que codifican para SCF y c-Kit, sufren anemia hipoplastica macrocitica®. Por otro lado

mutaciones que afectan completamente a SCF y a c-Kit, ocasionan la muerte in utero
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de los ratones®*. De manera similar ratones con deficiencias en Epo y EpoR mueren
durante la gestacion debido a la escasez de progenitores eritroides en el higado. Los
progenitores eritroides requieren de la sinergia de c-Kit y de EpoR para activar vias de
sefializacion que les permitan sobrevivir, proliferar, diferenciarse y migrar®'

Este fenémeno de sinergia se ha comprobado en experimentos tanto in vitro** como in
vivo®®, en donde se ha evaluado la cantidad de BFU-E y CFU-E formados después de
la administracion simultanea de SCF y Epo. Sin embargo los mecanismos de
cooperacion aun se desconocen. Existen pruebas de una interaccion fisica entre
ambos receptores, la cual es mediada por una region del dominio citoplasmatico de
EpoR conocida como la caja 2*. La interaccion fisica contribuye con la cooperacion
acercando a los receptores, de tal modo que c-Kit transfosforila a EpoR. Al parecer una
vez activado por SCF, c-Kit fosforila ciertos residuos de tirosina del dominio
citoplasmatico de EpoR*®*” .En particular se sabe que las tirosinas de la parte distal del
dominio intracelular de c-Kit y de EpoR desempefian un papel esencial en la regulacion
de la sefalizacion, siendo los sitios de unién a Src y PI3K indispensables para que este
proceso se lleve a cabo*’. Asi mismo, se tiene nocién de que las combinaciones de
interacciones entre diferentes tirosinas de c-Kit y EpoR podrian tener diferentes
resultados a nivel funcional.

Sin embargo, también existen pruebas de que hay otros mecanismos que controlan la
sefalizacion que no involucran necesariamente a las tirosinas de EpoR sino a
mecanismos de transcripcion*®. De hecho, algunos estudios sefialan que la
estimulacién con SCF es esencial para mantener la expresion de STAT5 y EpoR*.
Todos estos estudios indican que si bien no hay un mecanismo de cooperacion

canodnico, el efecto sinérgico es innegable al menos en los progenitores eritroides.
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E. Participacion de las vias de senalizacion Epo/EpoR

y SCF/c-Kit en cancer

1. Epo y anemia

Considerando el efecto mitogénico de Epo sobre los progenitores eritroides, a partir de
1989, el uso de eritropoyetina recombinante humana (rHuEpo) fue aprobado por la U.S.
Food and Drug Admisnistration (FDA) para el tratamiento de anemia causada por fallas
renales®®>?. Debido al éxito del tratamiento de pacientes anémicos con rHUEpo, a partir
de 1993, ésta también fue aprobada para administrarse en pacientes con cancer. Sin
embargo en afos recientes el tratamiento con rHuEpo ha generado muchas
especulaciones en torno a los posibles riesgos que puede desencadenar su
administracién en pacientes con cancer, esto debido a la expresién de Epo y EpoR en

tejidos cancerosos®®®"

2, Epo y EpoR en cancer

La expresion de Epo y su receptor se ha identificado en varios tipos de cancer, tanto en
lineas celulares como en tejidos y cultivos primarios. Entre ellos destacan el cancer
vesicular, mamario, gastrointestinal, renal, hepatico, prostatico, pulmonar, pancreatico y
tiroideo ademas de leucemias, melanomas, sarcomas, tumores del sistema nervioso,
del tracto reproductor femenino y de cabeza y cuello®®°'. En los casos donde tanto Epo
como su receptor se expresan se ha propuesto un circuito de retroalimentacién; en
contextos cancerosos Epo parece operar de manera autocrina/paracrina. Al parecer, la
expresion de Epo y EpoR en lineas celulares tumorales es inducible por hipoxia®*°2.
Ademas se ha reportado la presencia de diferentes formas de EpoR, que se generan
por splicing alternativo que pudieran regular de manera diferencial el efecto de Epo

sobre estas células®.
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En cuanto al efecto proliferativo de Epo sobre las células tumorales, algunos grupos
reportan que Epo estimula la proliferacién celular®® y otros sugieren que este estimulo

no tiene ninguna influencia en la multiplicacion celular®®.

3. Epo en cancer de mama

En mama, se ha estudiado la expresion y localizacién de Epo y su receptor tanto en
tejidos normales como en lineas celulares y tejidos provenientes de neoplasias de
mama.’” En condiciones normales tanto el epitelio ductal como el epitelio lobular
expresan Epo y EpoR®®. Epo se localiza dentro de las células y ademas se ha
demostrado que los niveles de Epo en los Iébulos aumentan conjuntamente a los
cambios secretorios y que Epo se encuentra de manera constitutiva en la leche y en
secreciones de mujeres que no estan en periodo de lactancia®. Por otro lado los datos
a partir de inmunohistoquimicas muestran que la localizacion de EpoR puede ser tanto
citoplasmatica como membranal en los tejidos estudiados, en tanto que en lineas
celulares EpoR se distribuye principalmente en el citoplasma. Ademas se ha
demostrado que algunas lineas tumorales secretan la forma soluble de EpoR. Ademas,
la expresién de la forma truncada también se ha identificado en cancer de mama.

En el cancer de mama, existe en la actualidad una gran controversia con respecto al
papel de Epo/EpoR. Esto se debe a varias razones, la primera de ellas gira en torno a
las metodologias y anticuerpos utilizados para identificar la expresién de Epo y su
receptor en lineas celulares y cortes histologicos. La mayoria de las investigaciones
que reportan la presencia de EpoR en tejido canceroso se basan en la
inmunohistoquimica y en la utilizacién del anticuerpo C-20 de Santa Cruz, el cual ha
demostrado ser inespecifico®.

En segundo lugar se tienen datos contradictorios en cuanto al efecto ejercido por Epo
en lineas celulares positivas para EpoR. Actualmente existen dos posiciones en cancer
de mama; mientras que el grupo de Acs® sostiene que Epo estimula la proliferacion en

h°® han

las lineas celulares MCF7 y BT-594, otro grupo, el de Jelkmann® y Laugsc
demostrado que Epo no estimula la proliferaciéon en la linea MCF7. Esto segun lo

atribuye J. Fandrey®' se debe a la utilizacion de lineas celulares comerciales que han

27



sido propagadas centenares de veces, lo cual las convierte en un modelo poco
confiable debido a los cambios genéticos que van adquiriendo en cada pasaje.

Por otro lado, en 2003 un ensayo clinico®® en pacientes con cancer de mama, mostré
que los pacientes que recibian rHUEPO tenian menores posibilidades de sobrevivir en
comparacion a los pacientes que recibian un placebo. Estos estudios despertaron una
controversia en cuanto a los posibles riesgos de Epo sobre las células tumorales. Esto
ha llevado a una revision exhaustiva de los métodos y los modelos utilizados, pues soélo
asi se podra determinar realmente la presencia y la funcionalidad del receptor asi como
su efecto sobre la proliferacion de células cancerigenas y el potencial invasivo de

éstas.

4, SCF/c-Kit en cancer

En cuanto a la expresion de c-Kit, ésta también se ha analizado en diferentes tipos de
cancer. La expresion aberrante de c-Kit y su ligando se ha encontrado en diferentes
tipos de cancer que incluyen tumores neurales, pulmonares, prostaticos vy
colorrectales.®®®* E| receptor presenta en algunos casos mutaciones que aparecen
tanto en sus dominios extracelulares como en el transmembranal e incluso en el sitio
catalitico®. Estas mutaciones ocasionan que el receptor se encuentre
constitutivamente activo y se ha sugerido una correlacion entre esta activacion y el
crecimiento tumoral. EI mas claro y con mas evidencia de estos casos es el de los

tumores del estroma gastrointestinal®®®’(

GIST, por sus siglas en inglés), en donde
formas mutantes de c-Kit se expresan en el 90% de los casos. En cancer de colon, se
ha comprobado que c-Kit ejerce un efecto antiapoptético ademas de fomentar el
potencial invasivo de las células®®. Otros tipos de cancer en donde se han encontrado
anomalias estructurales y funcionales de c-Kit incluyen mastocitomas, tumores de
células germinales, GIST, cancer ovarico, melanoma, cancer de células pulmonares

pequefias (SCLC), neuroblastoma y cancer de mama®°°.
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5. SCF/c-Kit en cancer de mama

70-72

La expresion de c-Kit se ha observado en epitelio mamario sano asi como en

epitelio transformado, aunque esta expresion es controversial ya que algunos estudios

sefialan que la expresion se pierde”™ ™

75,76

y otros reportes sugieren que c-Kit es pro-
oncogeénico
La corriente que propone la pérdida progresiva de c-Kit sefiala que solo el 20% de los
pacientes con cancer de mama expresan este receptor’’. Ademas de esta
investigacion, se tienen estudios basados en inmunohistoquimicas que sefalan que la
expresion de c-Kit es mas frecuente en el tejido sano que en el canceroso’™. En suma
estos trabajos concluyen que c-Kit se expresa abundantemente en el epitelio mamario
sano, que su expresion es variable en lesiones benignas y que en carcinomas
mamarios su expresion se ve considerablemente menguada. Por lo tanto se propone a
la pérdida c-Kit como un marcador de progresion tumoral.

Por otro lado, hay otros grupos que atribuyen a c-Kit una funcién oncogénica en el
cancer de mama. Varios grupos de trabajo han encontrado una expresion variable pero
considerable del receptor en pacientes con pronostico pobre’®. En un estudio se
propone a c-Kit como un posible indicador de carcinomas mas agresivos, los cuales se
caracterizan por presentar transiciones mesenquimatosas’®. A estos trabajos se une
otro mas en donde se observa que la estimulacion con SCF de lineas celulares como
MCF7, ZR75-1 y MDAMB231, todas ellas de cancer de mama, conlleva a un
incremento en la proliferacion de éstas’”.

Todos estos datos, como en el caso del papel de Epo son contradictorios y es
necesario hacer un estudio mas amplio para identificar el verdadero papel tanto de c-Kit
como de EpoR en el cancer de mama. Al respecto, es preciso estandarizar mejor las
técnicas de deteccion de los receptores y considerar la heterogeneidad intertumoral®® e

intratumoral®’

la cual puede explicar que los receptores se expresen en ciertos
individuos o incluso en ciertas células mientras que en otros no, lo cual hace dificil la
generalizacién acerca de la presencia y/o ausencia de los receptores. Ademas, se debe
considerar que los diferentes resultados obtenidos hasta el momento han sido en su

mayoria, realizados en lineas comerciales que han sido sujetas a numerosos pasajes y
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que probablemente hayan dado origen a subclonas de una misma linea celular, lo cual
podria explicar los datos contradictorios en cuanto al posible efecto proliferativo de Epo

y SCF en algunos de los trabajos citados.
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II. Antecedentes

Como se mencion6 previamente, un factor que no se ha tomado en cuenta es la
heterogeneidad genética en las poblaciones de células cancerigenas; aunque se hayan
originado de la misma célula, los tumores contienen subpoblaciones de células que
difieren en su morfologia, cariotipo, receptores, actividad enzimatica, caracteristicas
inmunolégicas, habilidad metastatica y sensibilidad a los agentes terapéuticos®. Un
ejemplo que ilustra este fendbmeno de heterogeneidad intratumoral es el trabajo
realizado de manera independiente por un grupo de la Unidad de Bioquimica Molecular
del Instituto de Nutricién y Ciencias Médicas “Salvador Zubiran” (INCMNSZ), el cual
logré obtener dos clonas celulares provenientes de un mismo tumor de cancer mamario
ductal: una de ellas positivas para el receptor PDGFR y la otra negativa para el mismo
receptor (Articulo en preparacion). Estas lineas celulares fueron nombradas MBCD5(+)
y MBCD5(-) de acuerdo a la presencia de PDGFR. Las caracteristicas heterogéneas de
estas dos sublineas celulares las volvieron interesantes para la linea de investigacion
de nuestro laboratorio.

Dados estos resultados, dichas lineas celulares resultaron valiosos modelos para
estudiar el efecto diferencial de la expresion de EpoR y c-Kit asi como el posible efecto
de cooperacion entre ambos receptores.

Ademas en la seccion precedente se expusieron dos hechos de suma importancia para
la justificacion de este proyecto. En primer lugar hemos visto que a pesar de que
numerosos estudios han investigado el papel, en cancer de mama, de Epo/EpoR por
un lado y de SCF/c-Kit por otro lado, de los trabajos publicados hasta ahora no hay
ninguno en el que el papel de ambos factores de crecimiento se estudie de manera
conjunta. En segundo lugar, hemos mencionado que la heterogeneidad celular es un
factor importante para determinar los posibles efectos que puedan desencadenar Epo y
SCF. Tomando en cuenta las caracteristicas de las lineas celulares de las cuales
disponemos es posible realizar experimentos para saber qué efecto tienen en cada
poblacién diferentes combinaciones de estimulos de Epo y SCF y analizar si éstos
estimulan la proliferacion y/o la migracion celular y si la presencia de ambos potencia la

promocion de estos eventos.
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Tomar en cuenta esta heterogeneidad quizas ayudara a entender mejor la resistencia a
ciertos farmacos, los efectos adversos que se le atribuyen a Epo, asi como también

ayudara a precisar las caracteristicas de las células con potencial metastatico.
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lll. Hipoétesis

Considerando que c-Kit y EpoR participan de manera conjunta en la proliferacion,
diferenciacién, supervivencia, y migracién de los progenitores eritroides y que estos
receptores pueden expresarse en cancer de mama, es posible que exista una
cooperacion de las vias de sefializacion de ambos receptores que promueva la
proliferacion y la migracion de las células tumorales de mama en donde ambos

receptores se expresen.

IV. Objetivos
A. Objetivo general

El objetivo de este trabajo fue evaluar la expresion de los receptores EpoR y c-Kit para
determinar su funcién en la proliferacién y la migracién de células cancerigenas de

origen mamario.

B. Objetivos particulares

1. Establecer la expresion de los receptores EpoR y c-Kit en las lineas celulares
derivadas de cancer de mama MBCD5 (+) y MBCD5(-).

2. Evaluar el efecto de Epo y SCF, por separado y en conjunto, sobre la
proliferacion celular y la migracién.

3. Determinar el efecto de la inhibicién de c-Kit y EpoR sobre la proliferaciéon y la
migracion.

4. Estudiar algunas de las vias de sefializacion que participan en estos procesos.
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V. Material y Métodos

A. Cultivos celulares

Las lineas celulares que se utilizaron en este trabajo fueron donadas por la Dra. Maria
de Jesus Ibarra Sanchez del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran. Las lineas celulares de cancer de mama con las que se realizaron
los experimentos, MBCD5(+) y MBCDS5(-), se obtuvieron de dos subpoblaciones
provenientes del mismo tumor con expresion diferencial en ciertos receptores
membranales; mientras que la primera era positiva para PDGFR, la segunda era
negativa para este mismo receptor. Las lineas celulares que se utilizaron como control
fueron las lineas celulares de cancer cérvico-uterino: HeLa —positiva para EpoR— e
InBl y Calo —ambas positivas para el receptor EpoR y c-Kit—. Los cultivos celulares se
hicieron en condiciones estandar: a 37°C, en condiciones normoxicas (5% COz) y en
medio RPMI (In Vitro) suplementado con antibioticos (50000 U/ug/ml de penicilina-
estreptomicina) (In Vitro) y con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Hyclone). Los cultivos
se resembraban cada 48 horas cuando éstos alcanzaban una confluencia del 80%. Las
células se lavaban dos veces con 10 ml de PBS y se despegaban con 0.5 ml de tripsina
al 0.025 % (In Vitro), luego se les agregaba 1 ml de medio para inactivar la tripsina y se
centrifugaban a 2500 rpm durante 5 minutos. Una vez centrifugadas, el sobrenadante
se descartaba, se afiadia 1 ml de medio para resuspender y se procedia a resembrar a

una proporciéon de 1:4.

B. Extraccion de RNAy RT-PCR

El RNA total se extrajo con el kit RNeasy Mini Kit (Qiagen). El protocolo que se adoptd
fue el siguiente. Las células se tripsinizaron, se centrifugaron y se lavaron con PBS.
Después se determiné el nimero de células (1 x 107). Posteriormente se afiadio 0.6 ml
de la solucién RLT Plus para provocar la lisis de las células y se mezcl6é con un vortex.

Una vez efectuada la lisis se procedioé con la homogeneizacion del lisado. Para esto se
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transfirié el lisado a una columna QIAshredder, la cual se colocd sobre un tubo colector,
y se centrifugé durante 2 min a maxima velocidad (13400 rpm). Enseguida se afadio
0.6 ml de etanol al 70% al lisado y se mezcld pipeteando. La muestra se transfirid
inmediatamente después a una columna RNEasy, colocada sobre un tubo colector, y se
centrifugd durante 15 s a 10000 rpm. El sobrenadante se descart6é y a la columna se le
agregaron 0.7 ml del Buffer RW1 y se centrifugd nuevamente durante 15 s a 10000
rom. El sobrenadante se descarté una vez mas y luego se agregaron 0.5 ml del Buffer
RPE a la misma columna, la cual se centrifugd durante 15 s a 10000 rpm. Después de
descartar el sobrenadante, se afadieron 0.5 ml del Buffer RPE pero esta vez se
centrifugd durante 2 min a 10000 rpm. Finalmente se afiadieron 50 ul de agua libre de
RNasas a la misma columna y ésta se coloc6 sobre un nuevo vial, se centrifugd
durante 1 min a 10000 rpm y se colectd el DNA. Una vez eluido el DNA se procedi6 a

su cuantificacién utilizando la tecnologia NanoDrop (Thermo Scientific).

El RT-PCR para la deteccion del mensajero de EpoR se realizé con el kit SuperScript
One-Step RT-PCR with Platinum Taq (Qiagen). Los oligonucleétidos utilizados para la
amplificacion fueron los siguientes: EpoR forward 5’GGC AGT GTG GAC ATA GTG GC
3’y EpoR reverse 5 AGC AGG ATG GAT TGG GCA GA3’, los cuales amplifican un
segmento del gen de EpoR de 497 pares de bases, el cual va del nucleétido 1304 al
1801. La reaccion se llevé a cabo en un volumen final de 50ul utilizando 10 ul del buffer
5x QIAGEN OneStep RT-PCR, 2.0ul del dNTP Mix, 0.6uM de cada oligonucleétido, 26
Ml del QIAGEN OneStep RT-PCR Enzyme Mix y 50 ng de RNA. La reaccién de
retrotranscripcion tuvo lugar durante 30 minutos a 50°C. Las condiciones de PCR
fueron las siguientes: un ciclo de desnaturalizacion inicial del DNA a 95°C durante 15
minutos, seguido de 40 ciclos de un minuto a 94°C, un minuto a 55°C y un minuto a
72°C; la extension final fue a 72°C durante 10 minutos. Los productos de la reaccién se
sometieron a una electroforesis en agarosa al 1.2%, se tifieron con bromuro de etidio y
se visualizaron en un transiluminador de rayos UV. Como control positivo se utilizd RNA
extraido de células HelLa, InBl y CaLo. Como control negativo se utiliz6 agua ultrapura
(Gibco) en vez de RNA.
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Para la amplificacion de c-Kit las secuencias de los oligonucléotidos utilizadas fueron
las siguientes: c-Kit forward 5'-GTT GAG GCA ACT GCT TAT GG-3' y c-Kit reverse 5'-
GCT TCT GCA TGA TCT TCC TG-3'. Estos amplifican un segmento del gen que
corresponde a 289 pares de bases que van del nucleétido 1897 al 2186. La
metodologia y las condiciones de la reaccién de retrotranscripcion fueron las mismas
que para EpoR, en tanto que para la PCR las condiciones fueron las siguientes:
desnaturalizacion a 94°C durante un minuto; alineamiento a 58°C durante minuto y
medio y la extension a 72°C por un minuto con una extensién final de cinco minutos
72°C. Los controles positivos fueron los mismos que para EpoR. El analisis de los

productos se realiz6 también como en el caso de EpoR.

C. Extraccidén de proteinas y Western blot

La extraccion se realizé manteniendo todo el tiempo a las células en hielo. El medio de
cultivo se retird y se realizaron dos lavados con 10 ml de PBS frio. Después de los
lavados, se agregé 1 ml de PBS frio y se procedioé a raspar las cajas. El raspado se
recuperd en viales y se centrifugd en el cuarto frio durante 20 minutos a 13400 rpm. El
sobrenadante fue retirado y se agregaron 0.5 ml de buffer de lisis (Tris pH 7.4, NaCl
100 mM, EDTA, Triton X-100 0.5%) el cual incluia inhibidores de proteasas (Complete
Mini Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche) e inhibidores de fosfatasas
(Phosphatase Inhibitor Cocktail 2, Sigma). Después de incubar durante 20 minutos en
hielo, resuspendiendo constantemente, el lisado se centrifugé durante 3 minutos a
maxima velocidad. El sobrenadante se colecté y se guard6 a -80°C. La proteina se
cuantificé usando el kit DC Protein Assay (Biorad). Para la electroforesis, se utilizé 30
Mg de proteina a las que se agregd solucion de Laemli (2X). Las muestras se hirvieron
durante 5 minutos, y se cargaron en un gel de acrilamida al 7%. La electroforesis se
efectué a 100-150 V durante hora y media. El gel se transfiri6 a una membrana de
nitrocelulosa durante una hora a 100 V y luego se revel6 con quimioluminiscencia

(Immobilion Western HRP Chemiluminescent Substrate, Millipore). Los anticuerpos que
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se utilizaron fueron: c-Kit (Ab81) de Cell Signaling; Anti-Erythropoietin Receptor E4644
de Sigma-Aldrich; beta-Actin [AC-15] (ab6276) de Abcam; PCNA (FL-261) sc-7907 de
Santa Cruz; GAPDH (GTX61835), STAT5 (GTX27969), pSTAT5 (GTX61079), ERK1/2
(GTX17942) y pERK1/2(GTX24819) de Genetex. La intensidad de las bandas se
analizdé con el programa Imaged (Rasband, W.S., ImagedJ, U. S. National Institutes of
Health, Bethesda, Maryland, USA, http://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2012).

D. Citometria de flujo

Las células se lavaron dos veces con 10 ml PBS y luego se despegaron con una
solucion de verseno. Se contaron 1 x 10° células y se lavaron con PBS.
Posteriormente las células se centrifugaron a 2500 rpm durante 5 minutos. El pellet se
resuspendio en 500 pl de PBS-azida de sodio al 0.1%-paraformaldehido al 2%. Luego
de incubarlas durante 15 minutos en hielo, las células se lavaron 2 veces con PBS-
azida y se resuspendieron en 70ul de PBS-azida y 30ul de PBS-albumina al 5%.
Después de incubarlas por 10 minutos se agregaron los anticuerpos acoplados a
fluoréforos para EpoR (RD Systems FAB307F) y c-Kit (RD Systems FAB332P). Las
células se incubaron durante 30 minutos en la oscuridad y se lavaron de nueva cuenta
dos veces. Finalmente se resupendieron en 500 pl de PBS y se procedi6 a la lectura en
el citdmetro de flujo FACS Calibur BD, Biosciences. Los datos se analizaron con el

software BD FacStation.

E. Ensayos de viabilidad

El método utilizado para determinar la proliferacion celular fue un ensayo colorimétrico
basado en la reduccidn metabdlica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT). EI MTT es un compuesto de color amarillo que es reducido a

formazan por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa. Este método se utiliza
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para inferir la supervivencia y la proliferacion celular; la cantidad de células vivas es
proporcional a la cantidad de formazan producido. Para los ensayos se sembraron
50000 células por pozo en placas de 24 pozos. Pasadas 4 horas de incubacién, para
permitir su adhesiébn a la placa, las células se estimularon con diferentes
concentraciones de rHUEPO (ExetinA, Laboratorios Pisa) y/o SCF (Sigma Aldrich
S7901-10UG) llevandolas a un volumen total de 500 pl por pozo. La proliferacion se
estim6 a diferentes tiempos (24, 48, 72 y 96 horas) y se procedié de la siguiente
manera: después de retirar el medio, 250 ul de la solucién de MTT (0.5 mg/ml de MTT
disueltos en PBS con pH 7.0-7.2) y 250 ul de medio se afiadieron a cada pozo y se
incubaron dos horas a 37°C. Pasado este tiempo, se retird el medio y los cristales de
formazan se resuspendieron en 500 ul de isopropanol y se leyo en el espectrofotometro

a una longitud de onda de 570 nm.

F. Ensayos de migracién

Para evaluar la capacidad migratoria de las células, se utilizd el kit QCM™ 24 Well
Colorimetric Cell Migration Assay (Millipore Corporation, Billerica, MA). Este ensayo se
realizd en camaras de migracion, disefiadas con base en el principio de Boyden: las
células se siembran en una camara superior mientras que en la camara inferior se
afiade la sustancia quimioatrayente. Si la sustancia tiene capacidades atrayentes, las
células traspasan el poro de la camara superior hacia la inferior. Las células que migran
a través de la membrana, se incuban con una solucidn colorimétrica, por lo que
posteriormente la tincidn puede extraerse con un solvente y leerse en un lector para
placas a una longitud de onda de 560 nm. El kit utilizado contenia insertos (pequefias
camaras) con una membrana de policarbonato con poros de 8 mm. El protocolo se
detalla a continuacién. Previo al ensayo, células al 80% de confluencia fueron
sometidas a un ayuno de SFB durante 24 horas. Después de verificar visualmente su
condicion, las células se lavaron dos veces con PBS estéril. Luego las células se

despegaron de su caja con 0.5 ml de tripsina, se incubaron durante 3 min a 37°C y se
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centrifugaron a 2500 RPM durante 5 min. Después de agregarles 1 ml de medio RPMI
con 5% BSA, las células se contaron y se llevaron a una concentracién de 1 x 10°
células/ml usando medio sin suero. A continuacion 0.3 ml de esta suspension se
agregod a cada inserto. Luego, 0.5 ml de medio sin suero pero suplementado con Epo o
SCF o Epo/SCF o SFB al 5% se afadi6 a la camara inferior y las células se incubaron
a 37°C. Pasadas 24 horas, se retir6 el medio de los insertos y éstos se transfirieron a
nuevos pozos donde se agreg6 0.4 ml/pozo del colorante Cell Stain y se incub6 durante
20 min a temperatura ambiente. Enseguida cada inserto se lavd en un vaso de
precipitado con agua destilada y para eliminar el exceso de colorante cada inserto se
limpié cuidadosamente con un hisopo evitando romper la membrana de policarbonato.
Una vez limpios y secos los insertos se transfirieron a nuevos pozos donde se
sumergieron en 0.2 ml de la solucién de extraccion (Extraction Buffer) durante 15 min.
Finalmente se tomaron 0.1 ml de cada pozo para transferirlos a una placa de 96 pozos

y se ley6 a una longitud de onda de 560 nm.

G. Ensayos de silenciamiento

Para la inhibicion de la expresién de EpoR y c-Kit, se utilizd el sistema de transfeccion
de RNAs interferentes de Santa Cruz Biotechnology. Los siRNAs utilizados para
silenciar la expresion de EpoR y la de c-Kit fueron (sc-37092) y (sc-37092)
respectivamente. Como control negativo se utilizd una secuencia inespecifica (sc-
37092) que no induce la degradacion de ningun mRNA conocido. En placas de seis
pozos se sembraron 2 x 105 células por pozo en un volumen de 2 ml de medio RPMI
suplementado con 5% de suero fetal bovino inactivado y sin antibiéticos. Las células se
incubaron en condiciones estandar durante 24 horas, con el fin de que alcanzaran una
confluencia de entre 60 y 80%. Después de esta incubacién las células fueron lavadas
con 2 ml del reactivo siRNA Transfection Medium (sc-36868). EI medio se retird. Los
RNAs interferentes y el control fueron diluidos, por separado, en 0.8 ml de la solucion

siRNA Transfection Medium (sc-36868) mezclado con siRNA Transfection Reagent (sc-
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29528) e incubados durante media hora. El contenido de cada tubo fue vertido en las
células, que fueron incubadas una vez mas durante 7 horas en condiciones estandares.
Pasado este tiempo se agregd 1 ml de medio RPMI suplementado con 10% de SFB y
antibidticos sin remover la mezcla de transfeccién. Las células fueron incubadas 24
horas mas. Luego de esto, el medio fue aspirado y remplazado con medio normal
(RPMI suplementado con 5% de SFB inactivado y antibiéticos). Pasadas 48 horas, las
células fueron utilizadas para extraer proteina total y realizar los ensayos de viabilidad y

migracion.

H. Analisis estadisticos

Los datos se analizaron primero con un analisis de varianza (ANOVA) de un solo factor
para después someterlos a las pruebas post-hoc de Dunnett y Tukey usando el
programa estadistico GraphPad Prism version 5.02 para Mac (GraphPad Software, San

Diego California USA, www.graphpad.com)
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VI. Resultados

A. Expresion del receptor EpoR en lineas celulares de

cancer de mama tipo ductal

En el presente estudio, caracterizamos la expresion de EpoR en dos lineas de cancer
de mama, que surgieron de dos subpoblaciones celulares del mismo tumor. Datos de
nuestros colaboradores (Dra. Ibarra Sanchez, INNCMSZ) indicaron que mientras la
linea denominada MBCD5(+) era positiva para el receptor PDGFR, la linea MBCD5(-)
no lo expresaba.

Lo primero que se realiz6 fue investigar la expresién de EpoR mediante RT-PCR y se
encontré que ambas lineas presentaban el transcrito (Fig. 4A). La expresion de EpoR
fue comprobada en ambas lineas por medio de Western blots realizados a partir de
extractos totales de proteina (Fig. 4B).

Ademas con el fin de corroborar la expresibn membranal del receptor, se llevaron a
cabo citometrias de flujo sin permeabilizar en ambas lineas celulares (Fig. 4C). Como
se puede observar, ambas lineas celulares mostraron una expresion del receptor en la
membrana plasmatica. El analisis de la citometria indicé que la expresion membranal
de EpoR fue similar en ambas lineas celulares: 14% en MBCDS5(-) y 13% en
MBCD5(+). Con esto se infiere que el receptor EpoR se expresa de un modo

cuantitativamente similar en las dos lineas celulares.

B. Expresion del receptor c-Kit en lineas celulares de
cancer de mama tipo ductal
Para continuar con la caracterizacion de las lineas celulares se evalué la expresion del
receptor c-Kit en las dos lineas celulares. Los resultados obtenidos mediante Western

blot y citometria de flujo (Fig. 4C y 4D) muestran que ambas lineas celulares expresan

al receptor c-Kit. A partir de esto y de los resultados anteriores, decidimos limitar
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nuestro estudio a una sola linea celular: la MBCD5(-). Esta, como sefialamos
anteriormente habia mostrado la expresion tanto de EpoR como de c-Kit pero no la de
PDGFR. Esto resulté relevante para nuestro estudio ya que PDGFR es un receptor que
pertenece a la misma familia que c-Kit (la ausencia de PDGFR es una ventaja en este
caso, como discutiremos mas adelante). A fin de evitar ambigliedades, a partir de ahora

esta linea sera denominada MBCD5.

A + o Figura 4. Caracterizacion de la expresion de los
© g S receptores EpoR y c-Kit en las lineas celulares
£ % % de cancer mamario MBCD5(+) y MBCD5(-)
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42



C. Efecto de la eritropoyetina en la proliferacién

celular

En nuestro laboratorio, estudios previos®® habian demostrado que la administracion de
Epo exogena inducia la proliferaciéon de células cancerigenas provenientes del cuello
del utero que expresaban EpoR. En nuestro caso, habiendo demostrado la expresion
de EpoR en nuestra linea celular de interés, también se estudi6 si Epo podia potenciar
la proliferacion. Para los ensayos se utilizaron diferentes concentraciones de Epo (0-50
U/ml) y se estim¢ la viabilidad celular a diferentes tiempos (24, 48 y 72 horas) mediante
el ensayo de MTT.

Los resultados obtenidos (Fig. 5) y las pruebas estadisticas muestran que después de
24 horas no existen diferencias importantes entre el control y los diferentes
tratamientos, sin embargo a las 48 horas si se observan diferencias significativas entre
el control y siete de los tratamientos: el de 0.5, 1, 2.5, 10, 15 y 20 U/ml. Con el
tratamiento de 5 U/ml la proliferacién aumento6 1.8 veces. Asi mismo, con el tratamiento
de 0.5 U/ml se registré un aumentd de 1.7 veces. Con los tratamientos de 1, 2.5y 10
U/ml la proliferacion aumenté 1.6 veces en comparaciéon a las células sin ningun
tratamiento.

Finalmente con los tratamientos de 15 y 20 U/ml la proliferacién se acrecent6é en 1.3
veces. A las 72 horas también observamos un incremento en la proliferaciéon con los
mismos siete tratamientos. Esta vez las células proliferaron 1.9 veces mas con el
tratamiento de 10 U/ml, 1.7 veces mas con el tratamiento de 1 U/ml y 1.6 veces mas
con los tratamientos de 0.5, 2.5, 5 15 y 20 U/ml. Lo que observamos aqui sugiere que
el estimulo con Epo promueve la proliferacién en células que expresan el receptor
EpoR.
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D. Efecto del SCF en la proliferacion celular

Después de analizar el efecto proliferativo de Epo, decidimos estudiar si SCF también
era capaz de aumentar la expansion de las células tumorales. Siguiendo el mismo
principio que para los ensayos donde se estimuld a las células con Epo, aqui también
se evaluo la proliferacion de la linea celular MBCD5 a diferentes tiempos (24,48 y 72) y
con diferentes concentraciones de SCF (1-100 ng/ml) utilizando el ensayo de MTT.

Los datos obtenidos (Fig. 6) mostraron que después de 24 horas el estimulo con SCF
no induce cambio alguno en la proliferaciéon de las células, pero a partir de las 48 horas
distinguimos que la proliferacion aumenté 1.1, 2, 21, 2.3 y 2.3 veces con
concentraciones de 10, 25, 50 y 100 ng/ml de SCF respectivamente. A las 72 horas la
proliferacion se incrementd en 1.4 veces con el tratamiento de 25 ng/ml y en 2 veces
con 50 y 100 ng/ml de SCF. Estos resultados apuntaron a que la via activada por SCF

puede estimular la proliferacion de células que expresan al receptor c-Kit.
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Figura. 6. Efecto de SCF sobre la
proliferacion de la linea MBCD5. Las
células fueron tratadas con diferentes
concentraciones de SCF a diferentes
tiempos. La viabilidad celular fue estimada
con el ensayo de MTT, después de 24, 48
y 72 horas. Las células se mantuvieron
con medio RPMI suplementado con 5% de
SFB inactivado. Los datos son expresados
como el porcentaje de células que
proliferaron en comparaciéon al control [0
ng/ml SCF] y representan el promedio de
3 experimentos independientes cada uno
realizado por duplicado. Las columnas
representan el promedio de los
experimentos y las barras de error
muestran la desviacion estandar. * p<0.05
comparado con el control. El analisis
estadistico incluyé un ANOVA de un
sentido con la prueba post-hoc de

Dunnett.
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E. Efecto conjunto de SCF y Epo en la proliferaciéon

celular

Como observamos que tanto Epo como SCF son capaces de estimular la proliferacion
de manera independiente (Fig. 5 y 6), nuestro siguiente paso fue determinar si el
tratamiento de las células con ambas citocinas podria resultar en un incremento en la
proliferacion celular aun mas importante que el observado por separado con cada una
de ellas.

Las células fueron tratadas con 1 U/ml de Epo y 50 ng/ml de SCF, concentraciones con
las cuales se observo previamente una proliferacion acrecentada en los ensayos
independientes. La viabilidad de las células se estim6 a las 72 horas mediante el
ensayo de reduccion de MTT. Paralelamente se determind, mediante Western blot, la
expresion del antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA, por sus siglas en
inglés), un marcador de proliferacion celular. La densidad de las bandas fue analizada
para ponderar la abundancia de PCNA con el programa ImageJ.

Los datos observados en el MTT (Fig. 7A) indicaron que la coestimulacion indujo un
aumento en la proliferacién celular de 1.34 veces con respecto al control pero no con
respecto a los tratamientos con una sola citocina (Epo o SCF). Esto fue corroborado
con el Western blot y el analisis densitométrico (Fig. 7B) en dénde se observd que el
nivel del marcador proliferativo PCNA en las células sometidas a coestimulaciéon no
cambi6é de manera significativa con respecto a las células estimuladas unicamente con
Epo y SCF.

Esto nos dio un indicio de que la combinacién de Epo y SCF no potencializa la
proliferacion de las células MBCD5. Esto podria deberse a una posible regulacion
intracelular entre las vias de sefalizacion de Epo/EpoR y SCF/c-Kit, como se discutira

mas adelante.
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Figura. 7. Efecto conjunto de Epo y SCF sobre la proliferaciéon celular. A. La proliferacion fue determinada
utilizando el ensayo MTT a las 72 horas. Las células fueron estimuladas con 1U/ml de Epo o 50ng/ml de SCF o
ambas. Los datos son expresados como el porcentaje de células que proliferaron en comparacién al control y
representan el promedio de tres ensayos independientes de tres repeticiones cada uno. El andlisis estadistico
incluyd un ANOVA de un sentido con la prueba post-hoc de Tukey. Las barras indican la desviacion estandar.
*P<0.05 comparado con el control. B. Western blot y analisis densitométrico para determinar la expresién del

marcador de proliferacién PCNA.

F. La proliferacion celular inducida por Epo y SCF se
reduce con el silenciamiento de los receptores EpoR y
c-Kit

Para corroborar si efectivamente Epo y SCF son capaces de inducir una mayor
proliferacion en las células MBCD5, lo que hicimos fue reducir la expresion de estos
receptores utilizando RNA interferentes especificos para cada uno de los receptores.
Una vez silenciados los receptores, procedimos a evaluar la proliferacién celular en

respuesta a los estimulos con Epo y SCF después de 48 horas.
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Como se puede observar cuando la expresion de EpoR fue interrumpida (Fig. 8A), en

respuesta a Epo la proliferacion de las células MBCD5 disminuyé 1.9 veces en

comparacion a las células en dénde no se silencié al receptor y que recibieron Epo

(Fig. 9A). Asi mismo, el silenciamiento de c-Kit (Fig. 8B), resultdé en una disminucién

en la proliferaciéon de 1.3 veces cuando las células recibieron SCF (Fig. 9B). En cuanto

al doble silenciamiento (Fig. 8C), observamos que la proliferacién celular disminuyd

también considerablemente (2.3 veces) a pesar de que las células fueron estimuladas

tanto con Epo como con SCF (Fig. 9C). Estos resultados nos permitieron establecer

que, en efecto, tanto Epo como SCF son capaces de inducir una mayor proliferacion en

las células MBCD5.
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Figura. 8. Silenciamiento de los receptores EpoR
y C-kit mediante RNAs interferentes. La linea
celular MBCD5(-) fue transfectada con siRNAs
inespecificos y siRNAs especificos para EpoR (A),
c-Kit (B) y ambos (C). Para comprobar el
silenciamiento de los genes, la expresion de los
receptores se analizé mediante Western blot. A), B),
C) 1. Células sin siRNA 2. Células con siRNA
inespecifico. 3. Células con siRNA especifico.
Posteriormente las células fueron sometidas a

ensayos de proliferacion y de migracion.
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Figura. 9. Efecto del silenciamiento de los
receptores EpoR y c-Kit en la proliferacion
celular. Después de que la linea celular
MBCD5(-) se transfect6 con los siRNAs
inespecificos o especificos se evalué, mediante
el ensayo de MTT a las 48 horas, la proliferaciéon
de las células en presencia y ausencia de los
factores Epo (1U/ml) (A), SCF (50 ng/ml) (B) y
ambos: Epo (1U/ml)+ SCF (50 ng/ml) (C).
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G. Efecto de SCF y Epo en la migracion celular

SCF y Epo habian sido identificados por separado como promotores de la migraciéon
celular tanto en contextos fisiologicos como patoldgicos. En condiciones normales se
sabe que ambas citocinas orquestan en conjunto la migracion de diferentes células
hematopoyéticas. En condiciones patolégicas, como el cancer, se sabe también que
tanto Epo como SCF pueden promover la migracion, sin embargo no existian estudios
en cancer en donde las células hubieran recibido un tratamiento doble.

Es por ello que la siguiente etapa de nuestro proyecto consisti6 en examinar si la
administracién de Epo, SCF y Epo/SCF podia incrementar la capacidad migratoria de
las células. Para tal efecto, examinamos la capacidad de las células de migrar en tres
condiciones diferentes: con Epo (1U/ml), con SCF (50 ng/ml), en presencia de ambas
(1U/ml y 50 ng/ml de Epo y SCF respectivamente). Como control positivo se utilizd
medio RPMI suplementado con 5% de SFB y como control negativo se empled medio
sin suero.

Lo que observamos (Fig. 10) fue que la administracién de Epo aumentd en 2.1 veces el
namero de células MBCD5 que migraron en comparaciéon con el medio solo.
Igualmente, detectamos que la administracion de SCF provoc6é que el numero de
células migrantes con respecto al control negativo se incrementara 2.2 veces. Por su
parte el doble estimulo (SCF+Epo) también indujo una migracién celular 2.2 veces
mayor al control; este incremento fue muy similar al inducido por separado por Epo y
SCF. Estos resultados concordaron con los resultados de la proliferaciéon: al parecer el

tratamiento combinado no tiene efectos aditivos en la migracion.
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Figura. 10. Efecto de Epo y SCF sobre la migracion celular. La capacidad migratoria de las células MBCD5 fue
estudiada con el kit QCM™ 24 Well Colorimetric Cell Migration Assay después de 24 horas de haber sido expuestas
a SFB, Epo y/o SCF. Se utilizaron 1U/ml de Epo, 50 ng/ml de SCF. Para el control negativo las células fueron
incubadas unicamente con medio RPMI sin suero. Como control positivo se usé6 medio RPMI suplementado con 5%
de SFB. Las columnas indican el porcentaje de migracién de las células con respecto al control negativo (DO células
tratadas/DO células control x 100). El ensayo fue repetido tres veces, cada ensayo se realiz6 por duplicado. Los

analisis estadisticos empleados fueron la ANOVA de una via y las pruebas de Dunnett y Tukey.*p<0.05 vs control.

H. La migracién celular disminuye con el

silenciamiento de los receptores EpoR y c-Kit.

Con el fin de confirmar los resultados anteriores, procedimos con el silenciamiento de la
expresion de los receptores para luego evaluar el comportamiento migratorio de las
células. Los resultados que obtuvimos mostraron que al interrumpir la expresién de
EpoR las células MBCD5 no migran aun en presencia de Epo (Fig. 11A).

De manera similar, notamos que al inhibir la expresion de c-Kit no hay migracion
efectiva a pesar de la adiciéon de SCF al medio (Fig. 11B). Finalmente, el silenciamiento

concomitante de EpoR y c-Kit derivd, como en los casos anteriores, en una migracion
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nula de las células las cuales habian sido expuestas a Epo y SCF durante el
experimento (Fig. 11C). Estos datos validaron nuestro resultado previo y asi pudimos
definir que tanto Epo como SCF , por separado, pueden promover la migracioén celular
pero la combinacion de ambas no supone un efecto aditivo en la migraciéon. En
conjunto, el efecto de Epo y SCF sobre la migracion celular fue consistente con lo que

observamos en los ensayos de proliferacion.

. Moléculas senalizadoras activadas por Epo y SCF

Como mencionamos en la introduccion de este trabajo, al unirse a sus receptores Epo
y SCF pueden desencadenar diferentes respuestas celulares —como la migracion y la
proliferacion— gracias a las cascadas de sefalizacion que activan por lo que el
siguiente paso de nuestro proyecto consisti6 en determinar qué moléculas
sefalizadoras eran sujetas a activacion cuando las células fueron estimuladas con Epo
y con SCF.

En primer lugar, los resultados mostraron que en las células estimuladas con 1U/ml de
Epo, Stat5 se fosforila desde el minuto 1 y la fosforilacion va disminuyendo con el
tiempo de tal modo que a los 60 minutos Stats muestra una activacion minima. En
cuanto a Erk1/2, la fosforilacibn comienza a partir del primer minuto después del
estimulo y al cabo de una hora la fosforilacion alcanza un maximo (Fig. 12A).

En segundo lugar, observamos que al estimular con SCF no hay fosforilacion de Stat5
(Fig. 12A), sin embargo la fosforilacion de Erk1/2 es paulatina y tiene su maximo a los
10 minutos después de recibir el estimulo con SCF (Fig. 12B).

Finalmente cuando las células recibieron el doble estimulo observamos que Stat5 se
fosforila gradualmente alcanzando un maximo de activacion a los 60 minutos. Erk1/2,
por su parte, muestra un comportamiento similar, pues su activacion comienza a partir

del minuto 1 y alcanzan una fosforilacion maxima a la hora (Fig. 12C).
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Figura. 11. Efecto del silenciamiento de los
receptores EpoR y c-Kit en la migracién celular. La
capacidad migratoria de las células MBCD5 en
presencia de Epo y/o SCF fue estudiada después de
que éstas fueran silenciadas con los siRNAs
inespecificos o especificos para EpoR (A), c-Kit (B) y
ambos (C).
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Figura. 12. Vias de sefalizacion activadas por Epo y SCF. Las vias de sefializacién inducidas fueron analizadas a
diferentes tiempos (0, 1, 3, 5, 10, 30 y 60 min.) en las células MBCD5 estimuladas con 1U/ml de Epo (A), con 50
ng/ml de SCF (B) y con ambos factores (C). Los lisados proteicos se analizaron mediante Western blot. Las
proteinas GAPDH, STAT5, ERK1/2 asi como las versiones fosforiladas de estas dos ultimas fueron detectadas con
anticuerpos especificos. En esta figura se muestra un blot representativo de los tres que se realizaron para cada

condicién
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VII. Discusion

La coexpresiéon de EpoR y c-Kit asi como la sinergia entre SCF y Epo han sido
ampliamente descritas en el contexto de la eritropoyesis, en donde se sabe que ambas
citocinas actuan de manera concertada para lograr la expansion de los progenitores
eritroides, en particular la de los proeritroblastos®*.

Sin embargo, hasta ahora no se ha evaluado si esta cooperacion se da también en
otros escenarios ya sea en condiciones normales o en condiciones patologicas. Ahora
bien, se tiene nocidén de que tanto c-Kit como EpoR se expresan en una serie de tejidos
cancerosos Y en particular existen estudios independientes que han determinado que c-
kit y EpoR se expresan en algunos tipos de cancer de mama®”"0-73.77.79.84-90,

Estos datos nos llevaron a preguntarnos si la expresion de estos dos receptores podia
tener alguna participacion sinérgica en el cancer de mama por lo que en nuestro
estudio se analizé en primera instancia la expresion de los receptores EpoR y c-Kit en
células de cancer de mama y en segundo lugar su relacién con el potencial proliferativo
y migratorio de estas células. Se estudi6 ademas el estatus de dos moléculas
sefalizadoras comunes a ambas vias para determinar el efecto en las vias de
sefalizacion comunes activadas por Epo/EpoR y SCF/c-Kit.

Nuestro resultados indicaron que en lineas celulares establecidas a partir de tumores
mamarios de mujeres mexicanas hay expresidon de EpoR y c-Kit. Asi mismo la
estimulaciéon de estos receptores con sus respectivos ligandos puede mediar la
proliferacion y migracion celular aunque, interesantemente, la estimulacion simultanea
con Epo y SCF no tiene efectos aditivos en estos procesos celulares. A nivel molecular,
observamos que el coestimulo parece retardar la fosforilacion de Stat5, evento que no
se habia reportado antes y que podria explicar la ausencia de sinergia en la
proliferacion y la migracién. A continuacion comentaremos en detalle los principales

resultados de nuestra investigacion.
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A. Laexpresion de c-Kit y EpoR en cancer de mama

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea que evoluciona mediante un
proceso de multiples etapas durante las cuales se acumulan cambios genéticos como
mutaciones, rearreglos y amplificaciones cromosomicos, pérdida de heterocigocidad y
alteraciones epigenéticas®’. Algunos de estas anomalias originan un patréon de
expresion de proteinas que otorga ciertas caracteristicas a las células cancerosas. En
el cancer de mama se ha estudiado el perfil de expresion genética y esto ha permitido
establecer diferentes tipos de cancer de mama. En particular se ha estudiado el patrén
de expresion de ciertos receptores membranales como Her2/neu o los receptores para
estrégenos (ER) y progesterona (PR). Estos estudios han servido en la clinica para
determinar el tratamiento adecuado para los pacientes'”.

Debido a la importancia clinica de los receptores membranales la expresion de los
receptores c-Kit y EpoR también se ha estudiado en el cancer de mama con el
proposito de determinar si éstos pudieran servir como marcadores tumorales
tempranos o como marcadores de progresion. Acerca de la expresion de c-Kit y la de
EpoR en cancer de mama, los diferentes estudios publicados han llegado a
conclusiones opuestas como habiamos sefialado en la introduccion de este trabajo (ver
Epo en cancer de mama, SCF/c-Kit en cancer de mama); para ambos receptores hay

8.92 mientras que

93,94

quienes afirman que los receptores se expresan y son funcionales
otros grupos de trabajo sefialan que estos receptores no se expresan 0 se
expresan pobremente®® sin ninguna relevancia funcional ni clinica.>®

Estas posiciones encontradas pueden deberse a la heterogeneidad clinica y molecular
del cancer de mama por lo cual realizamos una revision cuidadosa de dichas
publicaciones; en la mayoria de estos trabajos la expresion de estos receptores se
estudi6é unicamente en lineas celulares comerciales. Esto llamé particularmente nuestra
atencion pues la utilizacién de estas lineas podria ser un factor determinante para la
obtencion de resultados dispares. Una cantidad creciente de articulos ha demostrado
que el numero de resiembras afecta las caracteristicas de una linea celular a través el

95-97

tiempo Las lineas celulares que han sido divididas muchas veces sufren

alteraciones en su morfologia, tasa de crecimiento, expresién de proteinas y en su
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respuesta a ciertos estimulos®®’

en comparacion con las lineas celulares con un
numero bajo de resiembras. Por ello, nosotros decidimos estudiar la expresion de c-Kit
y EpoR en una linea celular derivada de un tumor mamario de una mujer mexicana, ya
que esta linea celular al ser recientemente establecida presentaba escasas resiembras.
Gracias a los estudios de caracterizacion que efectuamos pudimos determinar que un
porcentaje importante de las células expresa a los receptores c-kit y EpoR en su
membrana. En efecto, se ha reportado que diversos tipos de canceres expresan a los
receptores EpoR y c-Kit pero nunca antes se habia evaluado su expresion en un mismo
tipo de cancer humano. Si bien existen datos de la coexpresion de EpoR y c-Kit en
progenitores eritroides*® humanos y en eritroleucemia murina®® hasta ahora no se
tienen datos de su coexpresion en cancer, particularmente en cancer de mama. En
nuestro estudio identificamos que 6% de las células MBCD5 expresan a c-Kity 13% a
EpoR. Este porcentaje resulta significativo comparado, por ejemplo, con el porcentaje
de células madre hematopoyéticas pluripotentes de ratones que expresan a c-Kit que
es de alrededor 0.006%-0.008%"°.

A pesar de la controversia que existe en cuanto a la utilizacion de anticuerpos

inespecificos®"%

para analizar la expresion de EpoR, nosotros utilizamos un anticuerpo
(Anti-Human Erythropoietin Receptor E4644 producido en cabra de Sigma-Aldrich) con
el cual habiamos demostrado antes la expresién de EpoR en cancer cérvicouterino®?.
Ademas, probamos la expresion membranal de EpoR mediante una citometria de flujo
en la que las células no fueron permeabilizadas. Esto lo hicimos para asegurarnos de
que la expresion del receptor no fuera intracelular ya que como lo han sefialado
algunos grupos de trabajo, la expresion de EpoR que se ha reportado en el cancer se
da sobre todo al interior de la célula y por ende los receptores no pueden activar vias
de sefalizacion que tengan relevancia para este proceso patoldgico'®.

Los porcentajes de expresion de c-Kit (6%) y EpoR (13%) en nuestra linea celular,
aunque modestos, podrian ser de relevancia clinica sobre todo para la poblacion
mexicana. Recordemos que el receptor Her2/neu (c-erbB-2) se sobreexpresa
unicamente en 30% de todos los casos de cancer de mama, y a pesar de esto
actualmente se utiliza en la clinica como biomarcador ademas de ser un factor

importante para determinar si la supervivencia de los pacientes sera reducida'".
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Evidentemente en nuestro caso la expresiéon de ambos receptores debe analizarse con
mayor detalle en tejidos cancerosos y en tejidos sanos para poder determinar si la
expresion de c-Kit y EpoR puede ser de utilidad para el diagndstico, el prondstico y la
terapia a implementarse.

Actualmente, nuestro grupo de trabajo se encuentra analizando cortes histoldgicos
provenientes de biopsias de mujeres con cancer de mama, por lo que esperamos
determinar prontamente qué porcentaje de los tejidos presentan la expresion de estos
receptores. Sin embargo, quizas una de las limitantes de estos estudios seria la falta de
material bioldégico sano con el cual comparar el tejido canceroso. El tejido sano es, no
obstante, dificil de obtener debido a la complejidad de las biopsias mamarias y a su
escasez. Particularmente en el caso de c-Kit, donde existen reportes de que su
expresion va disminuyendo paulatinamente conforme el cancer avanza, seria
interesante poder hacer esta comparacion, pues quizas observamos so6lo un 6% de

células que expresan c-Kit debido a este fenbmeno.

B. Proliferacion

Ya que el objetivo principal de esta investigacion era determinar si la expresion de c-Kit
y EpoR en células de cancer de mama podia promover la malignidad de éstas,
después de caracterizar la expresion de los receptores nos avocamos en demostrar
que el estimulo de estos receptores con sus ligandos correspondientes (SCF y Epo)
influencia significativamente la proliferaciéon y la migracién de las células MBCD5 in
vitro. En cuanto a los resultados que obtuvimos al estimular a las células con Epo,
observamos que Epo puede inducir la proliferacion celular con concentraciones de 0.5
U/ml y hasta 20 U/ml. La literatura sefiala que la concentracién plasmatica basal de
Epo va de 6 hasta 32 U/I', por lo cual las concentraciones que nosotros empleamos
serian, en principio, suprafisiolégicas, sin embargo en algunos estudios en los que se
administré Epo a pacientes con cancer de mama, se han reportado dosis de hasta

103,104

40000 U administradas cada semana por lo que comparadas con éstas las

concentraciones con la cual trabajamos estan dentro del rango de lo que se utiliza en la
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clinica y por lo tanto los fenbmenos que observamos in vitro emulan las condiciones a
las cuales estarian sometidas las células tumorales en la vida real. El efecto
proliferativo que Epo ejerce sobre las células fue corroborado con el silenciamiento del
receptor y ensayos de proliferacion subsecuentes en donde se observd que las células
con el receptor silenciado no respondian al estimulo de Epo del mismo modo que las
células que fueron transfectadas con un interferente inespecifico. Estas ultimas
proliferaron de manera similar a las células que no fueron transfectadas con ningun
interferente.

Este resultado concuerda con otros trabajos que han encontrado que Epo puede

inducir la proliferacion de células tumorales mamarias in vitro®>%*

pero también
contrasta con otros trabajos en dénde se ha encontrado que Epo no es capaz de
inducir proliferacién®®®*. La oposicion de estos resultados ha generado controversia en
el seno de la comunidad cientifica lo que ha llevado no sélo a revisar las metodologias
empleadas si no también a revisar minuciosamente los ensayos clinicos y los meta
analisis. La diferencia en los resultados puede deberse a la utilizaciéon de lineas
celulares comerciales las cuales, como ya hemos comentado, presentan variabilidad
genética y epigenética'® debido a su uso continuo en cultivo celular. Estas variaciones
pueden afectar la respuesta de las células a ciertos estimulos® e incluso a que vias de
sefalizacion se activen de manera diferente®’.

Por su parte SCF también es capaz de inducir un incremento en la viabilidad celular en
la linea de nuestro interés (MBCD5) después de 48 y 72 horas en concentraciones
que van desde 10 ng/ml hasta 100 ng/ml. Tal como se ha reportado en otros tipos de
cancer como el de pancreas'®, el de colon'’, SCF puede inducir la proliferacion de
células malignas que expresan al receptor c-Kit en concentraciones que van de 1ng/mil
a 100ng/ml. ElI fendmeno observado es claramente mediado por c-Kit puesto que el
silenciamiento del receptor resulté en una atenuacion importante de la proliferacién en
presencia de SCF comparado con los controles.

Sin embargo, a pesar de que la expresiéon de c-Kit se ha identificado en diferentes tipos
de cancer, los resultados experimentales en cuanto a la expresién y la funcién de c-Kit
en el cancer de mama son aun un tema controversial. Algunos estudios han propuesto

que la pérdida de la expresion de c-Kit estaria asociada con la progresion tumoral”>,
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mientras que otros trabajos han probado no sélo la expresion del receptor sino también
su implicacibn en el cancer de mama incrementando la proliferacion”’ o
correlacionandolo con la agresividad del cancer’®.

Nuestros resultados indican que si bien c-Kit puede mediar la proliferacién de células
cancerigenas debemos tomar en cuenta el porcentaje de células que expresan al
receptor, que es del 6%, ya que éste podria ser un indicativo de la pérdida de la
expresion puesto que unicamente 10% de los carcinomas invasivos e in situ son
positivos para c-Kit de acuerdo a varias investigaciones’*">%. Claramente nuestro
trabajo tiene que ser reforzado con estudios hechos en tejido sano y en lineas celulares
derivadas de tumores benignos para hacer las comparaciones pertinentes.

Ahora bien estos resultados son consistentes con otros estudios en donde se ha
probado que tanto Epo como SCF, ambas por separado, pueden inducir la proliferacion
de células tumorales de distintos origenes. Por otro lado la sinergia entre SCF y Epo se

tiene bien descrita en la eritropoyesis>*'%®

y dado que en el cancer de mama se ha
encontrado la expresion tanto de c-Kit como EpoR, nosotros nos propusimos investigar
si esta sinergia también podia observarse en el contexto del cancer de mama y si esto
podia traducirse en una mayor proliferacién. Sorpresivamente cuando coestimulamos a
las células con SCF y Epo, observamos una proliferacion en niveles similares a los que
indujeron SCF y Epo por separado, esto fue corroborado con el analisis densitométrico
de la expresidon del marcador de proliferacion PCNA, por lo que no puede hablarse de
un efecto proliferativo sinérgico como se ha descrito en los precursores eritroides'® o
en eritroleucemias'®. Este resultado fue interesante ya que nosotros esperabamos que
el efecto sobre la proliferacion fuera aditivo como se ha reportado en células troncales

"9 v en progenitores eritroides® "2 Sin embargo el hecho de no

hematopoyéticas
haber observado sinergia mitogénica nos lleva a pensar que existe un mecanismo de
regulacion, que aun se desconoce, entre las vias de sefalizacion SCF/c-Kit y

Epo/EpoR el cual se refleja en un control de la proliferacion.
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C. Migracién

Los resultados de la proliferacion fueron consistentes con nuestras observaciones en
los ensayos de migraciéon. En presencia de Epo, las células migraron 1.12 veces mas
que las células control; ademas la migracion de las células MBCD5 inducida por Epo
fue inhibida con el silenciamiento del receptor, lo cual evidencié que Epo actia como un
quimioatrayente ya que induce la quimiotaxis de células tumorales y que la activacion
de EpoR media la movilidad de las células. La amplificacion de la migracién celular
inducida por Epo ya habia sido descrita antes en el linaje eritroide que migra de la

113

médula 6sea hacia el bazo en ratones''® y en células endoteliales™*. Pero no sélo en

escenarios fisiolégicos Epo actia como quimioatrayente pues también hay estudios en

"5 asi como en cancer de mama® en dénde se ha

cancer de cuello y cabeza
demostrado que Epo estimula la migracién celular.

Por su parte SCF también se ha identificado como un potente quimioatrayente de
mastocitos''®, melanocitos, células del endotelio del cordon umbilical''’, e incluso en

células troncales neuronales'®.

En cancer, también se ha demostrado que SCF
estimula el potencial invasivo de las células malignas de pancreas*? y de colon'® pero
hasta nuestra investigacion no se habia demostrado que SCF pudiera promover la
migracion celular en cancer de mama. De manera similar a Epo, SCF es capaz de
incrementar 1.2 veces la migracion de las células MBCD5 por lo que SCF actua
también como quimioatrayente de células tumorales de origen mamario.

A pesar de la quimioatraccion producida por Epo y SCF por separado, en presencia de
ambas citocinas constatamos que la migracidon de las células no aumenté en
comparacion a la migracion de las células estimuladas unicamente con Epo o con SCF.
Aunado a esto, los experimentos de inhibicibn de los receptores validaron este
fendmeno. Este hecho coincidié con lo observado en los ensayos de proliferacion. En
conjunto, estos datos prueban que la coestimulacion de las células con Epo y SCF no
potencializa ni la proliferacion ni la migracion de las células MBCD5.

Todo lo anterior nos llevé a analizar las vias de sefalizacion activadas por Epo y SCF

para tratar de entender los mecanismos que rigen el comportamiento de las células.
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D. Senalizacion

Tanto la proliferacion como la migracién son eventos que estan controlados finamente a
nivel molecular; su regulaciéon y ejecucién dependen de la activacion e interaccion de
proteinas sefalizadoras por lo que identificar qué proteinas se activan es de gran
utilidad para entender ambos procesos. En nuestro estudio evaluamos las vias de Stat5
y la de las cinasas MAPK (ERK1/2), que son comunes a Epo y SCF, en las tres
condiciones de nuestros experimentos (con Epo, con SCF y con ambos factores).
Nuestros resultados al evaluar la via de sefializacion de Stat5 indicaron que esta
proteina se fosforila exclusivamente en presencia de Epo y no en presencia de SCF.
Estos resultados son congruentes con lo publicado en progenitores eritroides en donde
se ha observado en general que solo Epo induce la activacion de Stat5*®. Esta
activacion de Stat5 inducida por Epo también se ha descrito en cancer cérvico

uterino®, en cancer de mama® y en cancer de prostata’®

por lo que podemos
observar que este evento de sefalizacion se conserva en el contexto del cancer. Por
otro lado, al estimular a las células tanto con Epo como con SCF, observamos que
Stat5 tardé mas tiempo para fosforilarse. Esto indica que SCF podria estar retardando
los eventos de sefalizacion desencadenados por Epo. Este retardo, de hecho, no seria
extrafio ya que en progenitores eritroides humanos ya se habia descrito que SCF
retarda ciertos eventos de diferenciacion inducidos por Epo'®'?°. No obstante para
establecer que efectivamente SCF retarda la fosforilacion de StatS seria necesario
realizar experimentos en los cuales se inhibieran los dos elementos iniciales de la
cascada de sefalizacion, SCF y c-Kit. Existen anticuerpos neutralizantes que pueden
inhibir la union de SCF a su receptor, y por otro lado se podria bloquear la expresion
del receptor c-Kit utilizando la tecnologia de secuencias especificas de RNA pequefio
interferente.

Por otro lado observamos que la via de las cinasas Erk1/2 también se activd de manera
progresiva en presencia de ambos factores tanto solos y como combinados. Esta via
controla diferentes procesos celulares que incluyen la proliferacion, la diferenciacion, la
apoptosis y la progresion del ciclo celular. En el cancer de mama la activacion de la via

Ras/Erk1 ha sido asociada a los procesos de proliferacion y migracion®. Ademas
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previamente se habia demostrado en un modelo de progenitores eritroides que SCF y
Epo eran capaces de activar sinérgicamente la via de las cinasas MAPK y que este
evento era imprescindible para asegurar el progreso de la eritropoyesis*. Sin embargo
en el presente estudio no se observé un aumento en la activacion de Erk1/2 por lo que
es probable que SCF y Epo convergen en esta molécula y por ello no pueda haber una

activacion sinérgica de estas cinasas.

A partir de este trabajo podemos concluir que Epo induce la proliferacién y migracién de
células de cancer de mama, activando de manera gradual la via de sefializacion
Jak2/Stat5. De igual manera SCF promueve tanto la proliferacidn como la migracion de
este tipo de células tumorales. Sin embargo, el efecto observado no es sinérgico. Por lo
que se propone que existen mecanismos subyacentes que impiden la sumatoria de los

efectos.
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VIIl.

Conclusiones

La realizacion de este trabajo nos permitié demostrar que:

. Las células cancerigenas de origen mamario (MBCDS5) expresan los receptores

EpoR y c-Kit. Aunque la proporcion de células que expresan a EpoR y c-Kit es
modesta, la expresion de ambos receptores tiene relevancia en el desarrollo del

cancer mamario.

Al ser estimulados con sus respectivos ligandos, los receptores EpoR y c-Kit
pueden promover la proliferacién y la migracion de las células MCBDS5. Sin
embargo, la coestimulaciéon con ambos factores no potencia ni la proliferaciéon ni
la migracién celular. Esto sugiere la existencia de un mecanismo de regulaciéon

entre Epo y SCF que seria interesante de caracterizar en un futuro.

. En las células MBCDS5 el estimulo con Epo induce la activacion de las vias de

sefalizacion de Stat5 y de las MAPKs (ERK1/2).

Al estimular estas mismas células con SCF, Unicamente se observa la activacion
de la via de MAPKSs. Esto sugiere que los eventos proliferativos y migratorios
observados en este trabajo estarian regulados por la activacién de estas vias de

sefalizacion.

. El coestimulo de las células MBCD5 con SCF y Epo activa gradualmente la via

de las MAPKs y retrasa la fosforilacion de Stat5. Esta observacion podria ser
parte de un mecanismo de convergencia entre EpoR y c-Kit que explica que sus

ligandos no potencien los efectos proliferativos y migratorios.
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