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Abreviaturas

AMPK
ATCC
EGF

EGFR

FGF

HGF

HER2

IGF

IL-6
LKB1

MAPK

PDGF

RE
RP

TGF-B

STAT3

TEM
TME

TORC

Cinasa activada por AMP (del inglés AMP-Activated Protein Kinase).
American Type Culture Collection
Factor de crecimiento epidérmico (Del inglés: Epidermal Growth Factor).

Receptor de factor de crecimiento epidérmico (Del inglés: Epidermal
Growth Factor Receptor).

Factor de crecimiento de fibroblastos (FGF, del inglés fibroblast growth
factor).

Factor de crecimiento de los hepatocitos (del inglés hepatocyte growth
factor).

Receptor 2 de factor de crecimiento epidérmico humano (del inglés, human
epidermal growth factor receptor 2).

Factores de crecimiento similares a la insulina (IGF, del inglés insulin
growth factor).

Interleucina 6
Cinasa hepatica B1 (del inglés Liver Kinase B1).

Cinasas activadas por mitégenos (del inglés Mitogen-Activated Protein
Kinase).

Factor de crecimiento derivado de plaquetas (del inglés, platelet-derived
growth factor).

Receptores estrogénicos.
Receptores progesterona.

Factor de crecimiento transformante 3 (del inglés transforming growth factor
beta).

Transductor de sefales y activador de transcripcion 3 (del inglés, Signal
Transducer and Activator of Transcription 3).

Transicion epitelio-mesénquima.
Transicion mesénquima-epitelio.

Complejo 1 del Blanco de Rapamicina (del inglés, Target of Rapamycin
Complex 1).
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RESUMEN

Antecedentes: La transicion epitelio-mesénquima (TEM) es un proceso biolégico en el que
células epiteliales inméviles y polarizadas se convierten en células mesenquimales con
capacidad de migracion. Este proceso produce cambios en el citoesqueleto de las células,
siendo la pérdida de E-cadherina y la adquisicion de N-cadherina, uno de los principales
cambios bioquimicos que se dan en la TEM. En los ultimos afios, se han realizado varios
estudios tratando de interferir con la TEM; dentro de estos estudios se ha propuesto a la
Metformina como un farmaco que puede bloquear la TEM mediada por IL-6 y TGF-3 en
distintos tipos de cancer. En este estudio investigamos el papel de la Metformina sobre la
TEM inducida por el factor de crecimiento epidérmico (EGF) en lineas celulares y cultivos

primarios de cancer de mama.

Métodos: Para este estudio se empled la linea celular de cancer de mama MCF-7 y los
cultivos primarios MBCD25 y MBCDF. Se indujo una TEM mediante el tratamiento continuo
con EGF. El efecto de la Metformina sobre la TEM, se evalud después de que las células
habian sido previamente inducidas a un fenotipo mesenquimatoso con EGF, después las
células fueron tratadas con Metformina y EGF por cuatro dias mas. Se realizé Western Blot
para analizar la fosforilacion de STATS3, el nivel de STAT3, y la expresién o represion de los

marcadores de TEM E-cadherina, N-cadherina y el factor de transcripciéon Snail.

Resultados: Nuestros resultados demuestran que el tratamiento con EGF induce la
fosforilacion de STAT3 sin cambios en sus niveles totales en células MBCDF, MBCD25 y
MCF-7. Asimismo, el tratamiento con EGF por 5 dias induce una TEM, que se demostro
por la pérdida de E-cadherina y la expresion de Snail. El co-tratamiento con Metformina y
EGF provoco una re-expresion de E-cadherina, asi como una represion de N-cadherina y

Snail.

Conclusién: En los cultivos primarios MBCD25 y MBCDF, asi como en la linea celular
MCF-7 el tratamiento con Metformina es capaz de revertir la TEM inducida por EGF,
reprimiendo la expresién de N-cadherina y Snail, ademas de la re-expresion de E-
cadherina. Estos resultados sugieren que la Metformina podria ser una alternativa para
bloquear el potencial metastasico, la resistencia a farmacos de quimioterapia, y la

recurrencia tumoral, los cuales estan asociados a un pobre pronéstico en cancer de mama.



INTRODUCCION

En México, desde el 2006, el cancer de mama ocupa el primer lugar como causa de muerte
en mujeres por neoplasias malignas, desplazando de esta posicion al cancer cérvico-
uterino. Aproximadamente 60% de los casos se diagndstica en etapas avanzadas. De
acuerdo a estadisticas de Globocan, para el ano 2030, 24,326 mujeres seran
diagnosticadas con cancer de mama en México y 9,778 moriran debido a esta enfermedad
[1, 2]. Mediante ensayos genéticos el cancer de mama ha sido clasificado en al menos
cuatro subtipos moleculares: Luminal A, se caracteriza por la presencia de receptores
estrogénicos (RE) y de progesterona (RP), ausencia de sobre-expresion de HER2 y un
indice de proliferacion Ki67 menor a 14%, se presenta en aproximadamente 40% de los
casos, estas pacientes por lo general tienen un buen prondstico con una Razon de Riesgo
para muerte de 1.16 (IC 95%, 0.47-2.85). Luminal B con un 20% de los casos y un
pronéstico intermedio, se caracteriza por RE+, RP+, HER2- y Ki67 <14% o cualquier Ki67
y HER2 sobre-expresado. Los catalogados como HER2 positivos con RE y RP negativos
representan entre 10-15% de los casos y se considera de mal pronéstico. Basaloide con
una frecuencia de 15-20%, RE-, RP-, HER2-, expresion alta de Ki67, EGFR+, Citoqueratina
(CK) 5/6, 14 y 17 positivas, éste ultimo con un prondstico desfavorable con una Razoén de
Riesgo para muerte de 12.41 (IC 95%, 5.82-26.49) [3, 4]. A pesar de los avances en el
diagndstico y tratamiento, la recurrencia y la formaciéon de metastasis son la principal causa
de muerte en las pacientes con cancer de mama. Los mecanismos responsables de la
invasion y metastasis no estan completamente entendidos; sin embargo, esta claro que los
carcinomas derivados de tejidos epiteliales progresan a grados patolégicos mas avanzados

de malignidad con una invasion local y metastasis a distancia mas frecuentes [4, 5].

La metastasis es un proceso de multiples etapas que pueden ser clasificadas en al menos

cinco pasos secuenciales: 1) El desprendimiento y la migracién de las células tumorales al



tejido adyacente, 2) la invasion de las células tumorales en el torrente sanguineo y el tejido
linfatico (intravasacion), 3) la sobrevivencia en la circulacion (resistencia a la anoikis), 4) la
invasion y la penetracion de las células tumorales fuera de la circulacidon sanguinea y
linfatica (extravasacion), 5) la colonizacién, proliferacion y neo-vascularizacion de las
células tumorales en sitios distantes [6]. En el fendmeno complejo de la diseminacion de
las células tumorales, uno de los primeros eventos importantes es la pérdida de la mayoria
de las caracteristicas epiteliales, a través de cambios drasticos en el citoesqueleto. Esta
serie de eventos se conoce como transicion epitelio-mesénquima (TEM), el cual es un
proceso en el que las células epiteliales sufren cambios bioquimicos para transformarse a
células mesenquimatosas, se pierden las uniones intercelulares y por lo tanto se vuelven
alargadas y no polarizadas, lo que les permite moverse a través de la matriz extracelular,
con lo cual generan un nuevo tejido con una polaridad diferente al epitelio que le dio origen
[7, 8]. La TEM no es un proceso exclusivo de las células tumorales, se ha descrito en 3
diferentes escenarios bioldgicos: La TEM tipo 1 esta involucrada en la implantacion del
embridn, la embriogénesis y la organogénesis. La TEM tipo 2 estd asociada a la
cicatrizacién de heridas, regeneracion tisular y fibrosis en érganos como el rifién; y la TEM
tipo 3 es la que se encuentra implicada en la tumorigénesis, explicando la progresién de un
carcinoma in situ a uno invasor [9]. También se ha asociado con la resistencia a la apoptosis
y a farmacos de quimioterapia [10]. El papel de la TEM en cancer ya esta bien establecido,
y se asume es un componente indispensable para la metastasis [11]. Una vez que las
células tumorales alcanzaron el sitio de metastasis distante, retoman el fenotipo del tumor
primario a través de un proceso llamado transicion mesénquima-epitelio (TME). Por lo tanto,
los pasos de la TEM parecen ser reversibles, indicando la existencia de componentes

dinamicos en la progresion tumoral [12].



Se han descrito diversos marcadores implicados en la TEM, uno de los mas estudiados es
la disminucién de la expresion de E-cadherina, proteina involucrada en uniones célula-
célula, la cual se requiere para mantener uniones estables, y durante la TEM baja sus
niveles al minimo [13]. La pérdida de E-cadherina esta asociada con mayor invasividad en
cancer y es considerada una caracteristica distintiva del proceso de TEM. Concomitanante
ala pérdida de E-cadherina, se da un incremento en los marcadores mesequimatosos como
la N-cadherina, este proceso se conoce como intercambio de cadherinas [14]. Otros
marcadores regulados de manera positiva caracteristicos de un proceso de TEM son
vimentina, fibronectina, actina de musculo liso; factores de transcripcion como Snail, Twist,
Slug y ZEB; ademas de factores de crecimiento como el factor derivado de plaquetas
(PDGF, del inglés, platelet-derived growth factor) [15-18]. Otras moléculas de adhesién
célula-célula como las claudinas 3, 4, 7, a-catenina, y-catenina, ocludinas son reguladas
negativamente en células con fenotipo mesenquimatoso [16, 18]. La pérdida de E-cadherina
no se debe a mutaciones o deleciones en el gen de e-cadherina, solo se han reportado
cambios epigenéticos y transcripcionales que silencian la expresion de E-cadherina, lo cual
le permite re-expresarse tanto en el tumor primario o en metastasis [19]. La TEM es un
proceso dinamico y es activado por diversos estimulos del microambiente tumoral que
incluyen factores de crecimiento, interacciones célula tumoral-estroma e hipoxia [20].
Dentro de las sefales que activan la TEM se encuentran factores de crecimiento como el
factor de crecimiento transformante B (TGF-, del inglés transforming growth factor beta),
el factor de crecimiento de los hepatocitos (HGF, del inglés hepatocyte growth factor), el
factor de crecimiento de fibroblastos (FGF, del inglés fibroblast growth factor), los factores
de crecimiento similares a la insulina 1y 2 (IGF 1y 2, del inglés insulin growth factor) y el

factor de crecimiento epidérmico (EGF, del inglés epidermal growth factor)



Existe evidencia suficiente acerca del papel de EGF y su receptor (EGFR) en procesos de
metastasis en diferentes tumores [21-23]. La unién de EGF a su receptor induce diversas
vias de sefalizacion como son la activacion de la proteina cinasa C-delta (PKC-3), las
cinasas activadas por mitégenos (MAPKs, del inglés mitogen-activated protein kinase), y
fosfolipasa C-y; estas vias facilitan la migracién celular [24, 25]. También se ha demostrado
que la activacion de EGFR induce la producciéon de metaloproteinasa 9, posiblemente a
través de la via de PI3K, que conlleva a la migracién celular [26, 27]. Se ha demostrado que
el tratamiento cronico con EGF en diversas lineas celulares de cancer de mama, de pulmoén
de células no pequefias y de préstata induce una regulacién negativa de la E-cadherina y
de las uniones de adhesion célula-célula [28, 29]. La hiperactivacion de EGFR también ha
sido reportada en multiples tumores como el de colon, mama, préstata, cabeza y cuello [30].
En modelos murinos de cancer de mama in situ, se ha demostrado que la sobreexpresion
de EGFR es suficiente para inducir la transformacion celular de un epitelio mamario normal
y puede volverse metastasico una vez que terminaron la TEM, la cual depende de la
habilidad de EGFR de fosforilar al transductor de sefales y activador de transcripcion 3
(STATS, del inglés, signal transducer and activator of transcription 3) [31]. Estos y otros
resultados sugieren que una senalizacion paracrina de EGF participa en la TEM [31, 32].
Por otra parte, esta ampliamente demostrado que el EGF induce la pérdida de E-cadherina
en diversas lineas celulares de tumores de mama, ovario, pulmén, y cabeza y cuello [29,

33-37].

Investigaciones recientes han establecido que STAT3 se encuentra constitutivamente
activado en diversos tipos de cancer y que juega un papel importante tanto en el desarrollo
del tumor, como en la metastasis. STAT3 es un factor de transcripcion que originalmente
fue descrito como un transductor que llevaba las sefiales desde los receptores en la

membrana de las células hasta el nucleo [38]. STAT3 se encuentra latente en el citoplasma



y es activado mediante fosforilacion en el residuo de tirosina 705 (Y705), lo que induce su
dimerizacion y posterior translocacion al nucleo, donde se une a secuencias especificas del
DNA, con la consecuente transcripcion de sus genes blanco [38, 39]. La fosforilacion de
STAT3 esta mediada por diversos receptores con actividad de tirosina cinasa intrinseca
como son EGFR, VEGFR y PDGFR, y algunas cinasa de tirosina no receptores como c-
Src, Abl; y receptores de citocinas como el IL-6R o el receptor de Oncostatina M (OSMR),
los cuales se encuentran asociados con una subunidad gp130 que se encuentra unida a
cinasas Janus (JAKs, del inglés, Janus Kinase), siendo esta ultima la que lleva a cabo la
fosforilacion de STAT3 [38, 40]. La activacidon constitutiva de STAT3 es necesaria para
mantener el fenotipo transformado en la mayoria de los tumores de mama, ovario, prostata,
pancreas, tiroides, cabeza y cuello, melanoma, carcinoma hepatico, renal, mieloma,
linfomas y leucemias [41]. En cancer, se ha demostrado que STAT3 participa activamente
en diversos procesos biolégicos como es la proliferacion celular, la migracion, la
angiogénesis, la invasion y la metastasis [38]. En afos recientes, se ha visto que STAT3 es
un importante inductor de la TEM mediada por factores como la IL-6 y el EGF [34, 36, 42-
44]. Una de la principales funciones de STAT3 en la TEM es inducir la transcripcién de los
factores de transcripcion (Snail, Slug, Twist, Zeb1/2) necesarios para la represion de los
marcadores epiteliales como la E-cadherina y la induccidn de los marcadores
mesenquimales como la vimentina y la N-cadherina [42]. Estos factores de transcripcion se
unen a la secuencia E-Box en el promotor de E-cadherina, reclutando co-represores

transcripcionales y deacetilasas de histona para silenciar la expresion de E-cadherina[45].

Como ya se ha mencionado anteriormente, la metastasis es una de las principales causas
de muerte de las pacientes con cancer de mama. Por lo cual, en los ultimos afios se ha
intensificado la investigacion acerca de los mecanismos de senalizacion de la TEM, un

mejor entendimiento de este proceso permitira el desarrollo de nuevas estrategias



terapéuticas que puedan inhibir la transformacion celular y el proceso de metastasis. Es de
particular importancia reconocer el contexto fisiolégico y la naturaleza dinamica del proceso
de TEM para el desarrollo de nuevos farmacos que interfieran con esta. Recientemente, se
utilizé a la Metformina, una biguanida utilizada en el tratamiento de la diabetes, para inhibir
la TEM inducida por IL-6 en células de adenocarcinoma de pulmon. La Metformina indujo
una inhibicion parcial de la TEM, que se demostré por una readquisicion de marcadores

epiteliales y disminucién de marcadores mesenquimatosos [46].

Estudios epidemiologicos han asociado el uso de la Metformina en pacientes diabéticos con
una reduccion en el riesgo de desarrollar multiples tipos de cancer entre ellos el de mama,
préstata y pancreas [47-49]. Sin embargo, la reduccién del riesgo es controversial en otras
neoplasias, como en cancer de vejiga en donde no se demostré ninguna asociacion [50].
En cancer de mama, un meta-analisis mostré un reduccién en el riesgo de incidencia de
este tipo de cancer cuando el tratamiento con Metformina era por mas de 3 afios[51];
también se ha observado que en cancer de mama triple negativo, la Metformina inhibe el
crecimiento celular e induce apoptosis bloqueando la fosforilacion de STAT3 [52]. La
Metformina es capaz de inducir un arresto parcial en la fase G1 del ciclo celular en células
Luminal A, B y HER2+ [53]. El mecanismo de accion de la Metformina mas estudiado es el
que involucra a la seril-treonil-cinasa activada por AMP (AMPK, el inglés AMP-activated
protein kinase), que se activa en situaciones de baja energia y funciona como un sensor
metabdlico, una vez que se activa incrementa los niveles de energia por disminucion de las
vias anabdlicas y aumentando las vias catabdlicas. AMPK es fosforilada por cinasa
hepatica B1 (LKB1, del inglés Liver Kinase B1) que es un supresor tumoral. La Metformina
activa a la AMPK en el higado, y probablemente en otros tejidos, por una reduccion
transitoria de la energia celular inducida por la inhibicion del complejo | de la cadena

respiratoria de la mitocondria [54].



Conocer los mecanismos moleculares responsables de la TEM permitird tener posibles
blancos terapéuticos que puedan inhibir dicho proceso, este es un abordaje atractivo que
podria inhibir el crecimiento tumoral, reducir las metastasis y atenuar la resistencia a
farmacos. Por lo cual, en el presente trabajo se estudié el papel de la Metformina sobre la
TEM inducida por EGF. Se utiliz6 un modelo de cultivos primarios de cancer de mama
(MBCDF y MBCD25) vy la linea celular MCF-7, en la cuales se indujo la TEM con EGF,
posteriormente se adicioné Metformina y se analizé la capacidad del farmaco de revertir la
TEM por el efecto sobre la expresién de E-cadherina, N-cadherina y el factor de
transcripcién Snail. Los resultados demuestran que en cultivos primarios y en la linea MCF-
7, la Metformina puede revertir la TEM inducida por EGF, re-expresando la E-cadherina y
reprimiendo la expresion de N-cadherina y Snail. Estos resultados sugieren que la
Metformina podria ser utilizada con la finalidad de revertir el proceso de TEM y disminuir la

capacidad metastasica de los tumores de mama.



DEFINICION DEL PROBLEMA

El cancer de mama es un problema de salud publica a nivel mundial y en nuestro pais. El
mayor impacto en la supervivencia de estas pacientes es el desarrollo de metastasis a
distancia. La TEM parece ser uno de los puntos clave en el desarrollo de la metastasis, por
lo cual, incidir en este punto seria un atractivo blanco terapéutico que permita bloquear el

desarrollo de la metastasis.

JUSTIFICACION

El cancer de mama es un problema de salud publica a nivel mundial y en nuestro pais. El
desarrollo de invasion y metastasis impactan en la supervivencia de las mujeres con esta

neoplasia.

Incidir en TEM, punto clave de la invasién celular, es un blanco terapéutico atractivo.
Metformina ha demostrado inhibicién de TEM mediada por IL-6 en cancer de pulmodn, sin
embargo, el papel de esta biguanida en cancer de mama y en TEM mediada por EGF no

esta explorado.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

En células de cancer de mama que han adquirido un fenotipo mesenquimatoso debido a

una TEM mediada por EGF via STATS3, La Metformina puede la TEM en este modelo?

HIPOTESIS

En células de cancer de mama, el uso de la metformina revierte la TEM inducida por EGF,
induciendo la re-expresién de E-cadherina y la represion de la expresion de N-cadherina y

Snail.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

o Demostrar que Metformina puede revertir la TEM mediada por EGF en células de
cancer de mama

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Inducir TEM in vitro en células de cancer mama mediante el uso de EGF, a través
de la activacion de STATS3.

2. Analizar los marcadores epiteliales (E-cadherina) y mesenquimales (N-cadherina)
en células de cancer de mama tratadas con EGF.

3. Analizar la expresion del factor de transcripcion Snail en células de cancer de mama
tratadas con EGF.

4. Analizar el efecto de la Metformina sobre los marcadores de TEM en células de

cancer de mama previamente estimuladas con EGF.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Factor de crecimiento epidérmico (Del inglés: Epidermal Growth Factor, EGF) fue obtenido
de PeproTech (RockyHill, NJ, EUA). Metformina fue adquirida de MP Biomedicals (Santa
Ana, CA, EUA). Se utilizaron los anticuerpos primarios contra E-cadherina, Tubulina, p-
STAT3 (Tyr705) y STAT3 de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz Biotechnology, CA,
EUA), anti-Snail y anti-N-cadherina de Cell Signalling Technology (Cambridge, MA, EUA).
Anticuerpo secundario anti-ratén o anti-conejo se adquirieron de Jackson ImmunoResearch

(West Grove, PA, EUA).



Cultivo Celular

La linea celular humana MCF-7 se obtuvo de la ATCC®. Se utilizaron los cultivos primarios
de cancer de mama MBCDF y MBCD25 obtenidas a partir de biopsias de pacientes con
cancer de mama del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran
(protocolo aprobado por el Comité de Etica del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutriciéon Salvador Zubiran Ref. 1549, BQO-008-06/9-1). Todos los cultivos fueron
mantenidos en medio RPMI-1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino, antibiético
y antimicético (Invitrogen Corporation, Camarillo, CA, EUA) a 37°C en una atmésfera

humidificada con 5% de CO..
Estimulacion Celular

Para los ensayos de fosforilacion de STAT3, las células MBCDF, MBCD25 y MCF-7 se
sembraron a una densidad de 35 000 células/cm? en platos de cultivo de 60 mm mantenidas
en medio RPMI-1640 suplementado con 0.1% de suero fetal bovino durante 24 h, las células
se estimularon con 10 ng/ml de EGF por los siguientes tiempos: 0, 5, 15, 30 y 60 min. Para
los ensayos de induccién de TEM, las células MBCD25, MBCDF y MCF-7 se sembraron a
una densidad de 150,000 células/plato de cultivo de 60 mm (Corning®) y se estimularon con
EFG 10 ng/ml, al dia 3 se re-adicioné EGF a la misma concentracion. Se obtuvieron botones
celulares los dias 0, 1, 3y 5. Para los ensayos donde se co-estimulé con EGF y Metformina,
las células se trataron con EGF 10 ng/ml durante 5 dias, con re-adicion de EGF al dia 3. En
el dia 5 a una condicién se le adiciond Metformina 10mM con 10 ng/ml EGF y otro se

mantuvo solo con EGF, se obtuvieron botones celulares a los dias 7 y 9.

Ensayo de Inmunoblot (Western Blot)
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Las células fueron lisadas en un buffer que contiene HEPES 50mM (pH 7.4), EDTA 1mM,
NaCl 250 mM, Nonidato P-40 1%, NaF 10 mM, Vanadato de sodio 1 mM e inhibidores de
proteasas (Complete, EDTA-free, Roche). 25 ug de proteina se sometieron a electroforesis
en geles de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE) y fueron transferidos a membrana
Immobilon-P PVDF (Millipore Corp. Bedford, MA, EUA). Las membranas fueron bloqueadas
durante 60 minutos con leche al 5% en PBS-Tween 0.05%. Posteriormente fueron
incubadas con los correspondientes anticuerpos primarios Tubulina, pSTAT3, STAT3, E-
cadherina, N-cadherina y Snail durante toda la noche a 4°C en agitacion. Al dia siguiente
se incubaron por 60 minutos con el anticuerpo secundario conjugado a HRP. La sefal fue
visualizada mediante quimioluminiscencia utilizando el kit Super Signal West Pico (Thermo,

Rockford, IL, EUA) y se expuso a una pelicula radiografica (Kodak).

RESULTADOS

EGF induce fosforilacion de STAT3 en la Y705 en células de cancer de mama.

Se ha demostrado que la unién del EGF a su receptor induce la activacion de STAT3 [42].
Para analizar si la estimulacién con EGF induce la activacién de STAT3 en células de
cancer de mama, estimulamos a las células MBCDF, MBCD25 y MCF7 con este factor. La
fosforilacion de STAT3 (Y705) fue analizada por Western blot (Figura 1). Nuestros
resultados muestran que el tratamiento con EGF indujo la fosforilacién de STAT3 con
respecto al tiempo. Las células MBCDF, MBCD25 tienen un pico de activaciéon a los 5
minutos, mientras que en las MCF-7 se observé el maximo de activacion a los 15 minutos
(Figura 1, panel superior). El tratamiento con EGF a estos tiempos no provocé cambios en
la cantidad de STAT3 total (Figura 1, panel medio). La tubulina fue utilizada como control
de carga (Figura 1, panel inferior). Estos resultados demuestran que la cinética de

fosforilacion de STAT3 (Y705) inducida por EGF es diferente para cada una de las células
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de cancer de mama con un intervalo de 5 a 15 minutos tanto en cultivos primarios como en

lineas celulares de cancer de mama.

MBCD25 MBCDF MCF-7
Minutos 0 5 15 30 60 0 5 15 30 60 0 5 I5 30 60
=F pSTAT3
- - D e e - (Y705)

el es oeermer ® gpeE» o a» @ STAT3

D EETPER @) S — e @ lubulina

EGFIOngiml . + + + + - + + + + - o+ + o+ o+

Figura 1. EGF induce fosforilacién de STAT3 en las células de cancer de mama MBCDF, MBCD25 y MCF-
7. Las células de cancer de mama MBCD25, MBCDF, y MCF-7 se trataron con EGF 10 ng/ml a los tiempos 0,
5, 15, 30 y 60 min. Se realizé Western blot para analizar la fosforilacion de pSTAT3 (Y705) usando anticuerpos
fosfo-especificos (panel superior). La cantidad total se de STAT3 se analiz6 usando un anticuerpo anti-STAT3
(panel medio). Tubulina fue utilizado como control de carga de la proteina total (panel inferior).

EGF induce TEM in vitro en células de cancer de mama.

Una vez que demostramos que EGF fosforila a STAT3 en las células de cancer de mama,
analizamos si el tratamiento con EGF induce la TEM en las células MBCD25 y MBCDF. La
TEM fue evaluada como la pérdida de E-cadherina mediante Western blot. Nuestros
resultados muestran que el tratamiento continuo con EGF por cinco dias indujo una
disminucion de la expresion de E-cadherina con respecto al tiempo de tratamiento, siendo
indetectable por este método al dia 5. (Figura 2A, panel superior izquierdo y derecho). La
tubulina fue utilizada como control de carga (Figura 2A, panel inferior izquierdo y derecho).
Se realiz6 un experimento similar con la linea celular MCF-7, el cual también se observa la
pérdida de E-cadherina al dia 5 (Figura 2B, panel superior). En estas células también se
analizd el comportamiento del factor de transcripcion Snail, el cual aumento su expresion
con respecto al tiempo de tratamiento con EGF (Figura 2B, panel medio). La tubulina se

usé como control de carga (Figura 2B, panel inferior). Estos resultados muestran que el
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tratamiento con EGF induce la pérdida de E-cadherina en las células de cancer de mama,
por lo cual se considera que realizaron la TEM. Esto se ve mejor sustentado en las células
MCF-7 en donde ademas de la pérdida de E-cadherina mediada por EGF, hay un

incremento de Snail que es el encargado de reprimir la expresion de E-cadherina.

A MBCD25 MBCDF

Dias o I 3 5 o I 3 5

- SBesE | Ccadherina

U ED = T e» e s Tubulina
EGF 10 ng/ml - + + + - + + +

B MCF-7

Dias 0 | 3 5
b — E-cadherina

o @ 99 Snail

—— am» s> Tubulina

EGF I0ngiml .- + + +

Figura 2. EGF induce la pérdida de expresidon de E-cadherina y aumento de la expresién de Snail en
células MBCDF, MBCD25 y MCF-7. A. Las células de cancer de mama MBCD25 y MBCDF se trataron con
EGF 10 ng/ml alos dias 0y 3. Se realizd Western blot para analizar la expresién de E-cadherina (panel superior).
Tubulina fue utilizado como control de carga de la proteina total (panel inferior). B. La linea celular MCF-7 se
traté con EGF 10 ng/ml los dias 0 y 3. Se realizé Western blot para analizar la expresién de E-cadherina (panel
superior) asi como para analizar la expresion de Snail (panel medio). Tubulina fue utilizado como control de
carga de la proteina total (panel inferior).

Metformina revierte TEM inducida por EGF en células de cancer de mama

Una vez que demostramos que el tratamiento con EGF induce la TEM, con una pérdida
significativa de E-cadherina y un aumento en la expresion de Snail, estudiamos si la

Metformina tiene algun efecto sobre la TEM que previamente habia sido inducida por EGF
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en las células de cancer de mama MBCDF, MBCD25 y MCF7. Las células fueron tratadas
con EGF de manera similar al experimento anterior y al dia 5 se adicion6 Metformina 10
mM por 4 dias mas. La expresion de E-cadherina se mantiene reprimida por el tratamiento
con EGF solo, mientras que la adicién de Metformina junto con EGF a partir del dia 5 induce
una re-expresion de E-cadherina analizada al dia 7 y 9 en las células MBCD25 y MBCDF
(Figura 3A, panel superior izquierdo y derecho). En contraste, la N-cadherina, un marcador
mesenquimatoso, se incremento con el tratamiento continuo de EGF y disminuy6 con el
tratamiento con la Metformina y el EGF juntos (Figura 3A, panel medio izquierdo y derecho).
Un experimento similar en las células MCF-7 mostré resultados parecidos en cuanto a la
re-expresion de E-cadherina cuando las células se trataron con Metformina y EGF juntos
(Figura 3B, panel superior). Por otra parte, en las células MCF-7 se analizé la expresiéon de
Snail en estas condiciones, observandose un aumento de este factor de transcripciéon
cuando solo se traté con EGF y disminucién de su expresion cuando la células se trataron
de manera conjunta con Metformina y EGF (Figura 3B, panel medio). La tubulina fue

utilizada como control de carga en todos los casos (Figura 3A y 3B, panel inferior).

DISCUSION

En el presente trabajo estudiamos el papel de la Metformina sobre la TEM en lineas
celulares y cultivos primarios de cancer de mama. En primer lugar analizamos la activacion
de STAT3 mediada por EGF en células de cancer de mama MBCD25, MBCDF y MCF-7.
Nuestros datos mostraron que en las células de cancer de mama STAT3 se activa con

cinéticas diferentes para cada tipo de cultivo celular utilizado. Posteriormente,
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Figura 3. La Metforminarevierte los marcadores de TEM en células de cancer de mama. A. Las células de
cancer de mama MBCD25 y MBCDF se trataron con EGF 10 ng/ml alos dias 0, 3, 5y 7. Al dia 5 se adicion6 a
una condicion EGF 10 ng/ml mas Metformina 10 mM con re-adicion al dia 7. Se realiz6 Western blot para
analizar la expresion de E-cadherina (panel superior), asi como la expresion de N-cadherina (panel medio).
Tubulina fue utilizado como control de carga de la proteina total (panel inferior). B. La linea celular MCF-7 se
traté como en A. Se realizd Western blot para analizar la expresion de E-cadherina (panel superior), asi como
la expresion de Snail (panel medio). Tubulina fue utilizado como control de carga de la proteina total (panel
inferior).

en el mismo panel de células se estudio la inhibicién de la expresion de E-cadherina, asi
como la inducciéon del factor de transcripcion Snail mediada por EGF. Los resultados
mostraron que el EGF induce la pérdida de E-cadherina con un concomitante aumento de
Snail, lo que indica que las células se indujeron a una TEM. Finalmente, las células de
cancer de mama fueron tratadas con EGF para inducir una TEM y después se adicion6

Metformina al tratamiento de EGF y se analiz6é su efecto sobre los marcadores de TEM.
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Observamos que la Metformina induce la re-expresion de E-cadherina, asi como una

disminucion de la expresion de N-Cadherina y de Snail.

La TEM se caracteriza por cambios bioquimicos en el citoesqueleto de las células, uno de
los principales marcadores de la TEM es la pérdida de E-cadherina, un marcador epitelial,
que funciona para mantener la adhesion célula-célula en los tejidos epiteliales. Una vez que
las células perdieron la E-cadherina, este es un evento que indica que las células
experimentaron una TEM. En nuestro modelo el EGF induce una pérdida de E-cadherina
como ya esta previamente reportado tanto para el cancer de mama, como para otros tipos
cancer [29, 33-37]. La pérdida de E-cadherina esta mediada por una accion represora de
factores de transcripcion como Snail, Twist y Slug, los cuales son inducidos por la accién
de STAT3 [42, 44]. En nuestro sistema Snail incrementoé sus niveles por accion de EGF y
como ya habiamos demostrado, el EGF activé a STAT3, el cual probablemente indujo la

transcripcion de Snail y este a su vez reprimié la expresién de E-cadherina.

La TEM es una de los pasos indispensables para la metastasis de las células cancerosas,
por esta razon, en los ultimos afos las investigaciones en esta area se ha enfocado en
entender el proceso de TEM y como interferir con este proceso. Recientemente, se
demostré que la Metformina puede inhibir la TEM mediada por IL-6, probablemente por el
bloqueo de la fosforilacion de STAT3 [46]. A diferencia de este y otros trabajos, nuestro
estudio constituye un modelo unico, ya que primero se induce la TEM con EGF en lineas
celulares y cultivos primarios de cancer de mama y posteriormente se analiza el efecto de

la Metformina sobre su capacidad de interferir con la TEM.
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CONCLUSIONES

En este trabajo demostramos en los cultivos primarios y lineas celulares de cancer de mama
que la Metformina induce la re-expresion de E-cadherina e inhibicién de Snail y N-
Cadherina. Por lo tanto, la Metformina en nuestro modelo es capaz de revertir la TEM
mediada por EGF. Estos resultados apoyan el uso potencial de la Metformina de manera
simultdnea a otros tratamientos de quimioterapia. Estos resultados sugieren que la
Metformina inhibe la TEM, la cual es uno de los pasos criticos de la metastasis. Finalmente,
la Metformina podria ser una alternativa de tratamiento para bloquear el potencial
metastasico, la resistencia a farmacos de quimioterapia, y la recurrencia tumoral, los cuales

estan asociados a un pobre pronéstico en cancer de mama.
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