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1. Resumen

El cancer de mama para 2012 se encontré en el primer lugar a nivel mundial en
incidencia y mortalidad. Lo anterior se ha visto relacionado con el descubrimiento de
una pequena subpoblacion en los tumores mamarios, las células troncales tumorales
de mama (CTTM).

Las CTTM tienen la capacidad de autorenovarse y de dar paso a células de diferente
linaje; al igual que las células troncales normales, sin embargo, al ser células tumorales
tienen la capacidad de repoblar el tumor y de generar células tumorales de diferentes
linajes. También se les adjudica la capacidad de quimio-resistencia, asi como la
capacidad de realizar metastasis e invasién hacia otros tejidos. Las CTTM tienen
marcadores para su identificacion, entre los mas estudiados se encuentran CD44,
ALDH, CD49f.

Actualmente no existe una terapia especificamente dirigida a células troncales
tumorales. El receptor CD44 unido a su ligando el acido hialurénico (HA), esta
implicado en funciones biolégicas en cancer de mama, como la autorenovacion,
metastasis, e invasion; las cuales son caracteristicas de las CTTM.

Con anterioridad el grupo de trabajo del laboratorio de Farmacologia Molecular de la
Facultad de Medicina realiz6 una busqueda de compuestos a partir de una base
aprobada por la FDA, con los cuales se hizo un cribado virtual, en el que se simul6 la
unioén de los compuestos al receptor CD44 en el sitio de union a HA.

En la presente investigacion se evalud la citotoxicidad en condiciones adherentes y la

formacion de mamoesferas en las lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-231 y




MCF-7; asi como de tres compuestos, resultado de la simulacién in silico. Se observo
que el compuesto 9805 presentd citotoxicidad a bajas concentraciones en cultivos
adherentes e inhibié la formacion de mamoesferas en ambas lineas celulares. El
compuesto 1276 en ambas lineas celulares, no presento un efecto inhibitorio en la
formacion de mamoesferas ni citotoxicidad en cultivos adherentes. En el caso del
compuesto 4867 no presentd citotoxicidad en las condiciones evaluadas en cultivos
adherentes de ambas lineas celulares, sin embargo se observé que desde bajas
concentraciones de 0.1 pyM se observa el efecto inhibitorio en la formacién de
mamoesferas en la linea celular MDA-MB-231 y en menor magnitud en la linea celular

MCF-7.

Palabras clave: cancer de mama, células troncales tumorales, CD44, citotoxicidad,

mamoesferas.




2. Introduccioén

2.1 Definicidn de cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades, con la caracteristica comun de que las
células del individuo sufren mutagénesis (cambios en las secuencias de DNA)
resultando en: i) una divisidon celular anormal incontrolada; ii) la capacidad de invadir
otros tejidos a través del sistema sanguineo y/o linfatico (NCI, 2014). En conjunto,
estos cambios de expresion de genes y evolucion de la enfermedad sin un tratamiento,

puede resultar en la muerte del individuo que lo padece (Ruddon, 1995, 2007).

2.2 Tipos de cancer

El cancer se puede clasificar de acuerdo al tipo de tejido del cual se origina (Ruddon,
2007; SEER, 2015) en:
e Carcinoma.- Su origen se encuentra en células epiteliales que cubren las
superficies internas y externas de los tejidos. Se subdivide en:
i) Adenocarcinoma.- Proviene de las células epiteliales que producen fluidos
0 mucosa. Por ejemplo las glandulas mamarias o los pulmones.
ii) Carcinoma basal.- Las células epiteliales se encuentran en la capa basal
de la epidermis.
iii) Carcinoma escamoso.- Las células epiteliales se encuentran en la
superficie exterior de la piel.
iv) Carcinoma transicional.- Las células epiteliales suelen formar varias

capas.




e Sarcoma.- Se forman en tejido conectivo y de soporte. Incluye huesos,
musculos, tejido fibroso, vasos sanguineos y linfaticos.

e Mieloma.- Se origina en células plasmaticas y en otras células del sistema
inmune.

e Leucemia.- Se origina en médula ésea, dando como resultado células anormales
inmaduras.

e Linfoma.-Se origina en glandulas o nodos del sistema linfatico.

2.3 Generalidades del cancer

Los diferentes tipos de tumores, a pesar de provenir de distintos tejidos de origen, las
células que los conforman, sufren un proceso llamado carcinogénesis. Las células
normales cambian su fenotipo hacia células neoplasicas debido a cambios en el
genoma (mutaciones), asi como exposicion a carcindégenos (que pueden ser agentes
quimicos, bioldgicos y/o fisicos) e incluso influencia el estilo de vida (consumo de
alcohol, tabaco, etc.) Los habitos y exposicion a carcindgenos, incrementan la

probabilidad de incidencia y/o predisposicion a padecer cancer.

El proceso es dividido en tres etapas (Devi, 2004; Ruddon, 1995, 2007):

Iniciacion.- Las células sufren alteraciones genéticas irreversibles ya sea por una o por
varias mutaciones creando un potencial de desarrollo neoplasico en células
subsecuentes. Los proto-oncogenes, genes activos en células normales, pueden llegar
a sufrir modificaciones que resultan en la sobreexpresién o en la alteraciéon de la

estructura de la proteina del oncogen. Por tanto pasan a ser oncogenes sobre-




expresados o alterados estructuralmente, responsables de Ila transformacion
neoplasica (por ejemplo RAS, MYC). Los genes supresores de tumor (GST), genes
reguladores negativos de la proliferacion durante el ciclo celular (genes como RB, P53)
se ven suprimidos o mutados lo que resulta en la pérdida de su funcién. Los cambios
en estos oncogenes y GST llevan a las células normales a una desregulacion de genes

involucrados en rutas de sefalizacion como vias de proliferacién celular.

Promocidén.- Aquellas células transformadas que sufrieron cambios genéticos en la
primera etapa siguen siendo estimuladas por los agentes o factores carcinogénicos y
por factores intracelulares como citocinas, metabolitos lipidicos y otros factores que
cambian la expresion de genes lo que provoca que la expansion clonal y que la

proliferacion sea descontrolada y autbnoma.

Progresion.- Es una etapa irreversible que da paso a subpoblaciones heterogéneas
malignas en incremento, caracterizadas por inestabilidad cromosémica y proliferacion
alterada, resultando en el aumento del tamafio del tumor. Este incremento del tumor
depende de la disponibilidad de nutrientes y oxigeno, por lo que se desarrollan nuevos
vasos sanguineos (angiogénesis) para que aquellos tumores de mas de un diametro de
1-2 mm?® tengan un suministro suficiente que sustente la proliferacion de las células
cancerosas dentro del tumor (Nishida, Yano, Nishida, Kamura, & Kojiro, 2006). Durante
esta etapa ocurre la metastasis, donde las células cancerosas pierden la propiedad de
adhesion y pueden desprenderse de la masa tumoral e invadir tejidos vecinos al entrar

a la circulacion sanguinea y/o linfatica.

Durante el proceso de carcinogénesis ocurren mutaciones en genes gatekeeper o

genes portero que regulan la proliferacion y la diferenciaciéon celular; en genes




caretaker o genes cuidadores del genoma encargados de mantener la integridad del
genoma y en genes landscaper o genes paisajistas que al sufrir mutaciones generan un
ambiente anormal propicio para el tumor (Rajagopalan & Lengauer, 2004). Las células
cancerosas adquieren los 6 hallmarks o sellos distintivos del cancer (Hanahan &

Weinberg, 2011):

1. Sostenimiento de sefiales de proliferacién. Las células cancerosas pueden
producir autocrinamente ligandos de receptores a factores de crecimiento. Por
ejemplo el factor de crecimiento epidérmico (EGF, por sus siglas en inglés) que
al unirse fosforila y activa a su receptor (EGFR, receptor del factor de
crecimiento epidérmico) por lo que las rutas de Ras/MAPK(Cinasas activadas
por mitégenos)/PI3K(familia del fosfatidilinositol-3-cinasas)/AKT (proteina serina-
treonina cinasa, también llamada cinasa B), fosfolipasa C y Src se activan,
sosteniendo la transcripcion de genes de proliferacion y de sobrevida (Jia,
Zhang, Shen, & Yang, 2014). Por otra parte el receptor EGFR activado puede
unirse a la isoforma Lyn de p56, una tirosina cinasa que fosforila MCM7
(miembro de los minicromosomas de proteinas de mantenimiento), factor
necesario para la replicacion del DNA vy la proliferacion. Otros factores de
crecimiento que se producen autocrinamente involucrados en el sostenimiento
de la proliferacion son: i) el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF, por sus
siglas en inglés); ii) el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF, por
sus siglas en inglés); iii) el factor de crecimiento tumoral-a (TGFa, por sus siglas

en inglés) (Hanahan & Weinberg, 2000).




Las células del estroma asociadas al tumor también producen factores para
mantener las sefiales de proliferacion, tal es el caso de las células epiteliales y
fibroblasto que sobre-expresan citocinas como CXCL14, CXCL12 que se unen a
receptores de células epiteliales y promueven la proliferacién de las células
cancerosas (Bhowmick, Neilson, & Moses, 2004).

Algunos receptores sufren cambios estructurales por mutaciones que los hacen
independientes de union a su ligando, de tal manera que siempre se encuentra
activa la proliferacion; tal es el caso de EGFR que por alteraciones genéticas
pierde el dominio citoplasmatico, lo que ocasiona que siempre se mantenga
activa la proliferacién celular (Hanahan & Weinberg, 2000). Otro mecanismo
para mantener senales de proliferacion constantes es mediante la activacion
constitutiva de componentes de vias de sefalizacidon implicadas en la
proliferacion, por ejemplo la via de senalizacion de SOS-Ras-Raf-MAPK, donde
las proteinas Ras estan alteradas estructuralmente lo que les permite el flujo de
sefiales mitogénicas a las células de manera constitutiva y sin necesidad de que
se estimule mediante sus reguladores rio arriba (Hanahan & Weinberg, 2000,

2011).

Pérdida de la sensibilidad de sefiales de antiproliferacion. Principalmente
ocurre a través de la inactivacion de GST que controlan el ciclo celular. La
adecuada division celular requiere de la replicacion del Acido
Desoxirribonucleico (DNA, por sus siglas en inglés) en fase S y que se

distribuyan equitativamente los cromosomas durante la fase de la mitosis. El




ciclo celular tiene dos mecanismos que lo mantienen funcionando
adecuadamente i) mediante la expresion de ciclinas que se asocian con cinasas
dependientes de ciclinas (CDK, por sus siglas en inglés) formando un complejo
cataliticamente activo, lo que permite que el ciclo celular se regule, asegurando
una transicion adecuada entre etapas; ii) mediante “checkpoints” que pueden
retrasar la progresion del ciclo hasta que sea necesario; por ejemplo, si el DNA
tiene dafno no se permita la continuidad del ciclo hasta que sea reparado
(Collins, Jacks, & Pavletich, 1997). Tal es el caso de TP53, un GST que codifica
para la proteina p53, la cual responde al dafio del genoma. En caso de que el
dafo al DNA sea excesivo activa sefales para que la célula deje de proliferar e
inicie programas de apoptosis. En células cancerosas, p53 en mas del 50% de
los pacientes se encuentra inactivado y no se recibe la sefal de inicio de la
apoptosis (Bieging, Mello, & Attardi, 2014; Hanahan & Weinberg, 2000, 2011).

Las células cancerosas evaden el mecanismo de inhibicién de la proliferacion
por contacto, lo que limita el numero de células y asegura una homeostasis
normal en tejidos sanos. Por ejemplo el gen NF2 que produce la proteina Merlin
(la cual regula la inhibicion por contacto limitando la emision efectiva de sefales
de proliferacion mediadas por EGFR), se encuentra inactivado en células
cancerosas por lo que no se limita su proliferacion (Curto, Cole, Lallemand, Liu,

& McClatchey, 2007).

. Evasion de la apoptosis. En células cancerosas se da la activaciéon

incrementada de proteinas regulatorias antiapoptéticas de la familia Bcl-2. Las




células cancerosas regulan negativamente la expresion de factores
proapoptoéticos, por ejemplo Bax/Bim que al evitar la funcion de estas proteinas
las células cancerosas sobreviven a pesar de las mutaciones adquiridas (Adams
& Cory, 2007). Las células cancerosas estimulan las sefiales que bloquean la
apoptosis mediante cinasas de las rutas PIBK/AKT y mTOR (Levine & Kroemer,
2008). Las células cancerosas tratadas con alguna terapia son capaces de
inducir autofagia, la cual ocurre en respuesta a estrés o deficiencia de nutrientes,
la célula rompe sus organelos para que los catabolitos sean reciclados mediante
autofagosomas vy ser llevados a lisosomas para posteriormente ser utilizados en
biosintesis o para energia metabdlica. Al entrar en autofagia las células
cancerosas son capaces de entrar en un estado reversible de latencia o
quiescencia de tal manera que pueden persistir y proliferar después del
tratamiento. TP53 al estar inactivado en las células cancerosas permite la
evasion de la apoptosis aun cuando la célula tenga dafio en su DNA o a pesar
de los niveles sub-6ptimos de glucosa, oxigenacion o de sefales de crecimiento

(Hanahan & Weinberg, 2011).

Desarrollo del potencial replicativo. Las células cancerosas con
malfuncionamiento en genes gatekeeper de la progresién celular permiten que la
proliferacion sea constante. Otro mecanismo utilizado por las células cancerosas
es por la actividad incrementada de la telomerasa reversa transcriptasa (TERT,

por sus siglas en inglés) que adiciona segmentos repetidos de telomero a los




extremos del DNA evitando la apoptosis o al inactivar TP53 que aunque haya

erosion de los telomeros no se induce apoptosis (Artandi & DePinho, 2010).

. Induccién de la angiogénesis. En un tumor se forman nuevos vasos
sanguineos para la obtencién de nutrientes y oxigeno en respuesta a hipoxia
(bajos niveles de oxigeno). Se induce la produccién de los factores inducibles
por hipoxia (HIF, por sus siglas en inglés); HIF1a en su forma activa se transloca
al nucleo conformando un heterodimero con la subunidad HIF13, permitiendo la
transcripcion del FGF (Polet & Feron, 2013) y del factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF-A, por sus siglas en inglés). En células cancerosas, VEGF-A
se encuentra sobre regulado (Carmeliet, 2005) para sustentar el crecimiento del

tumor mediante la vasculogénesis (Hanahan & Folkman, 1996).

. Invasion y metastasis. En las células cancerosas el mecanismo mejor
caracterizado es el de la pérdida de la expresidon de E-caderina que es
importante en la adhesion célula-célula, haciendo a las células mas agresivas e
invasivas. En células cancerosas epiteliales se lleva a cabo la transicion epitelio-
mesénquima (EMT, por sus siglas en inglés) que las lleva a adquirir habilidades
para invadir, evadir la apoptosis y poderse diseminar (Cavallaro & Christofori,
2004). Las células cancerosas sobreexpresan factores de transcripcion como
Snail, Slug, Twist y Zeb; los cuales estan implicados en la regulacion de la

migracion (Yang & Weinberg, 2008).
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Por otra parte se da el reclutamiento de monocitos por el factor estimulante de
colonias 1 (CSF-1, por sus siglas en inglés) y por el ligando a la quimiocina dos
con motivo C-C (CCL-2) hacia el tumor, que en respuesta al estimulo hace que
los monocitos se diferencien a macrofagos que participan en la angiogénesis y
en la metastasis. Los macrofagos asociados al tumor (TAMs, por sus siglas en
inglés) producen factores y proteasas, como la proteina acida secretada rica en
cisteinas (SPARC, por sus siglas en inglés), osteonectina, catepsinas y
metaloproteasas que son requeridas para la metastasis pues facilitan el escape
de las células cancerosas. Los macrofagos participan en la intravasacion hacia
el torrente sanguineo al formar grupos o clusteres de macrofagos en el que las
células cancerosas egresan, ademas de suprimir la respuesta de células T
citotéxicas hacia células cancerosas invasoras, lo que facilita la intravasacién al

sistema circulatorio y la diseminacion a otros tejidos (Qian & Pollard, 2010).

2.4 Epidemiologia del cancer

El cancer es un problema de salud a nivel mundial. Como se muestra en la (Fig. 1), el
cancer de mama en mujeres a nivel mundial es el de mayor incidencia y mortalidad. Su
incidencia anual tiene una tasa de 25.2 por cada 100,000 mujeres y una mortalidad de
14.7 por cada 100,000 mujeres. Su incidencia se encuentra por arriba del cancer
colorectal, cérvico-uterino y de pulmén. En mortalidad también se encuentra por arriba

del cancer de pulmén, colorectal y cérvico-uterino (Ferlay et al., 2012).
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Fig. 1. Estadisticas de incidencia (azul) y mortalidad (rojo) de las principales neoplasias a nivel mundial [Modificada de

(Ferlay et al., 2012).]

En México, de acuerdo con las estadisticas de la Secretaria de Salud a 2010, los
tumores malignos se encuentran dentro de las primeras causas de muerte. En 2012 se
reportan 78,352 defunciones por cancer, siendo 38,706 defunciones en hombres y
39,645 en mujeres (INEGI, 2012).

En mujeres el cancer de mama es la principal causa de muerte teniendo una tasa de
9.2 por cada 100, 000 habitantes en contraste con otros tipos de neoplasias (Tabla 1).
La mayor tasa de mortalidad debido a ésta neoplasia ocurre en mujeres 45 a 65 afos
con 2,421 defunciones, seguido por mujeres de 65 a mas afos con 1, 754 defunciones

(SINAVE, 2012).

12




Tabla 1. Tasa de mortalidad debido a tumores malignos en México por género en 2010.

TUMORES MALIGNOS S0iAk HOMBRES MUJERES
DEF. TASA* DEF. TASA* DEF. TASA®
Traquea, bronquios y
pulcn 6,795 6.3 4,413 8.3 2,381 a3
Estémago 5,599 5.2 3,003 5.6 2,596 a7
Préstata 5,508 5.1 5,508 103 = )
o 5,393 [X4) 2,593 49 2,800 €1
Mama 5,094 a7 32 01 5,062 0.2
Cervicouterino 3,959 3.7 = . 3,059 72
Leucemia 3,953 36 2,106 4.0 1,847 33

Fuente: (SINAVE, 2012). * Tasa por cada 100,000 habitantes.

2.5 Subtipos de cancer de mama

El cancer de mama tiene diferentes subtipos por lo que se han debido generar
diferentes estrategias terapéuticas para su tratamiento. A continuacion se presenta la
clasificaciéon por su perfil molecular, es decir por su expresion genética analizada
mediante la técnica de microarreglos de DNA (Munirah et al.,, 2011; Reddy, 2011;

Schnitt, 2010):

1. Luminales. Se originan dentro de la linea de los ductos mamarios (Fig. 2.)
Expresan el receptor a estrogenos (ER, por sus siglas en inglés) o el receptor a
progesterona (PgR, por sus siglas en inglés), aunque pueden llegar a expresar
ambos. Se han reportado casos que expresan al receptor del factor de
crecimiento epidérmico humano 2 (HER2, por sus siglas en inglés).

2. Basales. Se originan en la membrana basal de los ductos mamarios (Fig. 2.).
Suelen presentar mutaciones en el gen BRCAL en la linea germinal o de manera
esporadica. Son considerados agresivos y aquellos con un peor prondstico ya

que dentro de éste subtipo caen los triples negativos que no expresan ER, PgR
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ni HER2, haciendo dificil que pacientes con este subtipo puedan recibir una
terapia dirigida. Son positivos para citoqueratinas 5, 6, 14 y 17 que se asocian a
citoqueratinas expresadas en el epitelio basal.

3. HER2. Expresan HERZ2 pero son negativos para ER y PgR. Se ha reportado que
algunos tumores tienen una baja expresion para ER.

4. Parecidos a tejido normal. Aquellos que no caen bajo la expresion de receptores

ni de las citoqueratinas mencionadas. Expresan las citoqueratinas 8/18.

Celulas

Mioen Lesis bes
Clhues
progeniioras)
loecales

Fig. 2. Estructura anatémica de la glandula mamaria humana [Modificada de (Dimri, Band, & Band, 2005).]

2.6 Tratamientos actuales contra el cancer de mama

Los tratamientos contra el cancer de mama dependen del tipo, tamaio y grado de
expansion del tumor. Los tratamientos incluyen: cirugia, radio y quimioterapia, terapia

hormonal.
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Cirugia o terapia primaria
Se extirpa el tumor por completo, algunas veces también se remueve parte de tejido
sano e incluso se remueve algun nodo linfatico como el axilar, en busca que las células

cancerosas no se hayan diseminado hacia el sistema linfatico (NCI, 2009).

Terapias adyuvantes/neoadyuvantes

La terapia adyuvante se le da al paciente después de la terapia primaria con el objetivo
de aumentar la tasa de supervivencia a largo plazo. En caso de la terapia
neoadyuvante se da antes de la terapia primaria, por ejemplo para tratar de reducir el
tamano del tumor y éste sea removido mediante cirugia. Tanto las terapias adyuvantes
como las neoadyuvantes incluyen quimioterapia, radioterapia, terapia hormonal,

farmacos dirigidos, o combinaciones de tratamientos (NCI, 2009).

Quimioterapia: Es la administracion de uno o varios agentes quimioterapéuticos en
intervalos de tres semanas ya que dafan a las células en proliferacion, por ejemplo a
precursores hematopoyéticos de la médula espinal. Los intervalos entre los
tratamientos permiten la repoblacion de células en tejidos normales que ocurre de
manera similar en tumores mediante células cancerosas quimio-resistentes (Kim &
Tannock, 2005).

Ejemplos de éstos agentes son doxorubicina que se une al DNA produciendo radicales
libres como mecanismo para inducir citotoxicidad en células cancerosas (Gewirtz,
1999). El paclitaxel que al interactuar con las subunidades a y B tubulina promueve el

ensamble de los microtubulos en el citoesqueleto, genera células multipolares que
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debido a la mala disgregacién de los cromosomas las células mueren o bien que
queden arrestadas en metafase (Bhalla, 2003; Weaver, 2014).

La resistencia a agentes quimioterapéuticos como doxorubicina y paclitaxel esta
asociada a la sobreexpresidon de genes de resistencia a multiples farmacos como
MDR1 (por sus siglas en inglés) o por la sobreexpresion de la P-glicoproteina (P-gp),
producto del gen MDR1 que es un transportador transmembranal ABCB1 dependiente
de ATP (adenosin trifosfato), cuyo rol es critico para reducir la concentracidon
intracelular de farmacos y agentes quimioterapéuticos por bombas de eflujo y por ende

a la resistencia a la quimioterapia (Baker & EI-Osta, 2004).

Radioterapia: Se administran pequefas dosis de radiacién ionizante que van de
acuerdo a la sensibilidad de tejidos normales de alrededor (Begg, Stewart, & Vens,
2011). Se utiliza para controlar la proliferacién e induccion de la apoptosis de células
cancerosas, es subletal para células de tejidos normales. De igual manera en el
periodo de recuperacion, las células cancerosas repueblan el tumor (Kim & Tannock,

2005).

Terapia hormonal: Administrada a pacientes con subtipo luminal ya que los tumores
son ER?*, se priva de estrogenos al paciente y ademas se administran farmacos como
tamoxifen que bloquea la actividad estrogénica del receptor (necesaria para el
crecimiento del tumor), o se utilizan inhibidores de aromatasa para el bloqueo de la
produccion de estrégenos. Sin embargo se ha observado resistencia a estos farmacos

(Whenham, D'Hondt, & Piccart, 2008) principalmente por: i) formas truncadas y activas
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de los receptores donde los farmacos no se pueden unir en el dominio extracelular; ii)
activacion de elementos rio abajo de las rutas de activacion independientes de los
receptores.

Las terapias funcionan en algunos pacientes, sin embargo se ha visto que los tumores
adquieren resistencia a las terapias hormonales, radioterapia y quimioterapia. Por ende

resulta en la reincidencia del cancer (Whenham et al., 2008).

2.7 Células troncales tumorales

Existe una subpoblacion celular remanente después de algun tratamiento con la
capacidad de autoreplicarse y de generar un nuevo tumor, las células troncales
tumorales (CTT).

Las CTT tienen caracteristicas similares a las células troncales normales como la
autorenovacion y la capacidad de generar células con un linaje distinto. A las CTT se
les implica en el mantenimiento y crecimiento del tumor contribuyendo a la
heterogeneidad de éste (Beck & Blanpain, 2013). Las CTT estan asociadas a invasion,
metastasis y resistencia a agentes citotdxicos, radiacion y/o quimioterapia (Kakarala &
Wicha, 2008). El concepto de CTT es importante en la clinica debido a que estan
involucradas en la reincidencia del cancer y en la resistencia a terapias actuales,
ademas no se cuenta con un tratamiento especifico por lo que se enfatiza la necesidad

de crear terapias dirigidas (Valent et al., 2012).
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2.8 Células troncales tumorales en cancer de mama

En cancer de mama se ha encontrado que existe una subpoblacién celular que es
altamente tumorigénica. En ratones inmunodeficientes, se necesitan inyectar solo 200
CTT de cancer de mama humano para la formacién de un tumor que recapitula la
jerarquia y heterogeneidad del tumor de origen. Esta subpoblacion se identifica por el
fenotipo CD44*, EpCAM* y CD24-°v_ Si se inyectan 20,000 células con fenotipo CD44-
/CD24* fallan en generar el tumor y si se inyectan 50,000 células sin un fenotipo en
especifico, solo un 25% de los ratones forman un tumor. Debido a que las células
CD44* CD24- son capaces de autorenovarse, diferenciarse y son altamente
tumorigénicas, se les clasificd como células troncales tumorales de cancer de mama
(CTTM) (Al-Hajj, Wicha, Benito-Hernandez, Morrison, & Clarke, 2003).

Se plantean dos posibles origenes de las CTTM: (Fig. 3.) 1) células troncales normales
de mama con rutas de sefalizacién asociadas a la autorenovacion y diferenciacion
desreguladas. Las células troncales normales debido a su largo tiempo de vida son
susceptibles a mutaciones, 2) células epiteliales mamarias que han sufrido EMT que se
encuentran susceptibles a transformaciones oncogénicas. Las CTTM expresan genes
asociados a EMT (Velasco-Velazquez, Homsi, De La Fuente, & Pestell, 2012).

1) 2)
Transfocmacién

Diferenciacion del N
_ Transformacion | _ Tamer > N\, )
SN —_— o—mcopiuics )
\_) ) ‘ Senaitzacion [
Asdocrina
- Y

Celuta Troncai CTT de Cedula Cancerosa Cedula Eprtelial
Maumanas Céncer do Mams Mamaria

» DesdderenciacsonReprogramacion E ,

Fig. 3. Posible origen de las células troncales tumorales de cancer de mama (Adaptada de (Velasco-Velazquez et al.,

2012)).
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Las CTTM sobreexpresan Twist1/Twist2, que son factores de transcripcion asociados a
genes responsables de EMT, causan pérdida de adhesion celular y adquisicion de
propiedades migratorias que promueven la progresion y metastasis (Thiery, Acloque,
Huang, & Nieto, 2009). Twist1/Twist2 también regulan propiedades de las células
troncales normales, ya que son requeridos en el desarrollo embrionario (Mani et al.,
2008). Las CTTM sobreexpresan Twist1/Twist2 en conjunto con otros factores como
Snail1/Snail2 y con el receptor CD44, regulando la capacidad de formar esferas in vitro,
asi como la capacidad de recapitular la jerarquia del tumor original cuando se realizan
xenotransplantes a través de pases seriados en ratones inmunodeficientes (Hollier et
al., 2013).

Las CTTM pueden también identificarse por otros marcadores celulares de superficie
como CD133 (Wright et al., 2008); por la actividad de la enzima aldehido
deshidrogenasa (ALDH) (Ginestier et al., 2007); por la presencia de transportadores
transmembranales como son las bombas de exclusion de farmacos tal como
ABCG2/BCRP1 de la familia de los transportadores ABC (Patrawala et al., 2005); 6 por
la expresién de genes asociados a troncalidad como son OCT4, NOTCH1, ALDH1,

FGFR1y SOX1 (Wright et al., 2008).

2.9 Receptor CD44

La expresion del receptor CD44 se asocia al fenotipo de las CTTM. CD44 es una
glicoproteina transmembranal de 85 — 90 kDa en su forma estandar, mientras que en
sus formas variables puede llegar a los 250 kDa (Prochazka, Tesarik, & Turanek,

2014). El gen que codifica para CD44 consta de veinte exones y diecinueve intrones,
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que se encuentra en el cromosoma 11 en humanos (Fig. 4A.). Comunmente se expresa
en células embrionarias, hematopoyéticas, mesénquimales, epiteliales y en las CTT de
otros origenes (Williams, Motiani, Giridhar, & Kasper, 2013).

A D. Extracalular D.T D.C

Exén 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

I

B -S . S‘ Dominio
S-S Extracalular
S-

Distai

[
Dominko J
U} ' 4
Extracelular (’ «

Proximal

OO0OOCHOO00 Comio
Tansmambeanal
X

Dominio
Citesélico

Fig. 4. A. Estructura del gen para el receptor CD44, los exones 1-5y del 16-20 generan CD44s, mientras que los exones 6-
15 forman 10 diferentes isoformas CD44v. D. T. (Dominio Transmembranal). D.C. (Dominio Citosdlico) [Modificado de
(Zoller, 2011)]. B. Dominios funcionales del receptor CD44 [Modificado de (Tolg, Hofmann, Herrlich, & Ponta, 1993)], la
flecha indica el sitio variable de las isoformas de CD44. C. Estructura del receptor CD44. C1 es la forma CD44s y C2
corresponde a CD44v. Por ejemplo la isoforma CD44v2-v10 se forma incluyendo los exones 8 al 15 que corresponden de

V2 a V10 [Modificado de (Zoller, 2011)].

El receptor CD44 cuenta con cuatro sitios funcionales (Afify, Purnell, & Nguyen, 2009)
(Fig. 4B.):

Dominio extracelular distal.- Sitio donde principalmente se une el acido hialurénico (HA,
por sus siglas en inglés).

Dominio extracelular proximal.- Sitio variable entre las isoformas que se generan por
splicing alternativo (Tolg et al., 1993).

Dominio transmembranal (D. T.)
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Dominio citosdlico (D. C.).- Interactia con proteinas del citoesqueleto y de sefalizacion
intracelular (ezrina, radixina, meosina, cinasas de la familia SRC, anquirina) (Van

Pham, Nguyen, Phan, & Phan, 2013)

La forma estandar se genera a partir de los exones 1-5 y de los exones 16 al 20
(Prochazka et al., 2014; Zoller, 2011). La forma estandar CD44s (Fig. 4-C1.) al unirse
con HA, un glicosaminoglicano de alto peso molecular cargado negativamente que se
encuentra predominantemente en la matriz extracelular (Harada & Takahashi, 2007),
participa en la migracién de células de carcinoma mamario. CD44 incrementa la
invasividad de las células cancerosas al asociarse con la metaloproteasa 9 (MMP-9)
para actuar sobre la superficie celular (Yu & Stamenkovic, 1999). CD44 se asocia con
la metaloproteasa 7 (MMP-7) para mediar la degradacion de proteinas de membrana
como fibronectina, colagena tipo IV, laminina y elastina en células cancerosas

(Bourguignon et al., 1998).

2.10 Isoformas de CD44

Para la formacién de las diez variantes de CD44 ocurre splicing alternativo (corte y
empalme, término en espafiol) entre el exdn cinco y el dieciséis. La estructura de las
isoformas se diferencia de CD44s por tener una regidn propia en el dominio proximal
distal (Fig. 4-C2.) Dentro de las diez isoformas existentes en cancer de mama se

encuentran asociadas las siguientes:

Isoforma Funcién asociada en Cancer de Mama

CD44v2-10 Asociada a pacientes con tumores del subtipo luminal y en pacientes
con tumores del subtipo basal (Olsson et al., 2011).

CD44v3 Se asocia a la MMP-9 para formar la estructura que degrada la matriz
extracelular, de tal manera que las células puedan invadir a otros
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tejidos. CD44v3 se une con la anquirina, por tanto al sistema contractil
de la membrana, requerido en células cancerosas para tener un
comportamiento metastasico y promoviendo angiogénesis durante la
progresion del cancer de mama (Bourguignon et al., 1998).

CD44v3,8-10

Asociada al fenotipo agresivo, metastasis (Bourguignon et al., 1998).

CD44v3-10

Asociada a pacientes con tumores de subtipo luminal (Olsson et al.,
2011).

CD44v4

Adhesion a células epiteliales de la monocapa a través de la union a E-
selectina (Zen et al., 2008). Al expresarse en conjunto con MMP-9, se
relaciona con un fenotipo invasivo (Thanakit, Sampatanukul,
Ruangvejvorachai, & Keelawat, 2005).

CD44v6

Existe controversia al asociarse en el desarrollo de un fenotipo
metastasico (Ma, Deng, & Zhou, 2005; S. F. Morris et al., 2001).
Implicado en la movilidad celular (Afify et al., 2009).

Implicada en la progresién tumoral y asociado a un prondstico pobre
en pacientes (Li et al., 2008).

Existe la correlacion entre HIF-1/2a y esta isoforma contribuyendo a la
radio y quimioresistencia, asi como a un fenotipo agresivo en un
ambiente hipoxico (Krishnamachary et al., 2012).

CD44v8

En ambiente hipdxico, existe la correlacion de la expresion de ésta
isoforma con HIF-1/2a contribuyendo a quimio y radioresistencia, asi
como a un fenotipo agresivo (Krishnamachary et al., 2012)

CD44v8-10

Asociada a pacientes con tumores del subtipo basal y al subtipo
parecido al tejido normal. Se asocia a la ruta de sefalizacién de EGFR
y a la proliferacién celular (Olsson et al., 2011).

Se ha observado que la capacidad de union de HA es mayor en las isoformas que de la

forma estandar (Sleeman et al., 1996). En el caso de la isoforma V6 en el dominio

extracelular proximal se unen: al receptor tirosina cinasa c-Met, al factor de crecimiento

a hepatocitos (HGF, por sus siglas en inglés) y VEGFR-2 promoviendo la migracion y la

invasion. Para la isoforma V3 se ha encontrado que une heparin sulfato que permite la

funcion de correceptor de los receptores de tirosina cinasa (RTK, por sus siglas en

inglés) y asi el reclutamiento de metaloproteinasas para facilitar la invasion. A pesar de

gue son capaces de unir otros ligandos, su principal funcién depende de la uniéon a HA

(Orian-Rousseau & Sleeman, 2014).
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2.11 Interaccién CD44 con HA

CD44 al unirse con HA, interactua con la proteina Tiam1 activando la ruta de Rac1, la
cual modifica el rearreglo del citoesqueleto e incrementa la movilidad de células
cancerosas (Bourguignon, 2001). La interaccién de CD44s/CD44v con HA tiene un rol
central en la activacién de RTKs involucrados en la sobrevida de células tumorales y
CTT mediante las rutas de sefalizacion de ErbB2 y de PI3K/AKT involucradas en
sobrevivencia y resistencia a quimioterapia (Misra, Ghatak, Zoltan-Jones, & Toole,
2003). La interacciéon de CD44 con HA se encuentra involucrada en la resistencia a
farmacos y agentes quimioterapéuticos en varios tipos de cancer, incluyendo el cancer
de mama, mediante la expresion de MDR1 (Bourguignon, Peyrollier, Xia, & Gilad,
2008). También la interaccion de CD44 con HA se encuentra involucrada en la
sefializacion de Nanog/Stat-3, asi como en la expresiéon del miR-21, cuyo rol se asocia
en la inhibicion de proteinas supresoras de tumor como la proteina del programa de
muerte celular (PDCD4, por sus siglas en inglés). La sobreexpresion de miR-21 lleva a
la sobreexpresion de proteinas asociadas a sobrevivencia, la familia de |IAP (clAP-1,
clAP-2 and XIAP) por lo que resulta en un aumento de la proliferacion, la sobrevida y
quimioresistencia de células cancerosas (Bourguignon, Spevak, Wong, Xia, & Gilad,
2009).

De igual manera la via de sefializacién de Nanog/Stat-3 se encuentra involucrada en la
progresion tumoral y en el mantenimiento de las CTT, dada la interaccién de CD44 con
HA se unen a Nanog en un complejo lo que provoca haya un incremento de Nanog en

el nucleo causando por una parte la unidon a Stat-3 que activa genes de proliferacion y
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de resistencia a farmacos y por otra parte la activacion transcripcional de genes como
Rex1 y Sox2 relacionados con el mantenimiento de las CTT (Bourguignon et al., 2008).
En cuanto a la migracion, la interaccion de CD44 con HA se apoya en la union de
proteinas del citoesqueleto en el dominio citoplasmatico como la anquirina que llevan a
la fosforilacién de un canal Na+/H+, resultando en degradacién de la matriz extracelular

y asi estimula la movilidad celular (Van Pham et al., 2013).

3. Antecedentes del proyecto

En el laboratorio de Farmacologia Molecular, FM se realizdé previamente la busqueda
de posibles antagonistas del receptor CD44 mediante cribado virtual. El cribado virtual
es una herramienta virtual que permite la prediccién, en este caso la union del receptor
con moléculas pequefas de una base de datos de farmacos por acoplamiento
molecular (Alvarez & Shoichet, 2005). El acoplamiento molecular se utiliza para
predecir la afinidad con la que se podrian unir dos moléculas, mientras se conozca su
estructura (Huang & Zou, 2010).

La estructura del receptor CD44 ya es conocida e incluso se encuentra disponible en la
base PDB (Protein data bank, por sus siglas en inglés). La interaccién de CD44 con HA
se involucra en funciones caracteristicas de las CTT por lo que el cribado virtual se
realizd con la estructura de CD44 especificamente con el dominio de uniéon a HA, cuyo
numero de acceso a PDB es 1TUUH (Teriete et al., 2004).

La base que se utilizd para la busqueda de posibles antagonistas fue ZINC'?, la cual
contiene farmacos aprobados por la FDA (Food and Drug Administration, por sus siglas

en inglés) para su evaluacién clinica en humanos (Irwin & Shoichet, 2005). El cribado

24




virtual realizado consistié de 13066 compuestos vs. CD44, a los que se les realizo el
acoplamiento molecular utilizando el servidor DogSiteScorer (Volkamer, Kuhn,
Grombacher, Rippmann, & Rarey, 2012). Se seleccioné un subdominio dentro de la
region de union HA. Posteriormente se realizd un screening utilizando programas como
AutoDock 4.2, AutoDock Vina 1.1.2 y DSX 089, con distinto algoritmo para calcular la
afinidad de uni6 (G. M. Morris et al., 2009; Neudert & Klebe, 2011; Trott & Olson, 2010).
Lo anterior permitio obtener un score consenso (Zscore) de todos los programas y asi
seleccionar compuestos como posibles antagonistas para CD44 (Liu, Fu, Zhou, &
Chen, 2012).

Se refind la seleccion de compuestos mediante dinamicas moleculares del receptor —
ligando. Se calcul6 el cambio de energia libre a través del tiempo en un sistema flexible
que permite el movimiento del complejo receptor - ligando en el programa AMBER11
(Salomon-Ferrer, 2012) durante una simulacién de 100 ns bajo presién y temperatura
estandar. El cambio de la energia libre se realiz6 para 2500 poses que se obtuvieron
en los ultimos 25 ns de la simulacion. El cambio de energia libre de los compuestos
seleccionados va desde -14 a -12 Kcal/mol. En el presente trabajo se seleccionaron

tres compuestos para ser evaluados in vitro en lineas celulares de cancer de mama.

4. Justificacion
Actualmente no se tienen terapias dirigidas contra las CTT. Esto tiene implicaciones
clinicas en la reincidencia de pacientes que han recibido radioterapia, quimioterapia u
otro tratamiento contra el cancer de mama. La combinacion de tratamientos con

agentes que tengan una actividad contra las CTT en conjunto con alguna otra terapia

25




puede resultar en erradicar en los tumores las subpoblaciones troncales y no troncales
(Hirsch, lliopoulos, Tsichlis, & Struhl, 2009). Se busca evaluar el efecto de compuestos,
seleccionados por acoplamiento virtual contra el receptor CD44, en lineas celulares de
cancer de mama. Las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7 expresan el receptor

CD44, fenotipo asociado a las CTTM.

5. Objetivos

e Evaluar la citotoxicidad de tres posibles antagonistas de CD44 (9805, 1276,
4867) en las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7 de cancer de mama.

e Estandarizar el método de obtencibn de mamoesferas en las lineas celulares
MDA-MB-231 y MCF-7.

e Evaluar el efecto de los tres compuestos elegidos en la formacion de

mamoesferas en las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7.

6. Hipotesis
Si se tienen identificados compuestos candidatos a antagonizar la actividad del
receptor CD44, expresado en células troncales tumorales de cancer mama. Estos
compuestos podrian presentar un efecto significativo sobre la reduccién en la formacién

de mamoesferas; funcion biolégica implicada al receptor en cancer de mama.
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7. Metodologia

7.1 Lineas celulares

La linea celular de cancer de mama MDA-MB-231, es del subtipo basal, triple negativo
(Shimo et al.,, 2014). La linea MDA-MB-231 tiene un fenotipo ALDH*; CD44*, E-
caderinaexpresan CD24 en baja proporcién. Las células se cultivaron en medio L-15
(Gibco) suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB, por sus siglas en inglés)
(Gibco) a 37 ° C. La linea celular MCF-7, es del subtipo luminal (Engelmann, Shen, &
Finn, 2008). La linea MCF-7 tiene un fenotipo ALDH*, CD44'°¥ E-caderina* (Chekhun,
Bezdenezhnykh, Shvets, & Lukianova, 2013). Se cultivaron en medio DMEM de alta
glucosa (4.5 g/l, Gibco) suplementado con 10% de SFB (Gibco) a 37 ° C y 5% de COs..
Para experimentos posteriores las células se despegaron del plastico donde se

encontraban adheridas con el agente proteolitico tripsina 0.05% EDTA (Gibco).

7.2 Citometria de Flujo

Para los ensayos de citometria de flujo se despegaron las células con tripsina 0.05%
EDTA (Gibco) diluida 1:1 con PBS (Gibco) de la superficie donde se encontraban
adheridas, para evitar la eliminacion artificial de los receptores de superficie. Se contd
el numero de células mediante el método de exclusion del colorante azul tripan al 0.4%
(Sigma) en hematocitometro, realizandose el ensayo con una viabilidad celular del
95%. Se realizd una suspension celular de 1 x 10° células en 100 ul de buffer de tincion
(PBS al 10% de SFB inactivado por calor) para la autofluorescencia y para la tincion del
receptor CD44 se utilizé el anticuerpo APC mouse anti-human CD44 clona G44-26 (BD

Bioscience) 1/50. Se incubaron a 4° C en oscuridad por 20 minutos. Posteriormente se
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centrifugd a 800 g por 5 minutos, se retird el sobrenadante y se adiciond 100 ul de
buffer de lavado (PBS al 1% de SFB inactivado por calor y 0.09% de Azida de Sodio) y
se centrifugd a 800 g por 5 minutos. Se retird el sobrenadante y se resuspendié en 200
pul de PBS. Se adquirio en el citometro de flujo FACS Aria Il (BD Bioscience). El

analisis de los datos se realiz6 con el software FlowJo 7.6. (Tree Star, Ashland, OR).

7.3 Ensayos de citotoxicidad

Para la evaluaciéon de la citotoxicidad en las lineas celulares de los compuestos
seleccionados se realizaron ensayos de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-bromuro
difenil tetrazolio) para la linea celular MCF-7 para determinar el numero de células
viables a través de la actividad de la enzima succinato deshidrogenasa (Slater, Sawyer,
& Straeuli, 1963) que reduce las sales de tetrazolio en cristales de formazan
(Mosmann, 1983). Para la linea celular MDA-MB-231 se utilizé MTS (Promega) analogo
del MTT, esto debido a que con el MTT se obtenian lecturas negativas.

Se utilizaron placas de 96 pozos (Nunc) en las que se sembraron 7.5 x 103 células por
quintuplicado en 100 ul de medio correspondiente. Después de 24 h para dejar adherir,
se dio el tratamiento con los compuestos seleccionados a diferentes concentraciones y
las células se incubaron por 48 h adicionales.

Para los compuestos 9805 y 1276, su control fue con medio correspondiente, debido a
que su solubilidad lo permitia. Para el compuesto 4865, por su poca solubilidad en
medio se debid solubilizar en DMSO, por lo que el control fue medio correspondiente al

0.4% de DMSO (porcentaje conservado en las diluciones del compuesto).
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Posteriormente se adicioné MTT (Sigma) al 0.5% o MTS (Promega) a (20 ug/m)] y se
incubo cada placa por 4 h a 37°C, se retiré el medio en caso del MTT y se disolvieron
los cristales de formazan con 100 pl de DMSO (Dimetil sulféxido, Sigma); para el MTS
no se realizo este paso por ser las sales solubles en el medio. Finalmente se cuantifico
la absorbancia a 570 nm en el lector de placas EPOCH (BioTek).

Se obtuvo el calculo de la concentracién inhibitoria 50 (IC50, por sus siglas en inglés)
que es la concentracion del compuesto que reduce la actividad bioquimica o celular al
50% del valor normal en ausencia del inhibidor (Schwab, 2011); mediante la aplicacion
de regresion no lineal con el modelo de ecuaciones dosis — respuesta de inhibicion (log
(inhibidor) vs. respuesta de 3 parametros, con un intervalo de confianza de 95%.)

(GrapdPad Prism 6 para Windows, version 6.01, La Jolla California USA).

7.4 Ensayos de formacién de mamoesferas

Para la evaluacion del posible efecto sobre las CTT por los compuestos seleccionados
se realizaron ensayos de formacion de mamoesferas para cada linea celular durante
siete dias. Se utilizaron placas de 6 pozos de ultra-baja adherencia (Corning COSTAR)
sembrando 20,000 células (se asegurd que la suspension fuera unicelular al pasarla
tres veces a través de una jeringa con aguja de 25G) en 2 ml de medio MammoCult
(StemCell Technologies) complementado con suplementos de proliferaciéon 1:10
(StemCell Technologies), heparina a 4 ug/ml (StemCell Technologies) e hidrocortisona
a 0.48 ug/ml (Sigma).

Las concentraciones de farmacos evaluadas fueron de 0.1 uM a 100 yM. Cada tercer

dia se reconstituyé con 500 pl de medio. Para los pozos control de los compuestos
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9805 y 1276 se utiliz6 medio MammoCult, mientras que para el compuesto 4867 se
utiliz6 MammoCult suplementado al 0.4% de DMSO.

Después de 7 dias de incubacién, se documenté cada pozo con el software CellSense
(Olympus). Se tomaron fotografias de cada pozo con el microscopio invertido
(Olympus, modelo 1X-51), mediante el objetivo 4x calibrado. Se reconstruyeron las
imagenes tomadas de cada pozo en el software GIMP 2.8.10 (Image manipulation
program para Windows) conservando las dimensiones con que fueron tomadas las
fotos en un lienzo de 8400 x 7200 pixeles.

Posteriormente se analizaron en el software NIS Elements Basic Research (Nikon)
cuantificando el numero y tamafio de las mamoesferas obtenidas en cada condicion
experimental. Para ambos parametros se consideré un corte de 80 um de diametro,
dado que las mamoesferas de MDA-MB-231 no son esféricas se considerd pertinente
que para ambas lineas celulares se realizara el corte en el area de 4932.2 um? que es
lo equivalente a 80 ym de diametro de las mamoesferas de MCF-7 (Gungor, 2013). Se
consider6 mamoesfera a una colonia de células proliferando de manera compacta en
una superficie de baja adherencia (Maguer-Satta, Chapellier, Delay, & Bachelard-

Cascales, 2011).

7.5 Analisis estadistico

Se analizaron los datos de los ensayos de citotoxicidad y mamoesferas en el software
GraphPad Prism 6. Para los ensayos de citotoxicidad se realizaron pruebas de ANOVA
de una via y la prueba de Dunnet para comparaciones multiples vs. Control. Los datos

de los ensayos de mamoesferas se les realizaron pruebas de normalidad para ver si los
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datos seguian una distribucion normal o no, con la prueba de D’Agostino & Pearson.
En caso de que la prueba de normalidad arrojara que se comporta como una
distribucion no normal, se realizaron pruebas de ANOVA no paramétrica de Kruskal-
Wallis con comparaciones multiples de Dunn. En caso que la distribucién fuera normal
se realizé una ANOVA de una via con comparaciones multiples de Dunnett. En todos

los casos el nivel de significancia (a) fue del 0.05%.

8. Resultados

8.1 Expresion de CD44

Se utilizé citometria de flujo para medir la expresién del receptor CD44 en las lineas
celulares MDA-MB-231 y MCF-7. La linea celular MDA-MB-231 tiene una poblacién del
98.3% positiva para CD44 (Fig. 5A), mientras que la linea celular MCF-7 tiene una

poblacion del 79.7% positiva para CD44 (Fig. 5B).

A B

100+

Frecuencia
Frecuencia

CD44- APC CD44- APC

Fig. 5. Analisis de la expresion de CD44 en las lineas celulares A) MDA-MB-231 y B) MCF-7 por citometria de flujo.
En rojo se encuentra la autofluorescencia de las células en ausencia de anticuerpo y en azul la poblacién positiva

para CD44.
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8.2 Ensayos de citotoxicidad

Se evalud la citotoxicidad de cada compuesto mediante los ensayos de MTT/MTS a
diferentes concentraciones desde 0.5 a 128 yM para los compuestos 9805 y 4865
mientras que para el compuesto 1278 se evaluaron concentraciones desde 0.03 hasta
100 uM. A continuacion se muestra la evaluacion de la citotoxicidad a 48 h, donde se
observa un efecto citotdoxico en al menos uno de los tres compuestos evaluados en
ambas lineas celulares.

Para el compuesto 9805 a 48 h, se observd un efecto citotoxico en ambas lineas
celulares. En la linea celular MDA-MB-231 (Fig. 6A) se observa que el compuesto
empieza a ser citotdxico alrededor de 1 yM alcanzando una concentracion inhibitoria 50
(IC50) de 0.73 pM (tabla 2). Para la linea celular MCF-7 desde la concentracion mas
baja evaluada, se observo citotoxicidad (Fig. 6B) y tras el analisis de datos se calcula

una IC50 aproximada de 0.22 yM (tabla 2).
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Fig. 6. Citotoxicidad del compuesto 9805 en las lineas celulares A) MDA-MB-231 y en B) MCF-7 a 48 h de
exposicion. * P < 0.05, ** < P 0.01, *** P < 0.001 contra el control (medio correspondiente) = 0 (Prueba estadistica de
Dunnet). Experimento representativo de una n=3, cada punto representa la media de quintuplicados * el error

estandar.
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Para el compuesto 1276 se observo que a 48 h, no alcanza la IC50 en ninguna de las
lineas celulares al menos en las condiciones evaluadas (Fig. 7), también se calculé el
valor de la IC50 aproximada, siendo de 139.4 uM para la linea celular MDA-MB-231 y
de 171 yM para linea celular MCF-7 (tabla 2). Por lo que se descarta que el efecto en

ensayos posteriores se deba a la citotoxicidad del compuesto.

Compuesto 1276

N8 ns ns « NS NS w
0 - 1 - e e -

WL o T Su T RO 10TE, . B
= i ri = g N
w } —f— - «in. J w N
u 80+ I A u 804
- H
; \ - \«
- Py s
3 604 1 S 604 !
g 8
° °
4 404 § 40+
3 3
g K|
g 204 é 204
# #

0dr kb T T L 9 1 0t v ™" ™T 1

0 0030103 1 3 110 30 1@ 0 0039103 1 3 10 30 W0
Concentracion del compuesto (M) Concentracion del compuesto (uM)

Fig. 7. Citotoxicidad del compuesto 1276 en las lineas celulares A) MDA-MB-231 y en B) MCF-7 a 48 h de
exposicion. * P < 0.05, ** < P 0.01, *** P < 0.001 contra el control (medio correspondiente) = 0 (Prueba estadistica de
Dunnet). Experimento representativo de una n=3, cada punto representa la media de quintuplicados + el error

estandar.

Para el compuesto 4867 a 48 h, no alcanza la IC50 a las concentraciones evaluadas
(Fig. 8). El control de DMSO al 0.4% para la linea MCF-7 tiene un efecto en la
proliferacion y no asi para MDA-MB-231. En la linea celular MDA-MB-231 para las
concentraciones de 0.5 a 8 uyM, el compuesto 4867 tiene un efecto proliferativo con
respecto al control de DMSO. La linea celular MDA-MB-231 es mas sensible al
compuesto, teniendo una IC50 calculada de 137.5 yM, mientras que para MCF-7 fue de

212.3 UM (tabla 2).
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Compuesto 4867
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Fig. 8. Citotoxicidad del compuesto 4867 en las lineas celulares A) MDA-MB-231 y en B) MCF-7 a 48 h de
exposicién. * P < 0.05, ** < P 0.01, *** P < 0.001 contra el control de DMSO (al 0.4%) = 0. (Prueba estadistica de
Dunnet). C = Control (medio correspondiente). Experimento representativo de una n=3, cada punto representa la

media de quintuplicados * el error estandar.

En la tabla 2 se compilaron los datos de las IC50 de los tres compuestos evaluados en
ambas lineas celulares. El compuesto 9805 es citotéxico en ambas lineas celulares a
concentraciones bajas, mientras que en las concentraciones evaluadas los compuestos

1276 y 4867 no presentan citotoxicidad.

Tabla 2. Concentraciones inhibitorias 50 (IC50) a 48 h de exposicion de los compuestos

evaluados (IC50 estimadas por GraphPad Prism 6):

9805 1276 4867
MDA-MB- 231 0.73 uM > 100 pM (=139.4 uM) > 128 M (=137.5 uM)
MCF-7 <0.5 uM (=0.22 uM) > 100 uM (=171 pM) > 128 M (=212.3 M)
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8.3 Ensayos de formacion de Mamoesferas

Se tiene diferentes ensayos in vitro para conocer la heterogeneidad, proliferacion,
autorenovacion y diferenciacion de distintas poblaciones celulares de las células
troncales al igual para el estudio de las CTT. Uno de ellos es el sistema de cultivo en
condiciones de baja adherencia y en presencia de factores de crecimiento que permita
aislar y caracterizar las CTTM, las cuales forman colonias esféricas a partir de una sola
célula con fenotipo parecido al troncal o de progenitor temprano, a estas colonias se les
llama mamoesferas. Si se mantiene este sistema a lo largo de pases seriados permite
evaluar la autorenovaciéon (Dontu et al., 2003). El fenotipo CD44%/CD24" tiene
propiedades de células con fenotipo troncal o de progenitor, como la capacidad de

proliferar in vitro como mamoesferas en cultivo no adherente (Ponti et al., 2005).

8.3.1.1 Compuesto 9805 en MDA-MB-231

Se observé que en el control del compuesto se forman mamoesferas de diferentes
tamanos (Fig. 9). Se determind que después de 7 dias de exposicién al compuesto a
partir de una concentraciéon de 0.1 pyM hasta 100 uyM se tiene un efecto dosis
dependiente en la reduccion de la formacién de mamoesferas, tanto en el tamafio como
en el numero de las mismas (Figs. 9 y 10). Ademas se percibe que desde 0.1 uM las

mamoesferas formadas presentan dano celular aparente (Fig. 9).
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Fig. 9. Mamoesferas de células MDA-MB-231 tras 7 dias de exposiciéon al compuesto 9805. La barra corresponde a

200 pm.

Dicho efecto pudiera deberse a la citotoxicidad del compuesto a partir de la

concentracion de 1 uM.
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Fig. 10. Efecto del compuesto 9805 en la linea celular MDA-MB-231 en el niumero (A) y en el tamafio (B) de
mamoesferas formadas tras 7 dias de exposicion. * P < 0.05, ** < P 0.01, *** P < 0.001 contra el control = C. (Prueba

estadistica de Dunnet para A y prueba estadistica de Dunn para B). Las barras representan la media * el error

estandar de la misma (n=2).
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8.3.1.2 Compuesto 9805 en MCF-7

Se observa que en el control existe formacion de mamoesferas. A la concentraciéon de
0.1 yM del compuesto hay formacién de mamoesferas similares en tamano con

respecto al control a los 7 dias del experimento las cuales se muestran a continuacion:

MCF-7

<3

o Control = 0.1 uM ST

Yoy )

10uM - © 100pM

Fig. 11. Mamoesferas de células MCF-7 tras 7 dias de exposicién al compuesto 9805. La barra corresponde a 200

pm.

Desde la concentracion 1 pM hasta 100 uyM se ve disminuida la formacién de
mamoesferas tanto en el tamafo como en el numero (Fig. 11).

Al realizar el analisis estadistico se obtuvo que el compuesto reduce el numero de
mamoesferas formadas de manera dosis dependiente desde la concentracién de 0.1
MM hasta 100 pM (Fig. 12A). En cuanto al tamafio de las mamoesferas no hubo
cambios significativos entre la concentracion 0.1 uyM y el control, mientras que a
concentraciones mayores se obtuvo una reduccion estadisticamente significativa (Fig.

12B).
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Fig. 12. Efecto del compuesto 9805 en la linea celular MCF-7 en el numero (A) y en el tamafo (B) de mamoesferas

formadas tras 7 dias de exposicién. * P < 0.05, ** < P 0.01, *** P < 0.001 contra el control = C. (Prueba estadistica de

Dunnet para A y prueba estadistica de Dunn para B). Las barras representan la media + el error estandar de la

misma (n=2).

8.3.2.1 Compuesto 1276 en MDA-MB-231

En la condicion control se observo la formacion de mamoesferas. Después del
tratamiento con el compuesto 1276 a 7 dias no se observd cambio aparente con

respecto al control en el tamano, ni en el numero de mamoesferas formadas a ninguna

concentracion (Fig. 13).
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Fig. 13 Mamoesferas de células MDA-MB-231 tras 7 dias de exposicion al compuesto 1276. La barra corresponde a

200 pm.

De acuerdo al analisis estadistico el tratamiento con el compuesto 1276 no tuvo efecto
significativo en el numero de mamoesferas en ninguna de las concentraciones
evaluadas (Fig. 14A). Sin embargo, para el tamano se observa que desde 0.1 uM hasta
100 uM hay un incremento en el tamafio que en las mamoesferas formadas en el

control (Fig. 14B).
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Fig. 14. Efecto del compuesto 1276 en la linea celular MDA-MB-231 en el numero (A) y en el tamafo (B) de
mamoesferas formadas tras 7 dias de exposicion. * P < 0.05, ** < P 0.01, *** P < 0.001 contra el control = C. (Prueba
estadistica de Dunnet para A y prueba estadistica de Dunn para B). Las barras representan la media * el error

estandar de la misma (n=2).

8.3.2.2 Compuesto 1276 en MCF-7

En condiciones control, se forman mamoesferas. A simple vista pareciera que las
mamoesferas formadas después del tratamiento con el compuesto son similares a las

condiciones control (Fig. 15.)
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Fig. 15 Mamoesferas de células MCF-7 tras 7 dias de exposicion al compuesto 1276. La barra corresponde a 200

pm.

En la linea MCF-7 parece que no hay un efecto estadisticamente significativo a las

condiciones evaluadas, ni en el numero, ni en el tamano de las mamoesferas formadas

(Fig. 16).
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Fig. 16. Efecto del compuesto 1276 en la linea celular MCF-7 en el numero (A) y en el tamafio (B) de mamoesferas
formadas tras 7 dias de exposicion. * P < 0.05, ** < P 0.01, *** P < 0.001 contra el control = C. (Prueba estadistica de

Dunnet para A y prueba estadistica de Dunn para B). Las barras representan la media + el error estandar de la

misma (n=2).
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8.3.3.1 Compuesto 4867 en MDA-MB-231

En este compuesto, hay formacion de mamoesferas de manera similar, tanto en el
control de DMSO al 0.4% como para el control de solo medio (se contemplé este
control para descartar el efecto del DMSO en la formacion de mamoesferas). A partir
de la concentracion de 0.1 uM hay un efecto inhibitorio en el numero de mamoesferas.
En cuanto al tamafno de las mamoesferas se observa un efecto inhibitorio dosis

dependiente a partir de la concentracion 1 yM (Fig. 17).
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Fig. 17. Mamoesferas de células MDA-MB-231 tras 7 dias de exposicion al compuesto 4867. La barra corresponde a

200 pm.

Al analizar estadisticamente el compuesto 4867 se obtiene que este reduce el numero
de mamoesferas formadas desde 0.1 yM hasta 100 pM, la reduccion es dosis
dependiente (Fig. 18A). En cuanto al tamafo se ve reducida desde la concentracion 0.1

MM y el efecto se pronuncia a dosis mayores (Fig. 18B).
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Fig. 18. Efecto del compuesto 4867 en la linea celular MDA-MB-231 en el nimero (A) y en el tamafio (B) de
mamoesferas formadas tras 7 dias de exposicion. * P < 0.05, ** < P 0.01, *** P < 0.001 contra el control de DMSO =

C DMSO. (Prueba estadistica de Dunnet para A y prueba estadistica de Dunn para B). Las barras representan la

media * el error estandar de la misma (n=2).

8.3.3.2 Compuesto 4867 en MCF-7

Para este compuesto hay formacién similar de mamoesferas tanto en la condicion
control de solo medio, como en el control de medio al 0.4% de DMSO (dada la
solubilidad del compuesto). Se observa que las mamoesferas formadas desde 1 uM se
ven disminuidas en tamafo y en numero, ademas de presentar un dafo celular

aparente (Fig. 19).
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Fig. 19. Mamoesferas de células MCF-7 tras 7 dias de exposicidon al compuesto 4867. La barra corresponde a 200

pm.

Al realizar el analisis estadistico se tiene que en cuanto al efecto sobre el numero de
mamoesferas formadas, el compuesto 4867 no tuvo un efecto estadisticamente
significativo sino hasta la concentracién de 100 uM (Fig. 20A). Sin embargo en cuanto
al tamafo se ven reducidas las mamoesferas formadas desde la concentracion de 1

MM hasta 100 uM (Fig. 20B).
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Fig. 20. Efecto del compuesto 4867 en la linea celular MCF-7 en el nimero (A) y en el tamafio (B) de mamoesferas
formadas tras 7 dias de exposicion. * P < 0.05, ** < P 0.01, *** P < 0.001 contra el control de DMSO = C DMSO.
(Prueba estadistica de Dunnet para A y prueba estadistica de Dunn para B). Las barras representan la media + el

error estandar de la misma (n=2).

9. Discusion y conclusiones
El presente trabajo evalua la relevancia funcional in vitro de tres compuestos
seleccionados por cribado virtual dirigidos contra el receptor CD44. Dichos compuestos

se evaluaron en las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7.

Para validar el uso de las lineas celulares, la expresion de CD44 se compard con lo ya
reportado. Para la linea celular MDA-MB-231, se obtuvo una poblacion positiva para el
receptor CD44 del 98.3%. En la literatura se menciona que la fraccidén de células CD44*
varia de 92 a 99% (Murohashi et al., 2009). En contraste, para la linea celular MCF-7 el
porcentaje de células CD44" reportado varia desde 15 a un 80%. Nuestros resultados

indican que la linea celular aqui utilizada es positiva a CD44 en un 79.7%, lo que

45




concuerda con el rango reportado. Estos resultados indican que la linea celular MCF-7
tiene niveles altos de expresion, pero en menor porcentaje que la linea celular MDA-

MB-231 (Engelmann et al., 2008).

En los ensayos de citotoxicidad y formacion de mamoesferas se encontr6 que los
compuestos evaluados tienen diferente eficacia y potencia a pesar de que se
seleccionaron para un blanco en especifico. La simulacion in silico es una herramienta
de uso en el area de farmacologia para el descubrimiento y desarrollo de compuestos

con algun posible potencial terapéutico.

Dicha simulacién brinda un buen acercamiento y estimacion de la union del receptor a
su ligando pero aun existe la posibilidad de falsos positivos, a pesar de las correcciones
que se ha implementado a las simulaciones, los sistemas vivos siguen siendo dificiles
de predecir en su totalidad (Ekins, Mestres, & Testa, 2007). Los compuestos, al ser
seleccionados de una base de datos de farmacos con aplicaciones clinicas, ya cuentan
con otro uso y por ende otro blanco terapéutico que podria estar expresado en las
lineas celulares evaluadas, lo que podria explicar porque se tienen compuestos con

diferente potencia.

De los tres compuestos evaluados, el compuesto 9805 es el unico que muestra alta
citotoxicidad en cultivos adherentes de ambas lineas celulares bajo las condiciones
evaluadas. Este farmaco es un inhibidor de la sintesis proteica a altas concentraciones,

lo cual puede explicar su citotoxicidad (Grollman, 1975). EI compuesto 9805 dada su
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citotoxicidad, no es un compuesto que se tenga planeado seguir estudiando pues al ser
téxico en cultivos adherentes y por no ser selectivo para CTT, pudiera ser citotdxico

para células normales.

El compuesto 1276, a pesar de que no presentd citotoxicidad en condiciones
adherentes, es el unico compuesto de los tres aqui evaluados que no tiene un efecto
inhibitorio en la formacion de mamoesferas. Esto pudiera deberse a que no se une al
receptor CD44. Se esperaba que los compuestos inhibieran la formacion de
mamoesferas ya que existe evidencia de inhibicion en la formacion de mamoesferas al
inhibir la expresion de CD44 (knockdown de CD44) (Hiraga, Ito, & Nakamura, 2013).
No se seguira estudiando este compuesto ya que no inhibe la formacién de
mamoesferas, ensayo que nos permite evaluar el efecto de los compuestos sobre la

subpoblacion con fenotipo parecido a CTT (Dontu et al., 2003).

El compuesto 4867 al no mostrar citotoxicidad pero si inhibicion en la formacion de
mamoesferas, es el compuesto que muy probablemente nos interesa seguir
estudiando. En este trabajo no se demuestra que dicho efecto sea especifico por la
union a CD44, se debera comprobar para ensayos posteriores que el compuesto

antagoniza al receptor.

Dado que el receptor CD44, es uno de los marcadores para identificar a la
subpoblacion CTT, se esperaria que el compuesto 4867 tenga efecto sobre otras

caracteristicas funcionales de las CTT. Al realizar un knockdown de CD44, las células
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cancerosas cambian el patron de genes expresados asociados a la capacidad de
migracion y metastasis. Se esperaria por tanto que el compuesto 4867 pudiera tener un

efecto inhibitorio de la migracion y metastasis (Pham et al., 2011).

Aunado a las funciones a las que se le han asociado al receptor CD44 con las CTT, se
encuentra la resistencia a farmacos, cuando se realiza un knockdown de CD44, las
células cancerosas se vuelven mas susceptibles a farmacos anticancerosos. Si el
efecto del compuesto 4867 observado en este trabajo fuese especifico por la union al
receptor CD44, se podria evaluar su efecto sobre la resistencia a farmacos (Van Phuc

etal., 2011).

Al compuesto 4867 no solo se pueden evaluar otras funciones asociadas a las CTT in
vitro sino también su efecto in vivo. Se ha asociado al fenotipo CD44+/CD24- como
aquella subpoblacion altamente tumorigénica in vivo mediante xenotransplantes en
ratones inmunosuprimidos. Lo anterior permite que exista un mantenimiento del tumor,
por lo que se podria evaluar el compuesto en un modelo animal, si se comprueba que
el compuesto 4867 inhibe otras caracteristicas de las CTT in vitro (Al-Hajj et al., 2003;

Van Pham et al., 2013).

Si se estudia el compuesto 4867 para conocer su mecanismo de accién (como
comprobar la unién del compuesto al receptor o inhibicion de la ruta de sefalizacion
Nanog — STAT3 mediante: 1) Western Blot observando la inhibicidon de la fosforilacion

de proteinas rio abajo o 2) mediante qRT PCR para ver si la expresion de genes
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asociados a la via o incluso a genes de troncalidad se ven disminuidos) y
experimentalmente se comprueba que dicho compuesto inhibe o bloquea las funciones
asociadas al receptor CD44 in vitro e in vivo, podria servir como posible terapia para
pacientes con tumores del subtipo triple negativo, dado que la linea MDA-MB-231 es
mas sensible en los ensayos de mamoesferas. Al observarse también efecto en la linea
MCF-7 pero en menor grado, podria buscar administrarse en combinacién con otros

compuestos en pacientes con tumores del subtipo luminal.

En conclusién la combinacion de ensayos de mamoesferas y citotoxicidad en
condiciones adherentes sirvid como tamiz para seleccionar compuestos con potencial
para tratar el cancer de mama. El compuesto 4867 muy posiblemente se estudiara a
futuro para aclarar su mecanismo de accién. Esta estrategia de tamizaje puede servir
para identificar otros compuestos que pudieran tener efecto sobre la subpoblacion de

CTT.
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