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Capitulo 1

Introduccién.

1.1 Cancer de Pulmdn

El cancer de pulmon (CP) presenta el primer lugar de mortalidad en el mundo. Es
una enfermedad multifactorial generada por la acumulacion de numerosas
mutaciones que los sistemas de reparacion molecular no pudieron restaurar. En
general el cancer comienza con la aparicibn de mutaciones en protooncogenes
(KRAS, EGFR/HER-1, HER-2, MYC) que favorecen un incremento en la
proliferacion celular. Ademas, se caracteriza por mantener una alta inestabilidad
genética debido a las alteraciones en los sistemas de reparacion del ADN vy
mutaciones en la telomerasa que favorecen la inmortalidad de las células o una
alta tasa replicativa. Asimismo existen alteraciones en la funcion de los genes
supresores de tumores como P53, por lo que las células neoplasicas evaden las
sefiales apoptéticas. La evasion del sistema inmune para la destruccion de las
células cancerosas es un evento importante, aunado a la inflamaciéon créonica que
favorece un microambiente para la progresion tumoral. También se presentan
alteraciones en el metabolismo celular e induccion de angiogénesis. Finalmente se
activa la migracién y la invasion tumoral (Hanahan D, 2011). Aunado a estos
factores, recientemente se ha observado que las hormonas estrogénicas pueden
influenciar la carcinogénesis en el CP (Rodriguez et-al, 2014; Albain, et al,2007;
Gorlova, et al.,2007; Mah,et al.,2011).

El CP suele originarse a partir de células epiteliales y derivar en metastasis e
invasién a organos y tejidos como cerebro, mamas, hueso y al pulmén adyacente
(Toh C., 2009; WHO, 2013).

Los pacientes con CP, no presentan sintomas hasta que se encuentran en estadios
avanzados, debido a ello no es posible detectarlo de manera temprana, lo cual

favorece su alta tasa de mortalidad y la pobre sobrevivencia (5 afios) de estos




pacientes. Entre los sintomas que reportan los pacientes se encuentran: tos,
disfonia, dolor toracico, disnea (dificultad para respirar), hemoptisis (tos con flemas
con sangre), inflamacién del eséfago, pérdida de peso, y edema del cuello y cara
(WHO, 2013).

1.2 Epidemiologia del cancer pulmonar.

El cancer pulmonar ha sido durante algunas décadas un problema grave de salud
publica. Cada afio mueren mas personas por CP que por otros tipos de cancer (71%
casos de muerte) incluso mas que la suma de los casos por cancer de mama, colon
y prostata (WHO, 2013).

Con base en las ultimas estadisticas de la Organizaciéon Mundial de la Salud
realizadas cada 6 afios, se observa en la Figura 1, la incidencia y mortalidad del
cancer pulmonar respecto a los demas tipos de cancer que ocupan los primeros 15
lugares a nivel mundial en 2012. Cabe mencionar que aunque la incidencia del CP
es menor comparado con la del cancer de mama y préstata, que tienen el 1°, y 2°
lugar respectivamente, el CP lleg6 a tener en 2012, cerca de 25 mil casos nuevos
de cada 100,000, mientras que la cantidad de muertes debidas al cancer pulmonar
en la poblacion mundial ejemplificada con la barra de color rojo, tuvo el ler. lugar
en mortalidad con casi 20,000 casos de muerte es ese mismo afio, manteniéndose
en la misma posicién hasta la actualidad, por lo cual es un cancer importante debido

a la alta tasa de mortalidad en ambos sexos (IARC, 2012).

Si comparamos la incidencia y mortalidad del CP por sexos a nivel mundial, se
muestra que esta patologia ocupa el primer lugar en incidencia y mortalidad en los
hombres y en las mujeres ocupa el cuarto lugar en incidencia y el segundo en
mortalidad (Figura 2) (IARC, 2012).
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Figura 1. INCIDENCIA Y MORTALIDAD DEL CANCER A NIVEL MUNDIAL. Incidencia (Barras color
azul) y mortalidad (barras color rojo), por tipos de cancer en ambos sexos a nivel mundial. El
cancer pulmonar sigue manteniendo el lugar n° 1 en casos de muerte, como se observa en la
tercer barra de color rojo de arriba hacia abajo, en cuanto a la incidencia presenta el 3er. Lugar
como se observa en la tercer barra color azul (Tomada y modificada de IARC, 2012).

A principios del siglo XXI la incidencia del cancer de pulmdén, en paises del primer
mundo como Estados Unidos, Inglaterra, Francia y Espafia disminuyo,
principalmente por las medidas preventivas contra el tabaquismo en los afos 90’s,
derivadas de las investigaciones donde se relacioné al consumo de tabaco como la
principal causa del CP. En contraste, en paises en vias de desarrollo la incidencia
ha aumentado notablemente en los Ultimos afios especialmente en China, India y
México (OMS, 2004; Toh C., 2009; Behera D., 2013).

La cifra de nuevos casos va en aumento como se observa en la figura 3 segun las
predicciones del 2012 a 2015 aumenté la cifra un 20% (GLOBOCAN, 2012). Es




importante resaltar que en las dUltimas décadas el CP en las mujeres ha
incrementado de forma considerable, mientras que en los hombres la incidencia ha
disminuido. Aunque el incremento en el habito tabaquico explica en parte el
incremento del CP en las mujeres existen otros factores importantes ya que un
porcentaje considerable de mujeres con CP son no fumadoras.
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Figura 2. INCIDENCIA Y MORTALIDAD DE LOS 15 TIPOS DE CANCER MAS FRECUENTES EN HOMBRES
Y MUJERES A NIVEL MUNDIAL. El cancer de pulmdn presenta la mayor incidencia y mortalidad en los
hombres (izquierda) y en mujeres se encuentra en el cuarto sitio en incidencia y el segundo en
mortalidad (derecha) (Tomado de Globocan 2012).
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Afo Estimacion de nuevos casos Hombres Mujeres Ambos Sexos

con CP (todas las edades)

2012 5471 2978 8439
<65 afios 1790 1150 2940
>=65 afios 3681 1818 5499

2015 5844 3408 9252
<65 afios 1900 1362 3262
>=65 afios 3944 2046 5990
Cambio demografico 373 440 813
<65 afios 110 212 322
>=65 aflos 263 228 491

Figura 3. TABLA DE PREDICCIONES DEL 2012 EN NUEVOS CASOS DE CANCER PULMONAR EN
LA POBLACION MUNDIAL AL 2015. Proyecciones poblacionales. Tomado de la Organizacion de
las Naciones Unidas (Ultimos registros, tomado y modificado de GLOBOCAN, 2012 (IARC)).

Incidencia y Mortalidad de CP en México

En México el aumento en la incidencia se atribuye particularmente al incremento en
el nimero de nuevos fumadores y fumadoras. Aunque el CP ha incrementado
también en poblacibn no fumadora como se mencioné anteriormente, a esta
poblacién se les suma recientemente el efecto de diversos factores de riesgo como
la predisposicion genética y otros relacionados con el género, la exposicion a
hormonas sexuales endbgenas y exdgenas a través de anticonceptivos y/o terapia
de reemplazo hormonal (TRH) y cambios moleculares vinculadas a las
caracteristicas epidemiolégicas y clinicas del cancer de pulmdén principalmente en

las mujeres, asi como a factores como la contaminaciéon atmosférica y la exposicion
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al humo de lefia (Tovar, G et al., 2002; Remon et al., 2013; NCHS, 2010; Rubin, P
et al, 2003).

Con base en las estadisticas de la Agencia Internacional para la Investigacion en
Cancer (IARC), en el 2012, se posicion6 al cancer de pulmén en el 2do. lugar en
incidencia y mortalidad en hombres en México, y el 3° en prevalencia durante cinco
afos (figura 4). Mientras que en mujeres se sabe que ocupa el 6to..- en incidencia,
5to. lugar en mortalidad y 8vo. en prevalencia (ver figura 5) (IARC, 2012; Remon et
al., 2013). 3° asi no se abrevia lugar Andie ahi dice 3 grados!!! Ojo cambia eso

En la Figura 6 se ejemplifica como fluctu6 la incidencia del CP en hombres y
mujeres mexicanos del 2012 al 2015 segun las predicciones realizadas por la OMS
en 2012.

12
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Figura 4. TABLA Y QRAFICA DE PASTEL MOSTRANDO LA INCIDENCIA, PREVALENCIA Y
MORTALIDAD DE CANCER DE PULMON EN HOMBRES MEXICANOS. Se observa que el
cancer pulmonar (azul cielo) tiene mayor mortalidad he incidencia comparado con otros

tumores (tomado y modificado de IARC, 2012).
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Figura 5. TABLA Y GRAFICA DE PASTEL MOSTRANDOSE LA INCIDENCIA, PREVALENCIA
Y MORTALIDAD DEL CANCER DE PULMON EN MUJERES EN MEXICO. La incidencia y
mortalidad de cancer pulmonar en las mujeres mexicanas es menor comparado con
cancer de mama y cérvico uterino (tomado y modificado de IARC, 2012).
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Figura 6. PREDICCIONES HECHAS EN 2012 A 2015 SOBRE EL NUMERO DE NUEVOS CASOS CON
CP EN HOMBRES Y MUJERES MEXICANOS durante ese periodo, y el efecto demografico en cada
género. Tomado y modificado de GLOBOCAN, 2012.

1.3 Etiologia.

Los factores etiolégicos asociados al cancer pulmonar son variados y de esto
depende el tipo histopatoldégico que se desarrolle. La exposicibn a agentes
carcinogénicos provoca progresivamente alteraciones genéticas y epigenéticas,
cambios celulares y moleculares que transforman el epitelio que reviste al pulmén

provocando la transformacién de sus células (Kumar et al, 2008).

Entre las principales causas para desarrollar cancer de pulmén se encuentran:

1. Tabaguismo y/o exposiciéon al humo del tabaco.

El tabaco es parte importante en la estructura cultural de muchos paises del

mundo y fue usado durante siglos sin ninguna limitante para su consumo.
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Antes se acostumbraba solo masticarlo para evitar el mareo por cambios de
presion, también comenz6 a fumarse en pipas, pero con las fabricacion de
los cigarrillos este recurso se volvio ampliamente accesible para toda la
comunidad interesada en su uso, previo a presentarse la nombrada
"epidemia del cancer pulmonar, después de la Primera Guerra mundial, el
promedio de cigarrillos fumado por persona en los afios 50’s aumento mas de
40 veces. Para mediados de los 60’s en Estados Unidos se realizaban las
primeras investigaciones acerca de los efectos del tabaco sobre la salud,
donde se le adjudicé al consumo de tabaco el 70% del incremento en las
tasas de mortalidad por enfisema pulmonar y CP, sobre todo en hombres y
en menor porcentaje en mujeres ya que éstas lo consumian en menor grado
(De la Cruz C. et al., 2011). Sin embargo, actualmente el consumo de tabaco
en las mujeres cada vez se va acercando mas al de los hombres, esto
impulsado principalmente por el marketing y el sistema de vida acelerado que
se tiene en las ciudades principalmente (Siqueira, et al., 2011). Un ejemplo
es un estudio comparativo realizado en mujeres de diferentes localidades de
Brasil donde el aumento del tabaquismo, desde 1989 y catorce afos
después, es influenciado por estos factores, y es mas notorio en mujeres de
25 a 34 afos (Fig. 7), incluso en los paises donde se ha observado una
disminucién en su consumo, en las mujeres ese decremento es menos
notorio (Siqueira, et al., 2011; Prado, G, et al., 2011).

Aungue la posibilidad para superar la adiccion al tabaquismo es igual en
ambos sexos, la cantidad de receptores nicotinicos y de los
neurotransmisores como dopamina y serotonina producidas al fumar un
cigarrillo, son mayores en las mujeres, y también otros factores fisioldgicos, y
psicolégicos que hacen gue sean un grupo con mayor vulnerabilidad a
padecer cancer pulmonar como resultado del tabagquismo (Prado, Faibischew
G, et al., 2011; Alberg, et al, 2013)
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Figura 7. PREVALENCIA DE HABITO TABAQUICO EN MUJERES BRASILENAS. Estudio
comparativo, se muestra el porcentaje de prevalencia del tabaquismo en mujeres
segln la edad en 1989 y 2003 en Brasil (Tomado de Prado, G, et al., 2011).

Durante la combustion del cigarro se crean y se liberan mas de 4 mil
compuestos quimicos cancerigenos, entre los cuales se encuentran: el
benceno, nitrosaminas, nitrosonornicotina, alquitran, 6xido de nitrégeno,
acido cianhidrico, amoniaco, metales pesados (cromo, plomo, cadmio),
acetona y fosfatos provenientes de agroquimicos adicionados a la planta del
tabaco, etc. Estos compuestos provocan dafio (mutaciones) e inflamacién
pulmonar al igual que a otros tejidos relacionados al tracto respiratorio y
otros como el eso6fago, el estbmago y la boca. Ademas, la exposicidén a estos
compuestos produce alteraciones en el ciclo celular y la activacion de
oncogenes (KRAS) en las células bronquioloalveolares causando la
transformaciéon celular y posteriormente la aparicion de cancer de pulmén y
canceres asociados como el de eséfago, de boca y de estbmago (Siqueira, et
al., 2011).
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Factores genéticos: mutacidon vy predisposicidén genética.

Es conocido que el cancer es una enfermedad relacionada directamente a la
alteracion de genes implicados en la regulacion del ciclo celular, la mayoria
ligados en un gran porcentaje a mutaciones en el gen supresor tumoral p53
(Zilfou J T & Lowe S W, 2009; Herbst, R S et al., 2008). En el cancer de
mama y ovario se ha comprobado que al menos el 10% de los casos son
generados casi en su totalidad por una predisposicién genética y se ha
observado que estas alteraciones pueden ser heredadas incrementando la
susceptibilidad a desarrollar tumores, cuando los genes supresores de
tumores BRCA1 y BRCA2 estan mutados (Cascén S A, 2011).

En el caso del CP se ha observado que 30% de las alteraciones en KRAS 4A
y KRAS 4B se asocian principalmente a los fumadores y son heredables,
provocando cancer pulmonar broncogénico y algunos casos de
adenocarcinoma, provocando tumores muy heterogéneos (Gold, et al.,
2011). Por otra parte en el adenocarcinoma de no fumadores se ha visto un
patrén de alteraciones como mutaciones puntuales y/o deleciones en los
genes ALK, HER2, ROS y en el dominio EGFR cinasa generalmente durante
la primer fase del desarrollo del tumor que favorecen la carcinogénesis
(Herbst, R S et al., 2008; Gold, et al.,2011), al igual que alteraciones en
factores de transcripcion ligados a PD-1 (programador de muerte celular) y
su ligando PDL-1 (Sarah B & Goldberg MD, 2015).

Estrés oxidante y radicales libres:

Otro posible factor etioldégico es el exceso de antioxidantes provenientes de
la dieta o de suplementos:
Las vitaminas A (B- caroteno), C y E, son las mas comercializadas a nivel
mundial y son utilizadas sin algin tipo de control.
Estas vitaminas protegen la mucosa bronquial por su capacidad de

inactivar los radicales libres de los carcindbgenos de contaminantes

18



suspendidos en el aire o provenientes del tabaco, actuando como
antioxidantes, sin embargo un exceso de ellos puede inducir un efecto

pro-oxidante, favoreciendo la carcinogénesis (Rodriguez P, et al., 2001).

Factores ocupacionales y exposiciéon de contaminantes en interiores.

La inhalacion de contaminantes es un factor importante en el padecimiento
de CP (NCHS, 2010).

Entre los principales contaminantes ocupacionales se encuentran: las fibras
de asbesto, el cromo y el arsénico, gas radén (OMS, 2016).

Por otra parte una cifra alta de casos de CP se atribuye al aire contaminado
de interiores, debido al uso comun de combustibles sélidos como la lefia, el
carbén vegetal o mineral que se emplea para cocinar y calentar los hogares.
Las particulas y el metano desprendido a partir de estos materiales pueden
llegar a provocar en viviendas mal ventiladas, la acumulacion de 100 veces
mas particulas suspendidas, esta exposicion afecta sobre todo a mujeres y
nifos; estas condiciones suelen presentarse mas en los estados del interior
de la Republica Mexicana donde la poblacién es de bajos recursos (OMS,
2016).

Por otra parte, el uso de gran cantidad de aceite en la cocina, en la cultura
oriental, se volatiliza a altas temperaturas por lo que también se ha descrito
como otro factor de riesgo, provocando estrés oxidante y peroxidacién

lipidica en las células del pulmén(Samet, et al., 2009; Kim, et al., 2015).

Contaminacién atmosférica

Hay una cercana asociacion entre la exposicion aguda y subaguda de particulas

suspendidas, y diferentes téxicos (como se presentan en el recuadro) con la
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morbi-mortalidad por enfermedades cardiovasculares o CP. Actualmente es un
factor de gran importancia en los nuevos casos de cancer pulmonar en
personas no fumadoras (Borja, et al., 1997; Lomis, et al., 1999; IARC, 2012).
Las particulas suspendidas o llamadas también aerosoles son una mezcla de
materiales sélidos y liquidos de diversos tamafios, forma y composicién que
como su nombre lo dice se encuentran suspendidas en el aire y tienen
repercusiones sobre la salud y el medio ambiente (HEI, 2002).

No se ha podido establecer la secuencia exacta de eventos que ocurren
posterior a que las particulas son inhaladas y depositadas en las vias
respiratorias, pero inducen una respuesta inflamatoria y vascular sistémica,
sobre todo en individuos suceptibles como los asmaticos, lo cual puede
predisponer a estos individuos a desarrollar CP (HEI, 2002).

Las particulas suspendidas se han clasificado de acuerdo con su tamafio y su
habilidad de depositarse en los pulmones. Aquellas con diametros mayores de
10um se depositan casi exclusivamente en la nariz y garganta, denominadas
también como toracicas o inhalables, capaces de penetrar por sedimentacion.
Mientras que las finas y ultrafinas 0.005um, llegan por difusion a bronquiolos
respiratorios y la regién alveolar, pero también son capaces de depositarse a lo
largo del tracto respiratorio causando alteraciones en estos epitelios (HEI, 2002;
Hinds, 1982). Estas particulas, se forman por reacciones quimicas en la
atmésfera, como el diéxido de azufre, amonio, nitrato, formaldehido que se
clasifican en los diferentes grupos de contaminantes atmosféricos de la IARC
(Figura 8) y son de este tipo de sustancias las que se asocian

predominantemente al desarrollo de adenocarcinoma de pulmén.
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CLASIFICACION DE LA CONTAMINACION DE LA
IARC

Grupo 1. Sustancias cancerigenas. En la lista hay 111 elementos. Entre ellos,
amianto, benceno, la radiacion y el formaldehido.

Grupo 2A. Probables carcin6genos. 66 sustancias, como el glicidol.

Grupo 2B. Posibles carcinégenos. 285 sustancias. Entre ellas, cloroformo, DDT.
Grupo 3. No clasificable. 505 sustancias: aciclovir, diazepam, sulfitos,etc.

Grupo 4. Probablemente no cancerigeno: caprolactam.

Figura 8. CUADRO DE CLASIFICACION DE CONTAMINANTES ATMOSFERICOS. Se
mencionan algunos contaminantes y caracteristicas de cada grupo de contaminantes
determinados por la IARC. Los pertenecientes al Grupo 1 son los mas asociados al CP
(Tomado y modificado de IARC, 2015).

Aungue los niveles de particulas suspendidas que encontramos en el aire y los
contaminantes contenidos pueden variar de una zona a otra, el nimero de nuevos
casos de CP en zonas muy contaminadas hacen que este factor etiolégico cada vez

sea mas significativo (IARC 2012).

Estudios en China han reportado 10 veces mas muertes por cancer pulmonar en no
fumadoras residentes de las ciudades, comparado con las de provincia. Lo que
demuestra la importancia de la contaminaciéon del aire como un factor de riesgo en
el CP (Samet, et al., 2009). Por otro lado, en el Valle de México los estudios y
analisis estadisticos estiman un incremento en enfermedades respiratorias y cancer
y por tanto en la mortalidad diaria de 1.4% por un aumento de 10ug/m? en las

concentraciones de PMio (Evans, et al., 2002).
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6. Estado hormonal

Como en otros tipos de céancer, el estado hormonal tiene un papel sumamente
importante en el CP y actualmente hay informacién que sustenta esta relacion (Albani,
et al., 2007; Gorlova, et al., 2007; Mah, et al., 2011; Rodriguez, et al., 2014; Zhang,et
al.,2009).

Similar al cancer de mama, en el cancer pulmonar una desregulacién hormonal puede
favorecer la fisiopatologia del tumor, sobre todo por la sobreexpresién de los
receptores esteroideos como los receptores de estrégenos (ER), ER-B y ER-a. Se ha
reportado que en el cancer de mama y cervicouterino la presencia del receptor ER-a
favorece la evolucion de ese tipo de tumores (Craig V J, 2015).

En el caso del cancer pulmonar, el papel de las hormonas se relaciona principalmente
con el adenocarcinoma pulmonar (ADC), sin embargo aun es controversial y los
mecanismos son poco conocidos (Mah, et al., 2011; Albani, et al., 2007; Zhang, et al.,
2009; Wakelee, et al., 2007). Recientemente se reportd que la expresion del receptor
de estr6genos beta parece estar influenciada por los estrogenos ya que los ADC
pulmonares de mujeres premenopausicas sobrexpresaron mayoritariamente este
receptor comparado con las postmenopausicas y los hombres (Rodriguez, et al.,
2014).

Existe controversia en cuanto a cémo la terapia de remplazo hormonal (TRH) favorece
0 no la carcinogénesis en el cancer pulmonar de células no pequefias (NSCLC por su
siglas en inglés Non small cell Lung cancer), al igual que el uso de anticonceptivos

como fuente exdégena de estrégenos (Marquez, et al., 2009).

1.4 Clasificacion

El CP engloba un grupo muy heterogéneo de tumores con diferencias en su

histologia, localizacién dentro del pulmén y etiopatogenia.

De acuerdo con su histologia el CP se clasifica en dos grupos:
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El Cancer de Pulmén de Células Pequefas (SCLC por sus siglas en inglés Small
cell Lung céancer) o también conocido como microcitico y el Cancer de Pulmén de
Células No Pequefias (NSCLC por sus siglas en inglés, Non Small Cell Lung
Cancer). También existen casos excepcionales que presentan una combinacion de

ambos tipos al que se le llama Cancer pulmonar mixto (WHO, 2013).

El SCLC representa el 15% de los casos de cancer pulmonar, se caracteriza por
presentarse en las zonas respiratorias media y alta (de trAquea a bronquios), y es el
mas asociado al habito tabaquico y generalmente es tratado con quimioterapia y
radioterapia. El NSCLC se desarrolla generalmente en zonas mas profundas como la

alveolar.

La mayoria de los pacientes se presentan en estado avanzado inoperable, en
estadios 3 y 4 de la enfermedad, los cuales s6lo son candidatos a la quimioterapia

paliativa y algunas terapias dirigidas (WHO, 2013).

El NSCLC representa el 85% de todos los tipos de cancer pulmonar y a su vez se
divide en tres subtipos histolégicos: el cancer de células grandes, el epidermoide o
broncogénico y el adenocarcinoma (Herbst, R S et al.,, 2008). Segun los tipos
celulares que conforman cada tumor y su localizacibn en el pulmén el
adenocarcinoma es uno de los mas heterogéneos y con la mayor incidencia dentro de

todos los tipos de cancer de pulmén (Espinoza,et al., 1984; Gold, et al.,2011).

1.5 Adenocarcinoma Pulmonar

El ADC Pulmonar es una entidad histopatolégica conformada por diferentes estirpes
celulares (Pavlova, et al, 2012). Estos tumores pueden conformarse por neumocitos
de tipo | y/o Il, células bronquiolares y células de Clara en diferentes combinaciones;
aunque se ha visto una tendencia a que presenten mayoritariamente neumocitos de
tipo Il y células de Clara, importantes en la modulaciéon de la respuesta metabdlica e
inmune tienden a presentar mayor grado de malignidad (William DT, et al, 2011;

Espinoza, et al., 1984).
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Este tipo de NSCLC, es considerado el mas frecuente de todos tipos de CP y ha
aumentado considerablemente en la Gltima década, teniendo una alta incidencia
comparada con la de los casos de SCLC y con el epidermoide o broncogénico, los
cuales estan mayormente asociados al consumo de tabaco (De la Cruz, et al., 2011).
Este incremento ha sido diferencial en la poblacion mundial, pues el grupo mas
afectado es el de mujeres premenopausicas (<=35 afios), generalmente sin habito
tabaquico, lo que ha sido centro de atencion para la investigacion en este rubro y ha
generado interés sobre los factores que estan provocando estas diferencias respecto
al sexo, y la relacion de este tipo de cancer pulmonar con los estrégenos (Gorlova, et
al., 2007; Zhang, et al., 2009; Marquez, et al., 2009).

1.6 Adenocarcinoma pulmonar y su relacién con los estrégenos

A pesar de que durante varias décadas se ha asociado al habito tabaquico como el
tunico o el factor causal mas importante para padecer CP, este paradigma ha
cambiado en los ultimos afios, debido a que las evidencias indican que cada vez son
mas factores los que cobran importancia y juegan un papel especifico para desarrollar
CP. Ademéas como se menciond anteriormente el CP mas frecuente actualmente es el
ADC y éste es de todos el menos asociado al tabaguismo. Y la incidencia de ADC ha
incrementado principalmente en mujeres joévenes no fumadoras y también en
fumadoras pasivas (Paris C. et al, 2010). Por lo anterior, el factor hormonal cobra

cada vez mayor interés en ésta patologia.

Las hormonas sexuales participan en la fisiologia pulmonar normal principalmente
durante el desarrollo embrionario propiciando la formacién y buen funcionamiento del
pulmén y ese mecanismo se mantiene en menor proporcidon en la vida adulta

ayudando a su regeneracioén (Toh, et al., 2009; Marquez, et al., 2009).

Se ha sugerido a los estrégenos en el CP, como un factor de riesgo, sin embargo su
participacion en la patologia y los mecanismos que activan en la carcinogénesis, auln
no son claros (Marquez, et al., 2009). En cuanto a los estr6genos exdgenos algunos
estudios han demostrado que la terapia de remplazo hormonal (TRH) incrementa la
incidencia de cancer pulmonar (Liu, et al., 2005; Ganti, et al., 2006), mientras que
otros mencionan que dependiendo de cada caso pueden tener un efecto protector en
el pulmén (Schabath, et al., 2004; Schwartz, et al., 2007).
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Ademas, el papel de los receptores de estrégenos en el ADC pulmonar es muy
similar al que se ha descrito en el caAncer de mama propiciando asi la carcinogénesis
(Li X, et al, 2004; Wakelee, et al. 2007; Zhao et al, 2011).

Con estas observaciones se ha propuesto estudiar a los estr6genos como un
parteaguas en el desarrollo de la patologia y en el disefio de nuevos tratamientos
contra este tipo de cancer.

Estrégenos

Los estrogenos son sintetizados a partir de la aromatizacion de la testosterona
principalmente en el ovario, también en menor concentracion en las glandulas
suprarrenales. Una biosintesis de estas hormonas se ha visto en tejidos extra-
glandulares como el pulmén (Marino M, et al., 2006; Aguila, Verdecia & Cué., 1999;
Ropero L A, 2001).

Existen tres tipos de hormonas estrogénicas de acuerdo con su potencia de accién

biolégica se dividen en: estriol, estrona y estradiol. Su concentracidon varia

dependiendo del tejido y el sexo del individuo, su estructura se presenta en la figura

8, todas se sintetizan a partir del colesterol (Ropero L. Ana, 2001).

El estriol se sintetiza a partir de la estrona, ambas hormonas tienen menor
concentracién en sangre que el estradiol, sin embargo se sabe que por la via oral el

estriol es el mas activo (Aguila, Verdecia & Cué., 1999).

El estradiol, por su parte se encuentra en mayor concentracion en las mujeres
jévenes, tiene un papel central en la regulacién del comportamiento sexual y el
desarrollo, en la diferenciacién de los 6rganos y tejidos durante la embriogénesis, asi
como en funciones de reproduccién, y la aparicibn de caracteres sexuales

secundarios femeninos (Aguila, Verdecia & Cué, 1999).
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Figura 9. ESTRUCTURA QUiMICA DE LAS TRES MOLECULAS ESTROGENICAS PRINCIPALES. Todas

mantienen una estructura basica esteroidea, s6lo varian en los radicales y enlaces (Tomado de
Ropero L, A, 2001).

Estrogenos y carcinogénesis pulmonar.

Ademdas de la funcidon que tienen los estrogenos en condiciones normales, estas
hormonas son capaces de regular numerosas vias de sefalizacién como lo son la
proliferacion y la migracion, las cuales se ven generalmente aumentadas en
patologias como el cincer, sin embargo los mecanismos por los cuales lo hacen es un
campo de investigacién emergente y depende del tejido o tipo celular donde estén

actuando (Marino, et al., 2006).

Los estrégenos pueden activar diversas vias de sefalizacion a través de la via
gendmica y la no gendémica (Marino M, et al., 2006) como se presenta en el siguiente
diagrama, mediante la unién a GPR30 el receptor membranal acoplado a proteinas G
y/o a la unidbn a sus receptores nucleares ER-B y ER-a que se encuentran en el

citoplasma y son capaces de translocarse al nacleo.
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No genomicas o no \
genotropicas.

Se inducen a través de sus receptores
membranales (receptores acoplados a

proteinas G). La respuesta transcripcional
es muy rapida, comparando con las
sefiales gendmicas.

También se induce por activacion
indirecta de los receptores nucleares a
través de 4 tipo de sefalizaciones:
Fosfolipasa C (PLC)/ proteina cinasa C
(PKC’s), Ras/ Raf/MAPK, Fosfatidil inositol
3 cinasa (PI3K)/ AKT y cAMP/ Proteina
cinasa A (PKA) (Marino, et al., 2006).

Los genes que codifican a los receptores de estrégenos alfa y beta (ER-a) y (ER-B) se
encuentran en distintos cromosomas y su expresion varia dependiendo del tipo de
tejido. El ER-a predomina en los érganos reproductivos como el utero, mama, ovarios,
asi como en el sistema nervioso central (SNC) e higado, mientras que el ER-B es
mayor en endotelio, hueso, pulmones, tracto urogenital, sistema nervioso central y
ovarios (Noriega & Langley, 2008).

El receptor de estré6genos esta formado por 6 dominios (A/B, C, D, y E/F) (Figura 10)
a nivel proteina. El dominio A/B se encarga de la activacion de la transcripcién
genética (Activation Function 1 6 AF1), el sitio C es el sitio de uniéon al ADN, el
dominio D es el sitio de unidén a la chaperona hsp90 que permanece unida al receptor
mientras estd inactivo, el sitio E/F es el dominio de unién al ligando (Marino, et al.,
2006; Marquez DC y RJ 2001).
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Figura 10. ESQUEMA DE LA DISTRIBUCION DE LOS DOMINIOS DE LOS RECEPTORES DE
ESTROGENOS a Y B EN EL HUMANO, ASi COMO LA LOCALIZACION DE LAS REGIONES
PRINCIPALES PARA SU FUNCIONAMIENTO. Se muestra en nimero de aminoéacido con los
gue estan formados y en cuales comienza y termina cada uno de los dominios. AF es la
zona de transactivacion y donde se marca ADN, es la zona de interaccion con éste, y
hormona la zona de interaccién con el estrogeno (Tomado y modificado de Ropero L, A,
2001).

El ER-B es sobre-expresado en alrededor del 80% de los adenocarcinomas
pulmonares, referidos como "ER positivos" (Hershberger et al., 2009), esto se atribuye
a las condiciones de hipoxia principalmente, lo cual tiene un transfondo en los
cambios epigenéticos, como la sobreexpresién de la metiltranferasa GA9 y H3K9me2
las cuales se relacionan con la aceleracién de los procesos de invasion y metastasis
en el CP (Minamiya, et al.,2010), por otra parte el aumento de ER-3 puede deberse al
aumento la expresiéon de la aromatasa, enzima que cataliza la produccion de
estrogenos, asi, se propone que el tumor produce sus propios estrégenos y propicia la
sintesis del receptor beta; como resultado los altos niveles de aromatasa en pacientes
con NSCLC se relacionan con un peor pronéstico y menor esperanza de vida
(Marquez, et al., 2009).

El extremo carboxilo-terminal del receptor que constituye el dominio de unién al
ligando (LBD) reconoce a los estrégenos enddégenos como el 17-B-estradiol pero
también a los ligandos sintéticos que pueden actuar como antagonistas puros 0 como
moduladores selectivos del ER y pueden activarlo o inhibirlo dependiendo de la célula
y del promotor (Noriega & Langley, 2008). Existen varios farmacos antiestrogénicos

gue actuan a distintos niveles y se han empleado en la quimioterapia contra el cancer
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de mama u ovario. Entre estos el mas conocido es el Tamoxifen, que actlua
inhibiendo a los receptores de estrégenos, ya que su afinidad hacia estos es mayor
gue la que tienen los mismos estrogenos (Song, et al., 2002), de esta forma evita la
dimerizacion del receptor y la activacion de la transcripcion propiciada por la via
E2/ER.

Otro farmaco muy utilizado es el Fulvestrant, el cual actia inhibiendo a los receptores
de estrégeno y también dificulta el papel de la aromatasa, es un antagonista puro de
E2 (Garon, Pietras, Finn, et al, 2013; Stabile, et al., 2002).

Estrogenos y su relacion con la expresion de la quimiocina CXCL12 v el receptor
CXCRA4.

Los receptores de estrogenos pueden asociarse indirectamente a promotores de
genes involucrados en el ciclo celular y la regulacion de numerosas vias de
sefializacién, esto ocurre a través de uniones proteina-proteina y otros factores
transcripcionales (Marino, et al., 2006). La activacion directa de la via de las
MAPcinasas, después de la fosforilacion de éstos receptores con actividad cinasa de
residuos de tirosina y la accién de moléculas co-reguladoras que actlian en conjunto
con los factores de transcripcion, facilitan el relajamiento de la cromatina y la
regulacion de la transcripcion de genes que favorecen la progresion del tumor; de
esta manera los estrégenos podrian estar propiciando la carcinogénesis en el
adenocarcinoma pulmonar, provocando la sintesis de diversas proteinas entre ellas
algunas que propician el infiltrado inflamatorio como las quimiocinas (Marino M,
Galluzo P. Ascenzi P, 2006; Ropero L, A, 2001; Picatoste & Claro, 2008; Noriega R,
MY & Langley M E, 2008).

Recientemente se reportd que el sexo y el estado hormonal pueden estar
relacionados con la expresién de un eje de quimiocina/receptor (CXCR4/CXCL12) lo
cual se dedujo a partir de lo observado en biopsias de adenocarcinomas pulmonares
derivados de  mujeres premenopdausicas que sobreexpresaron estas proteinas
comparado con los tumores de mujeres posmenopausicas y hombres (Rodriguez et al,
2014). Algunos autores mencionan que este evento, puede deberse a alteraciones en
oncogenes 0 a la activacidon de vias de sefializacion relacionadas con los ER’s, como
ha sido observado en células de cancer de mama por Yan Li y cols., que vieron que

el receptor del factor de crecimiento epidérmico 2 (HER 2) provocaba la
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sobreexpresién de CXCR4, recepto que regula la via PI-3K/Akt/mTOR favoreciendo la
progresion de los tumores de mama ya que la via estd implicada en procesos de
invasion y metastasis (Yan, Li, et al., 2004).

Quimiocinas en el CP

Las quimiocinas, son una familia de 48 citocinas quimiotacticas que interactiian con 7
receptores transmembranales acoplados a proteinas G para guiar principalmente la
migracion de células del sistema inmune entre otras, tanto en condiciones fisiolégicas
como patolégicas, a través de un gradiente de concentracibn de menor a mayor
(Zlotnic A. a Homey B., 2011); también tienen un papel importante durante la
embriogénesis determinando la ubicaciéon de cada tipo celular, la diferenciacion y la

distribucién de los distintos tejidos.

Se dividen en cuatro familias, segln la posicion de sus residuos de cisteina CXC, CC,
C y CX3C; las CXC son las quimiocinas homeostéaticas que tienen mayor participacion
en la migracioén celular. Por otra parte, se conoce que las células tumorales, expresan
un repertorio relativamente limitado de quimiocinas y sus receptores, los cuales
utilizan y manipulan de manera que se favorece el crecimiento local del tumor y
posteriormente la diseminacion a distancia o la metastasis, por su capacidad
guimioatrayente actuando a través de un gradiente de concentracion, las quimiocinas
al ser secretadas se unen a proteoglicanos y otras proteinas de la matriz extracelular,
creando un gradiente sélido por el cual las células van migrando hacia otro tejido
blanco. El papel de las quimiocinas en la migracion celular es un paso inicial de la
metastasis y se ha visto que los tumores que expresan receptores de quimiocinas son
mas agresivos y la esperanza de vida de los pacientes se ve disminuida (Su, et al.,
2005; Suarez, et al., 2003; Zlotnic, et al., 2011).

En el microambiente del tumor se secretan quimiocinas que actian de manera
autocrina y paracrina activando sus respectivos receptores que interactdan para
promover la supervivencia de células tumorales, su crecimiento, y también para

mejorar la neo-angiogénesis del tumor (Sunaga, et al., 2010).
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Los tumores de NSCLC tienden a migrar a nodulos linfaticos, higado, cerebro y al
pulmén contralateral debido a que son atraidos por un gradiente de quimiocinas que
se unen a receptores de quimiocinas expresados en la membrana de las células
tumorales (Su, et al., 2005).

Entre las principales quimiocinas y receptores que expresan las células tumorales se

encuentran:

CXCR4, CXCL12, CCR7, CCL21, CCR10 los cuéles estan implicados en procesos de

inflamacion y control de metastasis.

CXCL12 o SDF-1 es una quimiocina que tiene un papel central en la migracién, con
una distribucion en practicamente todos los tejidos, ademas de ser el Unico ligando de
CXCR4 y éste, a su vez es un receptor ampliamente expresado por los tumores
malignos incluido el CP (Mantovani A, 2004; Zlotnic A. a Homey B., 2011).

En procesos fisiol6gicos normales, CXCL12 es fundamental en el reclutamiento y
direccion de las células formadas durante la hematopoyesis, mientras que en el tumor
participan en procesos proinflamatorios y de metastasis junto con su receptor CXCR4
(Cai, et al., 2013) y han sido centro de multiples investigaciones para entender el

progreso de diferentes tipos de cancer.

Se ha visto que las células del estroma mantienen la produccidon continua de CXCL12

aumentando la concentracion hasta llegar al tejido blanco (Aerts, et al., 2013).

Por otra parte, su receptor CXCR4, formado por 7 dominios transmembranales
acoplados a una proteina G, ha sido estudiado en el NSCLC en tumores con invasién
local y en metastasis distantes, donde la expresion de CXCR4 en tejido pulmonar
normal fue realmente baja, mientras que en las muestras de tejidos metastasicos fue
alta, por lo que el eje CXCL12-CXCR4 esta relacionado con un mal prondstico (Su, et
al., 2005).

En estudios previos realizados en células A549 y SKLUL1, se encontré6 que al
estimularlas con CXCL12 se provocaba la formacién de agregados celulares por la
sobreactivaciéon de la proliferacion, los cuales, al usar un farmaco inhibidor especifico
de CXCR4 conocido como Pleraxifor o AMD3100 asi como también el uso de

SsiRNA’s contra la quimiocina y anticuerpos monoclonales anti-CXCL12, se
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desintegraban y se detenia la proliferaciéon (Wald, O, et al., 2011; Sunaga, et al.,
2010). Lo que sugiere que la activacion del eje CXCR4/CXL12 propicia la progresiéon
tumoral. EI pleraxifor es un agente que recientemente fue aprobado por la Unidn
Europea para su uso en la obtencion de células troncales hematopoyéticas destinadas
al transplante aut6logo de sangre en pacientes con linfoma, mieloma y melanoma. Es
una molécula pequefia antagonista del CXCR4 que inhibe de manera reversible la
interaccién con CXCL12 (Aerts, et al., 2013).

La sobreexpresion del receptor CXCR4 hace que las células tumorales sensibles a la
sefializacién inducida por CXCL12, sobrevivan, proliferen, induzcan angiogénesis,

migren e invadan tejidos distantes (Wald O., Shapira M. & IzharUzi, 2013)

1.7 Migracién celular y ADC pulmonar.

La migracién celular se considera en general un proceso ciclico comenzando con la
adquisicién de una polaridad celular es decir, se genera una asimetria espacial entre
los dominios de la célula; la actina una importante molécula del citoesqueleto, se
polimeriza, causando cambios en la conformacion de las células y generando
proyecciones citoplasmaticas conocidas como filopodios y lamelipodios, mientras que
las sefiales externas, estimulos quimiotacticos como CXCL12- CXCR4, factores de
crecimiento o proteinas de la matriz extracelular determinan la direccion de la
migracion. Estos lamelipodios y filopodios se anclan a la matriz extracelular (MEC) 6 a
células adyacentes para avanzar hacia su meta final, los puntos de adhesion
conocidos como “adhesiones focales”, permiten que el movimiento sea dinamico de
tal modo) que, se deben desestabilizar en la parte lateral y trasera de la célula
(retraccion y contraccidon para permitir un movimiento celular ameboide (Huertas-
Fernandez, Cecilia, 2013).

La migracion es un proceso celular muy complejo el cual es mediado por distintas
moléculas implicadas en la direccion, adhesion celulares y transformacion del
citoesqueleto, moléculas como las quimiocinas homeostéaticas tal como CXCL12, que
esta implicada en procesos de migracion de células cancerosas de manera semejante
a como funciona para la movilizacién de los leucocitos en condiciones normales
(Wald, et al., 2013).
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Este tipo de quimiocinas activan a linfocitos T y provocan la secrecion de mas
citocinas proinflamatorias que inducen la expresion de MMP's en los macréfagos y
moléculas de adhesién que regulan la migracion celular (Hartmann, et al., 2005;
Zlotnic A. a Homey B., 2011).

En NSCLC, la quimiocina CXCL12 se ha visto implicada en la fosforilacién de ERK
promoviendo la sintesis de metaloproteasas, en especial de MMP-9 y también la
activacion de GTPasas de la familia Rho, encargadas de los cambios de filamentos de
actina en el citoesqueleto celular, las mas estudiadas por su relaciéon con el proceso
de migracion son RhoA, Racl(genera lamelipodios y ondulaciones en la membrana) y
Cdc42 (involucrada en la formacion de filopodios) éstas cinasas trabajan en conjunto
con distintos receptores tirosina cinasa (EGFR, PDGF, VEGF), facilitando la movilidad
y migracion de las células (Burger et al., 2003; Hartman et al., 2005;Ridley et al.,
1992; Wald et al., 2011).

CXCL12/CXCR4 en la migracion de células de adenocarcinoma pulmonar.

El mecanismo mas estudiado en el ADC pulmonar mediado por CXCL12/CXCRA4, al
igual que en otros tipos de cancer, es la metastasis, donde la migracién local es el

primer paso para la diseminacién a distancia.

Como ya se menciond, las células de ADC que tienen CXCR4 sobreexpresado,
avanzaran atraidas hacia los tejidos asociados que estén secretando mayor cantidad
de CXCL12, por lo que presentan un alto potencial metastasico (Su, et al., 2005;
Marquez, et al., 2009).

Estudios realizados en SCLC debido a su rapida progresion y metastasis revelaron
gue el eje CXCL12-CXCR4 favorece también la sintesis de moléculas de adhesion
como las integrinas (B-integrina 4 y 5 y VCAM-1: molécula de adhesién celular
vascular) y facilita su desplazamiento a través de la interaccion con las fibras de
colageno y fibronectina de la matriz extracelular este fenbmeno se ha visto
relacionado con la resistencia a algunos farmacos; empleando antagonistas de
CXCR4 como T140 o pleraxifor, y anticuerpos anti-VCAM-1 se comprobd la
importancia que tiene éste eje en la migracion celular y metastasis en SCLC y NSCLC
(Hartmann, et al. 2005; Burger, et al, 2003 b).
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Como ya se explicé la principal funcion de esta quimiocina se obtiene mediante la
formacién de un circuito autocrino con su receptor CXCR4, que desempefia un papel
esencial en el crecimiento, estimulando la proliferacion y la migracion que favorece la
invasion y diseminacion metastéasica de las células tumorales. Existe cada vez mas
evidencia de que la quimiocina CXCL12 y su receptor CXCR4 contribuyen en el ADC
mayoritariamente a la progresion de la metastasis e inmunosupresion del tumor
(Robledo, et al., 2001).

Es interesante la reciente relacion de éste eje quimiocina receptor con los estrogenos
en el ADC pulmonar, donde Rodriguez-Lara y cols. (2014) encontraron una mayor
expresion de CXCR4/CXCL12 en mujeres premenopausicas comparado con los ADC
de mujeres postmenopausicas y hombres. En otro estudio in vitro de éstos
investigadores, se estimularon células adenocarcinoma pulmonar de mujeres
premenopausicas (H1435), de mujeres postmenopausicas (SK-LU1l) y células de
hombres (H23) con 17-B-estradiol para analizar la relacién de los E2 en la expresion
de CXCR4; por inmunofluorescencia se observé que la expresion del receptor de
guimiocina dependiente de la dosis y del tiempo de estimulo con estradiol, ademas se
observd la mayor expresion de CXCR4 en la linea celular H1435 correspondiente a

mujeres premenopausicas.

Relacionando el aumento en los casos de NSCLC especificamente de
adenocarcinoma en mujeres premenopausicas y las distintas evidencias de las
diversas implicaciones que pueden tener los estrégenos en el adenocarcinoma
pulmonar aunado a la importante participacién del eje CXCL12/CXCR4 en la
migracion y metastasis, es interesante investigar la posible relacion de ambas vias
(E2/ER y CXCR4/CXCL12) vy la busqueda de otros mecanismos por los cudles éste
tipo de tumores progresa y de ésta manera dar nuevas alternativas de diagnostico y
terapia.
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Capitulo 2

2.1 Justificacion.

Distintos estudios muestran un aumento del ADC pulmonar en mujeres
premenopausicas, que presentan un peor pronéstico comparado con mujeres
posmenopausicas y hombres, lo que ha sugerido que los estrégenos tienen un
papel importante en la carcinogénesis pulmonar.

Por otra parte, la via de la quimiocina CXCL12 y su receptor CXCR4 es muy
importante en la migracién celular tumoral y la subsecuente metastasis, y se ha
reportado que el 17-B-estradiol favorece la expresion de CXCR4 en el
adenocarcinoma pulmonar, sin embargo los mecanismos de accidon de estas

vias han sido pobremente estudiados.

Por lo anterior en el presente estudio se busca conocer si el 17-B estradiol,
favorece el proceso de migracion estimulando la activacion de esta via
receptor/quimiocina, lo cual podria tener un importante papel en la agresividad

del tumor y el prondstico de la(o)s pacientes con ADC pulmonar.

35



Capitulo 3.

3.1 Hipotesis.

Los estrogenos (17-B-estradiol) incrementaran la migracion de las células de
ADC pulmonar al favorecer la activacion del eje CXCL12 / CXCRA4.

3.2 Objetivos.

General.
Evaluar el papel del 17-B-estradiol en la migracion de las células de
adenocarcinoma de pulmén, a través de la activacion de la via CXCL12 /
CXCR4.

Particulares.

1.- Evaluar el papel del 17-B-estradiol en la migracién de las células SKLU-1 y
A549 de ADC pulmonar mediante la activacion del eje CXCL12 / CXCR4 por
medio de la Prueba de Cierre de herida.

2.- Evaluar el efecto inhibidor de los farmacos antineoplasicos AMD3100

(Pleraxifor) y Tamoxifen, en el proceso de migracion celular.
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Capitulo 4.

4.1 Método.

1. Lineas celulares y cultivo celular

Se obtuvieron las lineas celulares de ADC pulmonar A549 y SKLU-1 de la American
Type Culture Collection. La linea SK-LU1 fue cultivada en medio DMEM (Dulbecco’s
Eagle Medium) con suero fetal bovino (SBF) al 10% (Gibco) y penicilina/estreptomicina
1%. La linea A549 fue cultivada en medio DMEM F12, 10% de SBF y 1%
penicilina/estreptomicina. Ambas lineas celulares fueron cultivadas a 5% CO, y 95% de
aire y humedad a 37°C. Las lineas fueron cultivadas en éstas condiciones hasta
obtener una confluencia minima del 80%. Se cultivaron aproximadamente 8 mil
células por pozo en cajas de 12 pozos y se llevaron a cabo subcultivos para mantener

las lineas celulares.

Caracteristicas de las lineas celulares:

La linea celular SK-LU1l se deriva de adenocarcinoma de pulmén de una mujer
postmenopdusica caucasica de 60 afios de edad. Mientras que la linea celular A549
se desarrollé6 en 1972 a través de la remocidon y cultivo de tejido canceroso de un
hombre de 58 afios de edad. Ambas lineas celulares, pertenecen al epitelio alveolar
humano, in vitro se comportan como células adherentes que crecen en monocapa e
in vivo pueden inducir tumores en ratones atimicos. Ambas lineas celulares son ER+
por lo que son capaces de responder a estimulos estrogénicos externos (Garon, et al.,
2013; Marguez, et al., 2009).

2. Estandarizaciéon de la concentracién del farmaco Pleraxifor o AMD3100.

En placas de 96 pozos se sembraron de 3 a 4 mil células por pozo incubadas por 24
horas y tratadas con Pleraxifor (AMD3100) para determinar la dosis no letal de éste

farmaco, se probaron las siguientes concentraciones: [LnM], [10nM], [25nM], [50nM],
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[100nM], [250nM], [500nM], [1000nM], con las que se tuvo un amplio rango para

observar su efecto citotoxico.

Se realizaron curvas dosis-respuesta de las réplicas en la linea SKLU y el efecto de
cada una de las concentraciones del farmaco sobre la viabilidad celular, fue medido
mediante el ensayo de MTT. Los resultados de viabilidad fueron obtenidos de tres
experimentos independientes y en réplicas.

Por otra parte, la concentracién de Tamoxifen empleada fue [17uM] se basé en

nuestro antecedente directo (Rodriguez-Lara, 2014).

3. Condiciones del cultivo v Prueba de Cierre de herida.

Posterior a la estandarizacion de las concentraciones de cada compuesto se
realizaron los tratamientos, como se explica en la en la tabla 1 y se prosiguio con la
prueba de migraciéon mediante el ensayo de “Cierre de herida”.

El ensayo de Cierre de herida es una prueba basica de migracidn que consiste crear
una herida y observar el indice de cierre a través del tiempo.

Las células fueron cultivadas hasta alcanzar un 80% de confluencia, posteriormente
las condiciones de cultivo en las que crecieron las células (DMEM y DMEM-F12, 10%
SBF, 1% penicilina/estreptomicina), cambiaron por medio de ayuno DMEM libre de
fenol rojo y SBF sin hormonas, para asegurar un ambiente libre de hormonas y poder
probar el efecto de los estrégenos. Las células se mantuvieron en estas condiciones

24 horas previas a la aplicacion de los diferentes tratamientos.

Pasado este tiempo, con la punta de una micropipeta de de 2-20use realizé una
brecha en linea recta que atravesé cada pozo por la mitad (Figura 10), una vez hecha
la “herida” se hicieron 2 - 3 lavados con PBS para quitar las células desprendidas en
el area de la brecha, inmediatamente se puso en cada pozo el tratamiento

correspondiente como se explica en la tabla 1 y en la figura 10.
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Control (CTROL)

Estimulo de Estrégenos (17-8-

estradiol)(E2)

Estrégenos + Inhibidor de
CXCR4(Pleraxifor) (E2+AMD)
Estrégenos Tamoxifen
(E2+TAM)

Estrégenos + Pleraxifor
(Inhibidor de CXCR4) +
Tamoxifen E2+AMD+TAM.

Quimiocina CXCL12

Quimiocina CXCL12 + 17-8B-
estradiol (CXCL12+E2)

Quimiocina CXCL12+ Inhibidor
del receptor CXCR4 (CXCL12 +
AMD)
HE)
Quimiocina +
(CXCL12 + TAM)

Tamoxifen

17-B-estradiol+

Quimiocina+
Pleraxifor+ Tamoxifen (CXCL12
+ E2 + AMD + TAM)

Tabla 1. Condiciones de cultivo por tratamiento.

Condiciones del cultivo

Se mantuvieron en 1ml de DMEM sin fenol rojo y con
SBF sin hormonas (1%) esta condicién de cultivo se
aplic6 a todos los grupos en los cuales se aplicaron
tratamientos.

17-B estradiol [10nMI.

17-B estradiol [10nM] + Pleraxifor (AMD3100) [50nM].

17-8 estradiol [10 nM] + Tamoxifen [170MI.

17-B estradiol [10 nM] + Pleraxifor (AMD3100) [50nM]

+ Tamoxifen [170MI.

Quimiocina CXCL12 [250nM].

Quimiocina [250nM] + 17-0-estradiol [10nM].

Quimiocina CXCL12 [250 nM] + Pleraxifor (AMD3100)
[50nMI.

Quimiocina CXCL12 [250nM] + Tamoxifen [17Mm]

Quimiocina CXCL12 [250 nM] + 17-B estradiol [10 nM]
+ Pleraxifor (AMD3100) [50nM] + Tamoxifen [17Mm]
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Con las condiciones mencionadas en la tabla 1, la organizacion de los grupos en la
caja de 12 pozos fue:
= Dos pozos con condiciones de grupo control (CONTROL).
* Tres pozos tendrian solo factores de migraciéon (E2, CXCL12, E2+CXCL12).
= Siete serian una combinacion de “inhibidores y activadores” de migracién
celular (E2+AMD, E2+TAM, E2+AMD+TAM, CXCL12+AMD, CXCL12+E2+AMD,

E2+CXCL12+TAM+AMD).
E2
CONTROL CXCL12 E2+CKCL12
CHCL12+
CHCL12
CONTROL E2+TAM
+AMD E2+ AMD
EZ2+AND E2+AMD CXCL12+E2
TAM AMD+TAM
Prueba de “Cierre de herida” Brecha

Figura 10. PRUEBA DE CIERRE DE HERIDA. Distribuciéon de tratamientos en las cajas de 12
pozos; E2: estr6genos, TAM: tamoxifen, AMD: pleraxifor, CXCL12: quimiocina.

Posteriormente a la realizacién de la brecha, se tomaron fotografias de dos campos
por pozo con un microscopio 4ptico invertido, a un aumento de 4x a los tiempos 0Oh,
6h, 24h y 72h. Siendo un total de 3 réplicas de cada experimento para cada linea

celular.

Usando el software Image J se midi6é el area de la “herida” (brecha) en las fotografias
de cada tratamiento, en los tiempos 0, 6 , 24 ,72 hrs, esto se hizo trazando todo el

perimetro de la herida (Figura 11) obteniendo el 4rea y la media de cada medicién.

Posteriormente usando el mismo software se contdé el nimero de células migrantes
dentro de la brecha, se generd un rectangulo formado de la brecha de los grupos a
tiempo cero como se ejemplifica a continuaciéon en la figura 11 el cual permitié tener

un tamano de la brecha basal (500um) para comparar el numero de células migrantes
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dentro del rectangulo; el conteo celular s6lo se realiz6 en los tiempos 24h y 72h

donde se observdo mayor migracion.

Figura 11. Ejemplificacion en la medicion de las areas de la brecha (marcaje del perimetro de la
brecha) y el conteo celular en Image J; a partir de un rectangulo que asemeja la herida a 0Oh, se

contaron de manera puntual cada célula con morfologia de migracién dentro de la brecha (4x).

Analisis estadistico.

Teniendo las areas de las 3 réplicas de cada grupo durante los 4 tiempos, y el nimero
de células a 24h y 72h de ambas lineas celulares, se prosigui6 a realizar un analisis
de varianza (ANOVA) con el programa GraphPad Prism 5.0, con el fin de determinar
si existe diferencia significativa entre los grupos analizados. Posteriormente se realiz6
la prueba post hoc de Tukey para determinar si existieron diferencias entre los
tratamientos y el grupo control y los tratamientos con los inductores de migraciéon y
sus combinaciones y sus respectivos inhibidores. En todos los casos P<0.001 fue

considerada como significativa.
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Capitulo 5.

Resultados.

Pruebas de viabilidad:

Derivado de las pruebas de viabilidad con el ensayo MTT (fig. 12) se observé que las
concentraciones a las cuales el farmaco pleraxifor (AMD3100) tuvo un mejor efecto
sin alterar la viabilidad celular (80% de viabilidad) fueron a 25nM, 50nM, 100nM. De
las tres concentraciones se optdé por usar la concentracion 50nM para todas las
pruebas, en la grafica se puede observar que es una concentracion donde las células

se comportan muy similares al grupo control.

260 - Skiu-1 72h

240 - =
220
200 —
180 —

160 4 /

140 -

Viability

120—-
100—-
EU—-
ED—-

T T T T

460 560 800 10:1}0
AMD3100 (ni)

T
1] 200

Figura 12. GRAFICA DE VIABILIDAD EN LAS CELULAS SKLU-1 PARA LA CONCENTRACION
DE PLERAXIFOR. Se observa el numero de células vivas vs la concentracion de Pleraxifor
(AMD3100); 50nM fue la concentracion a la cual el fA&rmaco actta sin aumentar o disminuir la

proliferacion celular pero la viabilidad se mantiene similar al grupo control.
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Prueba de Cierre de herida.

Se llevaron a cabo tres réplicas de la prueba de cierre de herida para cada linea
celular, de las cuales se analizaron dos campos (4X) por pozo correspondiente a cada
tratamiento, en las figuras 13, 14, 17 y 18 se muestran los paneles de micrografias
representativas de cada grupo a lo largo de los tiempos evaluados (Oh, 6h, 24h y
72h) para cada linea celular, donde se observan los cambios morfoldgicos y el efecto

en la migracion de los distintos tratamientos.

SK-LU1

Con respecto al efecto de los tratamientos en la migracion de la linea celular SKLU-1
(derivada de mujer de > 55 afios) en los diferentes tiempos, observamos al tiempo
cero un area de la herida muy similar entre todos los grupos, dicha area correspondio
a la brecha recién realizada con una distancia de ~500um, como se esperaba, no
hubo diferencia significativa de las areas entre los grupos. Todos los grupos
comenzaron con la misma area (se ejemplifica en la primera micrografia

correspondiente a Oh de la figura 13 y 14).

6h después de que se adicionaron los tratamientos comenzaron a observarse
pequefios cambios en los grupos E2 + Pleraxifor (AMD3100) + Tamoxifen y CXCL12 +
E2 + TAM + AMD3100, aumentando el area de la brecha aunque no hubo diferencias
estadisticamente significativas (ver figura 14 C, 14 D, Gréafica 15B). Es probable que
este aumento de la brecha se deba la pérdida de densidad celular por muerte celular

como se puede ejemplificar en la figura 14 D.

A las 24h todos los grupos excepto CXCL12+AMD y CXCL12+E2+AMD presentaron
una diferencia significativa con respecto al control en el area de la brecha. El area de
los grupos E2, CXCL12, CXCL12+E2 y E2+AMD disminuyé significativamente
respecto al control, lo cual indica que en estos grupos hubo migracién celular. En los
grupos donde el Tamoxifen estuvo presente, las areas fueron mayores con respecto al
control y a los grupos donde se tratd con estréogenos, lo cual muestra que los
estrogenos favorecen la migracion y el tratamiento con tamoxifen restringe esta
actividad. Los grupos que fueron tratados sélo Pleraxifor no mostraron diferencias con

respecto al control y aunque el &rea fue mayor que en el grupo tratado con quimiocina
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lo cual indica que éste tratamiento restringiéo la migracién, no hubo diferencias
significativas (figura 13 B, 13D, 13F, 14A, 15 C).

72 horas post-tratamiento se observl el mismo patrén que se vio a las 24 horas. La
diferencia entre los grupos de estimulo con estrégenos y quimiocina vs los grupos de
inhibicion fue mas notoria. Se observé una disminucién significativa en el area de la
brecha en el grupo E2, CXCL12 y E2+CXCL12 con respecto al control. Lo que apoya
el efecto de los estrogenos y la quimiocina en la migracion celular. Ademas
observamos una disminucion en el area de los grupos E2+TAM y E2+TAM+AMD con
respecto al control, y en el grupo Tamoxifen comparado con el grupo estimulado con
E2, lo cual muestra como en los tiempos pasados el efecto de los estrogenos en la
migracién celular y la restriccién que tiene el tamoxifen en esta via. De igual forma el
pleraxifor restringié la migracién celular significativamente comparado con el grupo
CXCL12 ya que presentd un &area mayor con respecto al grupo tratado con la

guimiocina (Figura 13, 14, 15D).
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Figura 13. Panel de micrografias de la linea SK-LUL, los principales grupos problema a lo largo de
los tiempos Oh, 6h, 24h, 72h post-tratamiento. (A) Control, las células son muy pequefias mantienen
su morfologia poligonal pero no presenta cambios en la herida a lo largo del tiempo en cambio el
grupo, no hay migracion significativa (B) estimulado con estrégenos tiene cambios morfolégicos
desde las primeras horas y 24h después las células tienen formas alargadas con filopodios y migran
de manera irregular hacia la brecha (C) al afiadir Tamoxifen no se observa migracién y desde 6h
toman formas globulares y pierden uniones celulares se observan espacios muy grandes entre las
células aun adheridas a 24h se observa gran porcentaje de muerte celular y a 72h se pierde
completamente la monocapa, mientras que con el (D) estimulo de quimiocina CXCL12 las células
migran desde las primeras horas y se mantiene a lo largo del tiempo; (E) aun con CXCL12 el efecto
del inhibidor de CXCR4 evita la migracion de las células, manteniéndolas quiescentes y estresadas,
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hasta que 72h posterior al tratamiento se observa muerte celular (F) gpo. CXCL12+E2 las células
tienen un aspecto alargado y 24h se observan algunas células migrantes en la herida pero la
migracion declina conforme al tiempo.

E2+AMD

CXCU 2+E2+P|.Fu'ID

'F:".
<=

Figura 14. (A) grupo E2+AMD no hay migracién y las células entran en un estado de estrés, se
observa la monocapa mas tenue desde las 24h como si perdieran uniones celulares y posteriormente
algunas comienzan a desprenderse, (B) no se observan células migrantes en ninguno de los 4
tiempos; cuando se afladen los dos farmacos E2+Pleraxifor+Tamoxifen (C) el efecto es mas
acelerado, éstas células parecen ser muy sensibles al efecto de éste farmaco, desde tiempo O se
observa muerte celular, para el gpo. CXCL12+E2+AMD+TAM (D) se observa un efecto similar.
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Figura 15. Efecto de los tratamientos sobre la migracion celular en la linea SKLU-1. (A) Areas de la
brecha en el tiempo cero. (B) Areas de la brecha a 6 h después del tratamiento los grupos con la
combinacion de Tamoxifen y Pleraxifor comienzan incrementar el area de la brecha pero ningun
tratamiento tiene diferencia significativa. (C) Areas de la brecha a las 24h post-tratamiento, hay
diferencia significativa respecto al control en todos los grupos (*p<0.001 ANOVA, Tukey post-hoc
test) excepto en E2+TAM, CXCL12+TAM y CXCL12+AMD. Los grupos tratados con estrégenos,
CXCL12 y CXCL12+E2 fueron significativamente menores al control lo cual indica la induccién de
migracion por estos tratamientos. El tratamiento con Tamoxifen caus6 un incremento en el area con
respecto al grupo E2 (# p<0.001 ANOVA, Tukey post-hoc test). (D) Areas de la brecha a 72h post-
tratamiento las diferencias son mayores respecto a los otros tiempos entre los grupos con
activadores de migracién con un area mas pequefia que el control (*p<0.001 ANOVA, Tukey post-hoc
test) y también respecto a los grupos con farmacos antiestrogénico y Pleraxifor (¥p<0.001 ANOVA,
Tukey post-hoc test) con areas mayores a los demas grupos,lo que muestra su actividad de
restriccion en la migracion y apoya el papel de los estrogenos y la quimiocina en este evento;(E)
grafica de las células migrantes a 24h post-tratamiento, se muestra que la quimiocina y la
combinacién quimiocina y estrégeno incrementan significativamente la migracion respecto al
control. En la derecha (F) se muestra la grafica de las células migrantes a 72 horas post-tratamiento,
los grupos E2, CXCL12 y CXCL12+E2 incrementaron significativamente la migracion respecto al
control. En ambos tiempos el efecto de la quimiocina fue mayor que el de E2 y que la combinacién
E2+CXCL12, sin embargo la combinacion E2+CXLCX12 tuvo un efecto mayor en la migracion que la
de E2 solos. Con (*) se presentan las diferencias respecto al control y con (#) las diferencias entre
los grupos de interés (p<0.001 ANOVA, Tukey post-hoc test).

Ademas del area, después del tratamiento se evalud la cantidad de células migrantes.
En las células SK-LU1 no hubo migraciéon en los grupos con Tamoxifen, incluso se
observé muerte celular, la cual fue aumentando conforme al tiempo de tratamiento
con el farmaco antiestrogénico. Fue interesante notar que en el grupo tratado con
estrogenos (E2) la cantidad de células migrantes dentro de la brecha aumenté de 24 a
72 horas sin embargo fue hasta las 72h que este grupo fue estadisticamente
significativo respecto al control (figural5 E y 15 F). Este patrén también se observo
en el grupo tratado con CXCL12 cuyo numero de células migrantes fue
significativamente mayor con respecto al control desde la 24 horas de tratamiento y a
las 72h, en ambos tiempos el niumero de células migrantes fue significativamente
mayor al del estimulo estrogénico.

Ademas en el grupo tratado con E2+CXC12 el namero de células también fue

significativamente mayor al control.

Es importante mencionar que el numero de células migrantes en el grupo tratado con
guimiocina fue significativamente mayor que en el grupo tratado con la combinacion
E2+CXCL12 en ambos tiempos 24 y 72h. A su vez en el grupo E2+CXCL12 hubo mas
células que en el grupo tratado so6lo con estrégenos también en tiempos 24h y 72h
post-tratamiento (Figuras 15 E y 15F). Lo cual indica que para esta linea celular tanto

E2 como CXCL12 estimulan la migracién, sin embargo es probable que la quimiocina
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tenga un efecto mas fuerte que los estrégenos. Ademas que el numero de células
migrantes en la combinacion E2+CXCL12 sea mayor que en el tratamiento solo con
estrogenos y que la combinacion de sus inhibidores disminuya el numero de células,
sugiere una relacion entre la via estrogénica y CXCR4/CXCL12 en la migracién

celular.

Cabe mencionar que en los grupos con Pleraxifor o AMD3100 se observ6 un pequefio
grupo de células que migraron hacia la brecha sin embargo fue menor o igual a lo que
se observo en el control, en la figuras 13E, 14A, 14B , se puede observar que en
éstos grupos la herida se mantiene practicamente igual durante todos los tiempos a
pesar de la presencia de la quimiocina la migracién no incremento, lo cual corrobora
el efecto de la quimiocina en la migracién celular y la restriccion que ocasiona este
inhibidor. Ademas la morfologia de las células nos indica que podrian estar
quiescentes y también comenzd a observarse muerte celular a los costados de la

brecha.

En las células A549 observamos un patron muy similar al comportamiento de las
células SK-LU1, a tiempo cero todos los grupos tuvieron el area de la herida muy
similar entre si, todos son iguales estadisticamente al grupo control (ver fotografias Oh

Figuras 17, 18 y grafica figura 19 A)

Después de 6h de tratamiento los cambios fueron méas notorios en el area de la
brecha se observaron en los grupos E2+TAM, CXCL12+E2+AMD, E2+AMD+TAM vy
CXCL12+E2+AMD+TAM pero s6lo en los ultimos dos hubo diferencia significativa
respecto al control, ya que sus areas aumentaron también por pérdida de densidad
celular debido a la muerte celular que comenz6 a presentarse, provocando que las
células se desprendieran y en la toma de las areas de la brecha esta fuera mayor, los
demd&s grupos se mantivieron similares entre ellos, con un tamafo del area de la

herida similar al tiempo cero (ver fotos 6h figuras 17 y 18 y gréafica figura 19 B).

A las 24 horas se observd una disminucién de las areas en los grupos E2, CXCL12 y
CXCL12+E2 (ver fotos 24h figuras 17, 18 y grafica figura 19C), debido a que el cierre
de herida fue mayor como resultado de la migraciéon. Los grupos con el tratamiendo
de los farmacos tamoxifen y pleraxifor (E2+TAM, E2+AMD, E2+AMD+TAM,
CXCL12+AMD, CXCL12+E2+AMD, y CXCL12+E2+AMD+TAM), por el contrario
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tuvieron un aumento estadisticamente significativo en el &rea con respecto al control.
Los grupos de estimulo (E2, CXL12) versus su inhibidor (E2+TAM, CXCL12+AMD)
también fueron diferentes, presentando un area mayor los grupos de inhibidores. Lo
cual prueba también en esta linea celular el estradiol y la quimiocina incrementan la
migracion pues disminuye significativamente el &rea de la brecha con respecto al
control (Grafica, figura 19 D), mientras los inhibidores incrementan el Aarea,

restringiendo la migracién e incluso provocando la muerte celular.

A 72 horas el patron observado a 24 h de tratamiento se mantuvo, los grupos con
estimulo positivo (quimiocina y estrégenos solos y en combinacién) favorecieron
significativamente el cierre de la herida con respecto al control, debido a la migracion
celular. Por otro lado, los grupos donde se administraron los inhibidores (Tamoxifen y
Pleraxifor), aumentaron el area de la brecha significativamente con respecto al control
debido a la muerte celular. De igual forma se observé aumento significativo en el area
de los grupos tratados con los inhibidores (E2+TAM, CXCL12+AMD) comparado con
los estimulos (E2, CXCL12). Y en este tiempo se mostr6 una menor area en la
combinacion de E2+CXCL12 respecto al tratamiento con E2, similar a lo observado en

la linea SK-LU-1 en este tiempo.

En la figura 19 F se presenta la grafica del numero de células migrantes a 24 horas
post-tratamiento donde soélo los grupos E2, CXCL12, CXCL12+E2 tuvieron un namero
de células migrantes significativamente mayor que el control, no hubo diferencia
significativa entre ellos, pero si entre los grupos E2 vs. E2 +TAM y CXCL12 vs.
CXCL12+AMD. Cabe destacar que en este tiempo se observd la presencia de algunas
células migrantes en la herida del grupo E2 + AMD, que aunque no es significativo

respecto al control hubo mayor efecto.

A 72h los grupos donde hubo mayor migracion con respecto al control fue en los
grupos E2, CXCL12 y en la combinacién CXL12+E2. Ademdas observamos mayor
numero de células migrantes en estos grupos con respecto al tiempo pasado, excepto
en el caso del tratamiento con la combinaci6on del estradiol y quimiocina el cual
mantuvo similar al tiempo 24horas (Figura 19 E) .

El Grupo de E2+AMD donde a 24 h se observaban células migrantes se redujo casi a
cero, probablemente debido al estrés en el que se encontraban las células, pues el

efecto de los tratamientos fue dosis y tiempo dependiente. Los grupos con tratamiento
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de Tamoxifen tuvieron un namero de células migrantes nulo y por el contrario como se
menciono anteriormente al igual que ocurrié en las SKLU1, hubo muerte celular desde

las primeras horas la cual fue aumentando conforme al tiempo de tratamiento.

En ambas lineas celulares el efecto sobre el area de la brecha y del niumero de
células migrantes fue tiempo dependiente.

CONTROL E2 E2+TAM

Oh &

72h

CXCL12 CACL12+AMD CXCL12+E2

Oh

6h

24h

Figura 17. PANEL DE FOTOMICROGRAFIAS DE GRUPOS PROBLEMA DE LA LINEA CELULAR A549, a
lo largo de los tiempos Oh, 6h, 24h, 72h post-tratamiento. (A) Control, no se observa migracion la
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herida se mantiene igual en los 4 tiempos, (B) E2 desde las primeras horas las células tiene
transformaciones morfolégicas adquiriendo morfologia tipo fibroblasto y a lo largo del tiempo
migran al centro de la herida (C) al afiadir Tamoxifen se forman nucleos picnéticos no ocurre
migracion y conforme avanza el tiempo aumenta la muerte celular, se observan las células flotando
(D) Gpo. CXCL12 se observa migracion similar al efecto en el grupo con 17-B estradiol, en cambio en
el grupo CXCL12+AMD (E) el efecto del Pleraxifor mantiene las células en un estado quiescencia; al
afiadir quimiocina y estradiol (F) las células tienen un aspecto alargado y 24h se observan algunas
células migrantes en la herida pero la migracion declina conforme al tiempo, y las células entran en

estrés.

E2+AMD CACL1Z+AMD

s o

72h

Figura 18. (A) E2+AMD se observa migracion durante las primeras horas (6h y 24h) la cual

se pierde conforme al tiempo mientras las células cambian a una morfologia mas circular y entran
en estrés, (B) no hay migracion a lo largo del tiempo y se observa la monocapa muy tenue debido al
estado de quiescencia en el que se mantienen;(C) E2+Pleraxifor+Tamoxifen, las células se
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comportan de forma similar al grupo con AMD pero 24 después comienzan a desprenderse hasta que
se pierde por completo la herida, en el grupo CXCL12+E2+AMD+TAM (D) la muerte es mas acelerada.

AS549 Area de la Brecha 8h post-tratamiento,

B

Area de la Brecha Oh post-tratamiento en células AS40

A

m

1000004
0
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Tratamientos

Area do la brecha 72h post-iratamienis en células A549

c

Area de la Brecha 24h post-tratamiento en células A549
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Figura 19. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE EL AREA DE LA BRECHA Y NUMERO DE

CELULAS MIGRANTES A549. (A) Area de la brecha a Oh, todos los grupos tienen areas similares, no
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hubo diferencia significativa con el control ni entre los grupos. (B) Area de la brecha a 6h, se
presenta diferencia significativa respecto al control con los grupos E2+TAM+AMD vy
E2+CXCL12+AMD+TAM. (C) Areas de la brecha a 24h post-tratamiento, todos los grupos presentan
diferencia vs. control (*p< 0.001 ANOVA, Tukey post hoc test),la prueba pos hoc de Tukey muestra
que hay diferencia entre los grupos E2 vs. E2+ TAM y CXCL12 vs. CXCL12 + AMD. (D) 72h post-
tratamiento las diferencias entre las areas aumentaron y todos los grupos presentan diferencia
respecto al control, se muestran diferencias entre los grupos de estimulo (E2, CXCL12) y los grupos
de inhibicién (E2+TAM, CXCL12+AMD) y entre el grupo E2 y E2+CXL12 (# p< 0.001 ANOVA, Tukey
post hoc test). (E) Se muestra el nimero de células migrantes a 24h y a 72h (F). Los grupos E2,
CXL12 y CXCL12+E2 incrementaron la migracién significativamente respecto al control (* p< 0.001
ANOVA, Tukey post hoc test).
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Capitulo 6.
6.1 Discusidn.

El proceso de migracion celular es fundamental para establecer y mantener la
organizacion multicelular de cualquier tejido. Sin embargo su importancia es mas
amplia, es un proceso crucial desde la embriogénesis (en la organizacion y
distribucién de o6rganos y tejidos) hasta la reparaciéon celular y el mantenimiento y
eficacia de la respuesta inmune (Zlotnic A. a Homey B., 2011); en patologias como el
cancer, es un paso fundamental en el proceso de la metastasis y es un parteaguas

gue determina la agresividad de un tumor y la sobrevivencia de los pacientes.

Actualmente existe informacién que sugiere la participacion de los E2 en la
carcinogénesis pulmonar (Mah, et al., 2011; Paris, et al., 2011; Rodriguez, et al.,
2014;Wakelee, et al., 2007; Zhang,et al.,2009) sin embargo los mecanismos han sido
poco explorados. Previamente se encontré una relaciéon entre el estado hormonal y la
expresiéon de CXCR4 y CXCL12, aunado a ello se observo que los E2 favorecen la
sobrexpresion de CXCR4 en lineas celulares (Rodriguez-Lara et al., 2014). En el
presente trabajo se observo que las vias ER/E2 y CXCR4/CXCL12 incrementan la
migracion de células de ADC pulmonar y el bloqueo de estas vias restringe este
proceso y estos resultados fueron dependientes del tiempo de tratamiento. Sin
embargo cuando se estimulan ambas vias no observamos mayor migracién que la
observada en las vias individuales, aungque si mayor al grupo control en ambas lineas

celulares.

Tomando en cuenta que los resultados obtenidos con el ensayo de cierre de herida y
el conteo de células migrantes tienen ciertos alcances y limitaciones es importante
aclarar que los mecanismos celulares que se proponen estar involucrados en cada
uno de los grupos de interés para éstas lineas celulares, surgen partir de las

observaciones y estadisticas de nuestras pruebas y la bibliografia revisada.
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Grupos de interés: E2, CXCL12 y posibles mecanismos.

En los resultados obtenidos se observé que el grupo Control tanto de SK-LU1 como
de A549, no tuvo cambios significativos en el area de la brecha ni en el namero de
células migrantes a lo largo de los cuatro tiempos evaluados lo que quiere decir que
las células no migraron de manera significativa debido a que no tenian ningdn
estimulo, por consecuente el cierre de la herida practicamente fue nulo; en
comparacion en el grupo E2 (tratamiento con 17-B estradiol [10 nM ] el andlisis
estadistico indica que fue uno de los grupos con mayor migracién y esta fue
estadisticamente significativa, aunque en ninguno de los grupos se obtuvo el 100%
de cierre de herida, el avance de las células fue tiempo dependiente y fue a las 72h
donde se observé mayor numero de células poblando la herida, esto concuerda con lo
gue observé Rodriguez, et al. (Rodriguez, Lara, 2014) en su estudio in vitro en
células de ADC pulmonar donde el efecto del estradiol también fue dosis y tiempo

dependiente.

Fue interesante que en las A549 el estimulo estrogénico tuviera mayor importancia,
ya que las areas en este grupo disminuyeron mas que en las SK-LUL1 esto también se
observé en las graficas del numero de células migrantes donde la diferencia
significativa respecto del control fue mayor que en el grupo de E2 de las células SK-
LU1, con respecto a esto se puede destacar que a pesar de que la linea celular A549
fue generada de células de ADC de un hombre caucéasico la expresion del ER es
importante, como lo sugieren estos resultados, el efecto de los E2 es dependiente de
las células tumorales y la expresién de ER, mas que del sexo del paciente, aunque
varios estudios apoyan el hecho de que la biologia de los adenocarcinomas
pulmonares es diferente dependiendo del sexo y que el peor prondstico se da en
mujeres premenopausicas, (Marquez, et al.,2009; Wald, O, et al., 2011;) sin embargo
hay estudios en los cuales también se observa un peor prondstico en hombres que
sobreexpresan ER comparado con aquellos que tienen una menor expresion del

receptor (Chang et al., 2009).

Una de las principales vias de sefializaciéon por la cual el estradiol puede provocar la
migracion de estas células, es a través de las MAPK; esta via involucra diferentes
proteinas o receptores que intervienen en la adhesion celular (integrinas, E-
cadherinas, cateninas) la modificacion de citoesqueleto (GTPasas Rho: Racl, RhoA,

Cdc42) y la induccién de las células hacia el tejido diana.Los estrégenos también
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actuan a través de la activacion de EFGR y PGFR para estimular la migracion
principalmente son aquellos que generan cascadas de fosforilacion (Picatoste &
Claro, 2008; Schlaepfer, et al., 1998) y pueden ser cuatro tipos (Figura 20):

PI3K ———s Akt
1) RTK é PLC — PKC
STAT

2) Receplores de gloquinas —» JAK =X = MAPK

/

3) Integrinas =~ FAK.Sr¢ = Shco/Grb2

G ——=s PLC — PKC
4}GPCR< -G % Sha/Grb2

G G — Adenill adasas —» AMPc — PKA

Figura 20. RECEPTORES QUE ACTIVAN LA VIA DE LAS MAP’S CINASA. RTK: receptores tirosina
cinasa (ER’s); Receptores de citocinas (CXCR4); Expresion de Integrinas; GPCR: receptores
acoplados a proteinas G. Tomado y modificado de Picatoste & Claro, 2008).

Como ocurre en el grupo de E2 a través de receptores tirosina-cinasa (Figura 20
inciso 1) los cuéales son activados por estimulos extracelulares, ya sea factores de

crecimiento como los estrégenos que activan a sus ER’s (Picatoste & Claro, 2008).

De esta manera en el ADC de pulmén, los estrégenos al unirse al ER-B el receptor
mas expresado de los receptores nucleares en este tipo de CP (Rodriguez, et al.,
2014), es perteneciente a los receptores tirosina-cinasa (RTK), podria estar activando
la via canbénica ERK-MAPK de migracién a través del eje Shc/Grb2, proteinas que a
su vez pueden ser codificadas por accion de otro RTK como EGFR (Factor de
crecimiento epidermal), el cual esta sobreexpresado en el 90% de los casos de

adenocarcinoma pulmonar (Picatoste & Claro, 2008;Park, et al.,2014).

Ademas, los receptores tirosina cinasa son los principales involucrados en la

orientaciéon de la migracion, los cuales se activan por medio de estimulos
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extracelulares, activan una cascada de sefializacién que a través de GEFs (proteinas
chaperonas que se relacionan con vias de sefializacion de la migracion) y Rho
GTPasas controlando la reorganizacion del citoesqueleto, sefializacion que permite
gue las células migrantes lleguen a su destino (Ridley et al.,, 1992; Huertas-
Fernandez, Cecilia, 2013).

Nuestros resultados mostraron que CXCL12 también favorecié la migracién de ambas
lineas celulares comparado con el control y con los otros tratamientos, como se
observa en las micrografias (Figuras 14D y 17D), aunque de manera diferencial entre

las lineas celulares.

Este grupo permitié corroborar la capacidad del eje quimiocina /receptor para activar
el proceso de migracion celular en el ADC pulmonar de hombre y mujer, sin embargo
cabe resaltar que fue en las SK-LU1 las que fueron mas sensibles al estimulo de la
guimiocina que al del propio estradiol, quiza porque estas células expresan una mayor
cantidad de receptores CXCR4 en presencia de ligando, sin embargo estos datos

requieren ser corroborados en estudios posteriores.

La migracion observada en este grupo puede deberse a que los receptores de
citocinas (figura 20 inciso 2): tal como el receptor CXCR4, son capaces de activar
vias como JAK-STAT y a través de ésta activan la via de las ERk-MAPk (Picatoste &
Claro, 2008).

También se ha visto que CXCL12 activa a GTPasas de la familia Rho (de la
superfamilia Ras) encargadas del reacomodo del citoesqueleto, regulando los
filamentos de actina, participando en la promocién de todos los procesos que conlleva
la migracion celular (Burger et al., 2003; Hartmann et al., 2005; Huertas-Fernandez,
2013). Esto nos ayuda a explicar por qué en el grupo CXCL12 la migracién es mayor
respecto al grupo E2, incluso aunque no se obtuvo diferencia significativa entre ellos.
Las células SK-LUl y A549 al estimularse con la quimiocina pudieron estar
expresando mayor cantidad de CXCR4. Como se ha visto en estudios in vivo e in
vitro, (Sunaga, et al., 2010) quiza la alta concentracidon que se utilizé de la quimiocina
CXCL12 [250nM] causd la activacion de la transcripcion de CXCR4 (Minamiya, et al.,
2010) lo que llevé a una respuesta migratoria mas rapida, y este receptor a su vez se
ha visto involucrado en la sintesis de 5T4 un factor importante durante la transicién

epitelio-mesénquima (Damelin et al., 2011).
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Estudios previos han demostrado que en el NSCLC, la quimiocina CXCL12 activa a
las integrinas a-2,-4,-5, las cuales funcionan como mecanismo de anclaje permitiendo
gue las células se unan a las fibras de colagena | y fibronectina embebidas en la MEC
(ver Figura 21), de esta otra manera las células se ven favorecidas en los procesos de
migracion e invasiéon (Hartmann, et al., 2008; Burger, et al., 2003;). Y se sabe que la
sintesis de integrinas también se ha visto involucrada en la activacion de la via de las
MAP’s cinasas, esto es provocado por la sintesis de la FAK (por sus siglas en inglés
Focal Adhesion Kinase) y la proteina Src que también activa la via Shc/Grb2 y
culmina con la migracion celular (Picatoste & Claro, 2008).
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Figura 21. Esquema de Radisky & Radisky, 2007, sobre las interacciones moleculares célula —célulay

célula —matriz, entre parénquima y microambiente tumoral involucrados en la migraciéon (Tomado de

Ropero, L., Ana, 2001).

Cabe resaltar que en los grupos E2 y CXCL12 el area de la brecha fue cada vez mas
pequefia y los cambios morfoldégicos en las células también fueron notorios.
Veinticuatro horas después del tratamiento las células presentaron prolongaciones

semejantes a filopodios en direccién hacia la brecha, la morfologia celular cambi6 de
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poligonales a ahusadas. Se plantea que la activacién de los complejos moleculares de
la migracién comprenden la transformaciéon del citoesqueleto de las células asi como
de las moléculas extracelulares participantes (Dahlman W.-et al, 2006) como E-
caderina, integrinas, colagena- | (Hartmann et al, 2005; Huertas-Fernandez, Cecilia,
2013); con lo que corroboramos que los observado en las graficas realmente se debid
a un proceso de migracion celular, estos cambios se mantuvieron hasta la ultima

observacion a las 72h.

Relacién de las vias E2> CXCR4/CXCL12.

Lo observado en nuestro grupo problema de mayor importancia CXCL12 + E2 la
tendencia de migracion fue muy similar a los grupos con los mismos estimulos por
separado hasta las 24 horas, a partir de las cuales observé un comportamiento
inesperado donde las células cercanas a la brecha migraban mientras que las de los
costados comenzaban a morir. En la prueba de cierre de herida a tiempos menores
(6h) el cambio en cuanto la migracién o muerte cerca de la brecha para la mayoria de
los grupos no fue significativo, sin embargo las observaciones hechas a los costados
de la brecha y en las orillas del pozo mostraban que los espacios intercelulares
estaban mas reducidos, ademas en algunas zonas se observan células intercaladas
formando pequefios agregados, incluso algunas ya desprendidas por muerte celular,
lo que sugiere que al tener ambos factores de crecimiento se activa de manera
simultanea la proliferacion y la migracion celular puede depender del espacio y los

nutrientes de manera muy local (figura 21).
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Figura 22. FOTOMICROGRAFIAS DEL GRUPO CXCL12+E2 A 6H POST-TRATAMIENTO 4X; en la parte
superior izquierda a) se muestra el aspecto de las células cerca de la brecha, hay mas espacios
intercelulares, b) células a un costado de la brecha y c) células en la orilla del pozo, comienzan a
verse mas aglutinadas, los espacios se ven disminuidos y ya comienza a verse picnosis, indicio de
la muerte celular, como se observa en las células mas oscuras (4x) d) aumento 10x de las células a la

orilla del pozo.

Son variables los mecanismos por los cuales la via estrogénica y el eje de la
guimiocina podrian estar propiciando la migracién y por tanto la carcinogénesis, sin
embargo, no es posible determinar en concreto lo que ocurre en el grupo CXCL12+E2
72 horas post-tratamiento. Como se ha descrito en los parrafos anteriores, la mayoria
de las rutas por las que se activan las MAPK involucran otras proteinas cinasas y ejes
gue a su vez propician la proliferacién; un mecanismo que apoye la hipotesis de lo
gue puede estar ocurriendo en éste grupo, puede describirse cuando los estrégenos
se unen al receptor ER-B el cudl se transloca al nucleo activando la regiéon AF-2
(dependiente de ligando) (Noriega & Langley, 2008) y genera cascadas de
fosforilacion downstream por medio de receptores tirosina cinasa provocando que se

activen genes implicados en la via de proliferacion PI3K/AKT (GSK-3-B), esto genera
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que los residuos de serina 118 sean fosforilados, esta fosforilaciéon puede activar la
proliferacion o migracion por la ruta PI3SK/AKT y la ruta MAPK/ERK, por lo tanto
resulta en un incremento de la replicacién de ADN con el consiguiente riesgo de sufrir
mas mutaciones (Marino, et al.,2006), activando de esta manera, la sobreexpresién
rio debajo de CXCR4, manteniendo un feedback positivo para la migracion.

Asi mismo la presencia de quimiocina CXCL12 en el medio puede actuar como un
factor de crecimiento que provoque la sintesis de CXCR4 (Cai, et al., 2013; Su,et al.,
2005; Wald, et al.,2013), pero también active otras vias de migracién alternas
estrogénicas no dependientes de ligando ya sea por seflales gendémicas o no
gendmicas: ya sea actuando sobre el receptor intracelular transmembranal GPR30,
provocando la activacion de proteinas cinasas que conlleven a la produccion de otras
proteinas involucradas en proliferacion o migracién, como las integrinas (Ropero,L.,

2001; Hartmann, et al., 2008) como se ejemplifica en la figura 23.

Antiestrogénico | Estrogénico

SEMAL SEMNAL
EGFR,

/,,/ HER 2 mew

Cargado
AF-2b

SEHEHI AF-]

s
a8 Promotor

GENSILENCIADO | GEN ACTIVADO

Figura 23. ViAS DE SENALIZACION DE ER. Activacién dependiente de ligando estrogénica y
antiestrogénica. Los factores que participan en la migracién, son sintetizados por la translocacion
de los receptores de estrégenos, por la intervencién de diferentes correguladores. Tomada y
modificada de Noriega & Langley, 2008.
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También podria estar activando la region AF-1 (independiente de ligando) localizada
entre la DBD (unién a DNA) y LBD (unién a ligando) del ER, cerca de la N- terminal
donde existen diversos sitios de fosforilacion regulados por gran cantidad de
proteinas cinasas, algunas fosforilaciones en sitios especificos como en la serina 118,
105 y 124, modulan la actividad de este factor AF-1 y de otras vias no canénicas de
transduccion de sefiales (Noriega & Langley, 2008; Hershberger, et al.,2009;Marino,
et al.,2006), que podria ocurrir simultaneamente en los grupos donde observamos

migracion.

Otro mecanismo que también esté participando se da a través de los GPCR’s:
receptores acoplados a proteinas G, que pueden provocar la activacion de la via
MAPK a desde distintos niveles en éste uUltimo caso los estrogenos también son
capaces de estar participando en la migracion de nuestras células por este

mecanismo.

La unién de los estr6genos a su receptor acoplado a proteina G (GPR30) provoca que
el GDP de la proteina G se fosforile a GTP fomentando la disociacién entre sus
subunidades B/a éste fendmeno causa que se active la via PI3Ky y se recluten
proteinas cinasas de la familia Scr activando de manera autocrina o0 paracrina
distintas proteinas diana que generan una cascada de sefializacion que activa el eje
Ras/SOS, otra via moduladora de la migracion (ver figura 24, vias alternas a través de
receptor membranal), esto mismo puede ocurrir tras la internalizacion del propio
receptor y la participacion de la B-Arrestina ya sin necesidad del estimulo externo (E2)
lo cual culmina en la migracion (Caunt, et al.,2006; Picatoste &
Claro,2008;Schlaepfer, et al.,1998).

Con Ilo anterior se propone gque los procesos pueden estar ocurriendo
simultaneamente, uno activado por via gendémica y el otro por la no gendmica, sin
embargo resulta dificil discernir, la exactitud de los mecanismos que relacionan a

estas vias, porque al parecer su comportamiento depende de los tipos celulares.

Aun con estas evidencias existen limitaciones que no permiten saber la relacién
exacta entre E2 - CXCL12/CXR4; seria importante hacer otros ensayos moleculares,

tomando en cuenta mas parametros para esclarecer mejor ésta interaccion.
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Aunque no fue estadisticamente significativo, el hecho de que en el grupo E2+ AMD
presentara un porcentaje de migracién mayor respecto al control hace pensar que las
células SKLU1 y A549 son méas dependientes de E2 para su supervivencia sin
embargo sugiere que el eje CXCL12/CXCR4 es mas importante para la migracién
(Wald et al., 2013; Damelin et al., 2011), pero también de manera secundaria para el
metabolismo y mantenimiento de éstas células.

Tratamientos con inhibidores de las vias E2/ER y CXCR4/CXCL12.

Por otra parte los resultados de los grupos con el farmaco antiestrogénico Tamoxifen
reflejan la importancia que tienen los estrégenos en estas lineas celulares de ADC, no
s6lo para que ocurra 0 no un proceso migratorio, sino también en la misma viabilidad
de éstas células tumorales, donde parecen ser fundamentales para su mantenimiento.
Tan so6lo el grupo con el farmaco antiestrogénico Tamoxifen: E2+TAM, tuvo més del
triple de area de en la hérida que el grupo E2, al final del experimento, desde las
primeras horas el efecto del tamoxifen se vié en la mortalidad que también aumentaba
a lo largo del tiempo; el mismo patron se observd en los demas grupos que tenian
Tamoxifen, incluso en los grupos donde se puso el tratamiento del antiestrogénico
mas el inhibidor del receptor CXCR4 (Pleraxifor) la muerte celular se vié acelerada.
Lo cual confirma la relaciéon entre E2 y CXCL12/CXCRA4.

Estudios recientes en cancer de mama, sobre el ER-B y los correguladores genéticos
y epigenéticos (correpresores: RIP140, LCoR; coactivadores: SWI/SNF) de los
receptores estrogénicos, han demostrado que el efecto antagonista de los
antiestrégenicos puede ser muy fuerte, evitando la transcripciobn de proteinas
indispensables para activar los procesos basicos del metabolismo (Noriega & Langley,
2008) lo cual se ve reflejado en la supervivencia de las células tumorales (en figuras
13C,14 1,143,17C,171 y 17J se observa el efecto del tamoxifen).

Se sabe que algunos receptores nucleares son capaces de reprimir la transcripcidon
génica en ausencia de ligando o en presencia de ligandos antagonistas como el
Tamoxifen con el ER-B. Esta regulacion negativa puede estar mediada por
correpresores los cuales se unen al receptor después de que la union del
antiestrogénico provoca un cambio conformacional en la region AF-2 (regiéon de ER
dependiente de ligando: ligando antag6nico) y permite que los correpresores se unan
en el sitio CoRNR (ver fig. 23) siendo capaces de la remodelacién de la cromatina,

regulada por ER’s (Noriega & Langley, 2008).
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Correspondiente con esto se ha visto que en los tejidos con mayor respuesta a
estimulos hormonales, hay una mayor expresion de correpresores (Noriega &
Langley, 2008) al estar el efecto del antagonista potenciado por moléculas como
correpresores, recae en la regulacion de muchas méas vias metabdlicas no solo
involucradas en la migracién si no en el comportamiento normal de las células
cancerosas, lo que pudiera explicar la razén de la muerte celular acelerada, en

nuestros grupos con Tamoxifen.

Otros estudios de cancer mamario, usando inhibidores selectivos como PD98059, ICI
182 780 y PP2 demuestran que la migracién se da por la activacién de las MAPK
causada por el efecto directo de los E2 sobre las proteinas Shc-Scr (Song, et al.,
2002), de acuerdo al comportamiento de las lineas celulares observadas, estos datos
se podrian extrapolar a lo que ocurre durante la migracion de ADC pulmonar. De
forma contraria al ser bloqueada la via por la unién de alta afinidad del Tamoxifen con
el receptor de estrégenos el resultado no s6lo inhibe la activacion de la via de las

MAPK si no también es mortal para las células, como se explicé anteriormente.

En contraparte los grupos con Pleraxifor CXCL12+AMD y E2+AMD indican que las
células son sensibles a la inhibicién de CXCR4, pero no tanto como a la del ER-B.
Durante las primeras horas las células se comportaron muy similares al control, pero
a partir de las 24 horas las células estaban quiescentes incluso es posible ver en las
micrografias que la dptica de la imagen es méas tenue y las células no tienen una
morfologia normal como se observa en el control; en el area de la brecha los cambios
fueron sutiles respecto al tiempo cero aunque en el conteo celular se observaron
algunas células migrantes, no se observd diferencia significativa y ese efecto se
perdié a las 72h donde ya presentaba muerte celular quizas relacionado més al estrés

por falta de nutrientes en el medio.
Esta muerte fue en menor grado a lo observado en los grupos con Tamoxifen.

CXCL12+E2+AMD+TAM fue un grupo que nos confirmé el papel de cada uno de los
factores de crecimiento: estradiol y quimiocina (CXCL12) al igual que el efecto
inhibidor para cada uno, de manera conjunta. Resultando fue un efecto fatal al

bloguear ambas vias, pues la muerte celular fue méas acelerada a pesar de tener
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ambos factores de crecimiento; con lo que se corrobora la alta afinidad de los
fdrmacos a los respectivos receptores, mayor que la de sus propios ligandos
conjugados.
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Capitulo 7.

7.1 Conclusiones

% EI 17-B estradiol y CXCL12 de manera independiente incrementan la migracion
de las células A549 y SKLU-1 de manera significativa respecto del control y
otros grupos problema, esta migracién es dependiente del tiempo y diferente

por linea celular.

% Los estrégenos estan implicados en la migracion de las células de
adenocarcinoma pulmonar estimulando la via CXCR4/CXCL12, sin embargo en
el grupo E2+CXCL12 no se potencié la migraciéon lo cual puede deberse a que
intervienen otros procesos del metabolismo celular como la proliferacion de

manera simultanea.

« Las células SK-LUl y A549 son dependientes de estrégenos no solo para

migrar si no para la misma sobrevivencia celular.

« La relacion entre estrogenos y el eje CXCL12-CXCR4 para acelerar el proceso
de migracion, puede tomarse como un posible mecanismo por el cual los
estr6genos participen en la progresién de los ADC pulmonar en mujeres
premenopausicas haciendo que estos sean mas agresivos y expliqguen el peor

prondéstico observado en este grupo en especifico.

< Es de importancia resaltar que el Tamoxifen es un farmaco usado como
tratamiento para cancer de mama y ovario, pero al ver la importancia que
tienen los estrégenos para la viabilidad de estas lineas celulares de ADC

pulmonar podria ser una opcidn terapéutica para este tipo de cancer.
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7.2 Perspectivas.

% La prueba de Cierre de herida permiti6 ver el comportamiento de las
células en el proceso de migracion segun los diferentes tratamientos con
estradiol, quimiocina CXCL12 y sus inhibidores, seria interesante
llevarla a cabo en otras lineas celulares de ADC pulmonar donde se
pueda comparar a mujeres premenopausicas con mujeres
postmenopdausicas y hombres, ya que el efecto también fue diferente

entre las lineas celulares analizadas.

% Dados los resultados obtenidos en las lineas celulares estudiadas seria
importante fortalecer la informacion, llevando a cabo otras pruebas de
migraciéon como la de Camaras Transwell donde podemos saber con
mayor exactitud la relacién con otras moléculas de la matriz extracelular
y tener mas certeza sobre el mecanismo de los estrogenos con el eje
CXCR4/CXCL12.

% Crear un modelo murino que permita observar la migracion in vivo de
células de ADC pulmonar por estimulo estrogénico y ver si ocasiona
metastasis, midiendo diferentes concentraciones de CXCL12 ,CXCR4 y
CXCRY.
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