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l. Resumen
El cancer de mama es el cancer mas frecuente en mujeres a nivel mundial. En el

2012 se registraron 522 000 fallecimientos por esta causa y en México es la
segunda causa de muerte en mujeres de 30 a 54 afos. Las células troncales
tumorales (CTT) mamarias promueven la progresion del cancer de mama hacia
grados avanzados, la resistencia a la quimio y radioterapia, e inducen metastasis.
Aguirre et al. selecciond in silico al farmaco etopdsido como posible antagonista de
la unién de hialuronato al receptor CD44. Este receptor es un marcador de CTT

mamarias que participa en el mantenimiento de sus caracteristicas pluripotentes.

En el presente trabajo se evalué el efecto del etopdsido en diversas funciones de
células de cancer de mama empleando la linea celular MDA-MB-231. El efecto en
la viabilidad se estudié con el ensayo de reduccién de MTS. Encontramos que el
etopdsido no disminuye significativamente la viabilidad y, por lo tanto, los efectos
identificados en ensayos posteriores son independientes de la citotoxicidad.
Mediante la cuantificacion de los marcadores CD44/CD24 y la enzima aldehido
deshidrogenasa (ALDH) por citometria de flujo se evalué el efecto del etopdsido
sobre el fenotipo troncal. El etop6sido provoca un aumento del marcador CD24 y
por lo tanto la disminucién de la poblacién CD44'/CD24""". Sin embargo la
poblacion ALDH" no disminuyé significativamente. En ensayos de formacion de
mamoesferas se encontré que el etopésido disminuye significativamente tanto la
frecuencia como el tamafo de las mamoesferas. La ausencia de citotoxicidad se
corrobor6 cuantificando las células apoptéticas y necréticas por citometria de flujo,
tras la exposicion a 10 puM de etopodsido. Finalmente, ya que las CTT son
guimioresistentes, se evaludé la capacidad del etopdsido de sensibilizar a las
células MDA-MB-231 hacia el agente citotoxico cisplatino (CDDP). El tratamiento
previo con etopodsido no afecta la respuesta de las células a CDDP.

En conjunto, estos datos sugieren que el etoposido disminuye el fenotipo troncal
en la linea celular MDA-MB-231.



Il. Introduccion

2.1 Generalidades del cancer

Clinicamente el cancer es el nombre general que se le da a un grupo de mas de
100 enfermedades relacionadas (National, 2015a) en las que varia la edad en que
se presenta, tasa de crecimiento del tumor, nivel de diferenciacién celular, método
diagnéstico, invasividad, potencial metastasico, respuesta al tratamiento y
prondstico. En términos moleculares las enfermedades cancerosas presentan
alteraciones genéticas. Estas alteraciones se producen a través de diversos
mecanismos en los que puede haber alteraciones directas al genoma o anomalias
en la transcripcion y traduccién de genes (Ruddon, 1995). En todos los tipos de
cancer las células de alguna parte del cuerpo empiezan a dividirse sin control y
comienzan a diseminarse en los tejidos circundantes. Las células cancerigenas se
diferencian de las células normales en que son menos especializadas, son
invasivas, se replican sin control y no responden ante sefializaciones de muerte

programada (National, 2015b).

Los tipos de cancer usualmente reciben su nombre dependiendo del 6rgano en el
que se origind, sin embargo también pueden adquirir su nombre del tipo de tejido
en que se formo el cancer (National, 2015b) (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion del cancer segun el tejido de origen.

Nombre de la neoplasia Tipo de tejido

Carcinoma Se origina en células epiteliales.
Sarcoma Se origina en tejido conectivo.
) Se origina en células progenitoras de la medula
Leucemia i
Osea.
Linfoma Se origina en los linfocitos Ty B

) . Se origina en células plasmaticas del sistema
Mieloma multiple . o
inmunitario

Melanoma Se origina en los melanocitos

Se origina en células del sistema nervioso y
Tumores del Sistema Nervioso adquieren su nombre del tipo de célula

nerviosa.




2.2 Epidemiologia del cancer
El cancer es una de las primeras causas de muerte a nivel mundial; en 2012 se le

atribuyeron 8.2 millones de muertes (Organizacion, 2015). Los tipos de cancer que
causan un mayor numero anual de muertes son los de pulmén, higado, estbmago,
colon y mama. Se prevé que los casos anuales de cancer aumentaran de 14

millones en 2012 a 22 en las préximas dos décadas (Organizacion, 2015).

En México para el 2012 se registraron 78 719 defunciones por esta causa con una
tasa de mortalidad general de 67.8 por cada 100 000 habitantes. Los tipos de
cancer con mayor mortalidad son pulmonares, prostaticos, gastricos, hepaticos y
mamarios, en ese orden de importancia. Sin embargo, se encuentran diferencias
importantes de acuerdo al sexo. Para el sexo femenino se presenta mayor
mortalidad en el cancer mamario, cérvico-uterino y hepatico, mientras que para el
masculino las principales causas de muerte por cancer son: prostatico, pulmonar y

gastrico (Secretaria, 2015).

2.3 Carcinogénesis
El desarrollo del cancer se da en mdltiples etapas. Hoy en dia se reconocen tres

etapas basicas: iniciaciébn, promocion y progresion (Devi, 2004; Rundhaug &
Fischer, 2010) (Figura 1). La distincion entre inicio y promocion se hizo
formalmente en un modelo murino de cancer de piel en 1947 donde se aplico
tépicamente una dosis Unica de hidrocarburos aromaticos policiclicos (iniciador) y
dosis repetidas de aceite de croton (promotor), y se encontrd6 que para el
establecimiento del tumor es necesario pero no suficiente la presencia del iniciador
(Albert, 1994; Weston, 2003)

Iniciacion Promocién Progresion
Carcinégeno Promotor

EEEEEEEELT

e = ~ - =» |Metastasis
N— 4t Expansion clonal Crecimiento de c y
ambio genético 2 onversion
. Y b} de las células los tumores s
irreversible [ inetidopsds premalignos neoplasica

‘ tumor

Figura 1. Etapas del desarrollo del cancer (Imagen modificada de (Rundhaug & Fischer, 2010).



La iniciacion se da esencialmente cuando hay cambios irreversibles en una célula
somatica blanco de forma espontanea o derivados de la exposicibn a un
carcinogeno (Devi, 2004). Estos cambios involucran la activacion de oncogenes,
gue son genes que codifican para una proteina capaz de transformar una célula
en cultivo o inducir cdncer en animales. Todos los oncogenes son derivados de
genes normales llamados proto-oncogenes cuyos productos participan en el
control de la proliferacion celular. Por ejemplo, Ras es un proto-oncogen que
codifica una proteina intracelular de transduccion de sefiales y el gen Ras® que es
un oncogen derivado de Ras el cual codifica para una “oncoproteina” que
promueve una sefial excesiva de crecimiento (Lodish, 2001). La desactivacién de
genes supresores de tumores es otro fendmeno presente en la oncogénesis, estos
genes codifican para proteinas que inhiben la proliferacion celular, por ejemplo, la
desactivacion del gen RB que codifica para la proteina RB, la cual se encuentra
unida al factor de transcripcion E2F responsable de la progresiéon de la fase G1 a
la fase S del ciclo celular (Lodish, 2001); la desactivacion de este gen es
responsable de la formacién del retinoblastoma ,esta condicion esta presente en

otros tipos de cancer como el de pulmén, mama y vejiga (Albert, 1994).

A pesar de los cambios que han sufrido las células en la iniciacion, estas pueden
permanecer sin causar dafio alguno. Para completar la transformacién neoplasica
se requiere la exposicion a estimulos repetidos y prolongados de propagacion
(Devi, 2004). La hipotesis que se tiene sobre la promocion del tumor es que el
promotor probablemente actla induciendo la expresion de algunos genes que
afectan directa o indirectamente la proliferacion celular (Albert, 1994). El promotor
generalmente no es mutagénico y es capaz de mediar sus efectos biologicos sin
activarse metabdlicamente. Estos agentes se caracterizan por su habilidad de
reducir el periodo de latencia en la formacion tumoral después del fenémeno

iniciador de la neoplasia (Weston, 2003).

La progresion del tumor es el proceso a traves del cual los cambios sucesivos a la
transformaciéon y promocion llevan a la formacion de subpoblaciones malignas que

contribuyen al incremento en el tamafio del tumor debido a las mutaciones antes



descritas. En el primer paso de la progresion tumoral, también llamado conversién
neoplasica, las células que sufrieron cambios debido al iniciador pasan a un
estado en el que se encuentran mas propensas al desarrollo de malignidad por la
acumulacion de mutaciones en sus genes. La heterogeneidad celular durante el
desarrollo de la malignidad puede ser consecuencia de la adquisicion temprana de
mutaciones especificas que desestabilizan el genoma. Por ejemplo la mutacion en
TP53 o0 genes de reparacion del DNA. El nivel de malignidad depende de la
frecuencia de las mutaciones (Devi, 2004). La tasa de mutaciones puede ser alta
debido a los mutdgenos presentes en su microambiente o a las alteraciones
intracelulares que se dieron durante la iniciacion del tumor sobre la maquinaria de

replicacion, recombinacion o reparacion del DNA (Albert, 1994).

Conforme los tumores avanzan las células cancerosas pierden la capacidad de
adherencia e invaden los tejidos circundantes, lo que da lugar a la metastasis. Las
células cancerigenas reclutan células no tumorigénicas de los tejidos vecinos asi
como de la circulacion para construir el microambiente tumoral, el cual a través de
interacciones reciprocas cancer-estroma cooperan para promover la progresion
del tumor a través de sefalizaciones paracrinas e interacciones fisicas
(Cammarota & Laukkanen, 2016). Estas interacciones controlan la adhesion,
supervivencia, protedlisis, migracion, evasiébn del sistema inmune 'y
linfo/angiogénesis (Bogenrieder & Herlyn, 2003). ElI microambiente contiene
fibroblastos asociados a cancer, células endoteliales, células inmunes, adipocitos,
células troncales del cancer, células troncales mesenquimatosas y varias

proteinas de matriz extracelular (Cammarota & Laukkanen, 2016).

2.3.1 Sefas de identidad “hallmarks” del cancer
Como ya se menciond anteriormente las células cancerigenas se diferencian de

las normales en que estas se replican sin control, no responden a sefales de
muerte programada y son invasivas, |0 que se relaciona con las “seflas de
identidad del cancer” descritas en el aflo 2000 por Hanahan y Weinber, estas
“sefias” describen las alteraciones esenciales que se desarrollan durante el
incremento en la malignidad de un tumor, las cuales son: mantenimiento de la

sefalizacion proliferativa, evasion de los supresores de crecimiento, resistencia a
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la muerte celular, induccién de la angiogénesis, activacion de la invasion y
metéstasis, inmortalidad replicativa (Figura 2) (Hanahan & Weinberg, 2000) y dos
seflas de identidad emergentes descritas por Hanahan y Weinber en 2011,
reprogramacion energética del metabolismo y evasion de la destruccion inmune
(Hanahan & Weinberg, 2011).

Mantenimientode la
sefalizacion
JIN{EHEE]

Evasion de los
supresores de

crecimiento

Activacionde la
invasiony
metastasis

Inducciénde la
angiogénesis

Inmortalidad
replicativa

Figura 2. Sefias de identidad del cancer descritas en el 2000 por Hanahan y Weinber (Figura modificada
de (Hanahan & Weinberg, 2000)).

e Mantenimiento de la sefalizacién proliferativa

En tejidos normales hay un control cuidadoso de la produccion y detencion de las
sefales de crecimiento las cuales dirigen la entrada y progresion en el ciclo
celular, de este modo se garantiza la homeostasis en el nimero de células, el
mantenimiento de la arquitectura tisular y su funcién. Esta sefializacién se da a
través de factores de crecimiento que se unen a receptores de superficie que
normalmente contienen un dominio de tirosin cinasa y son secretados por células
vecinas. Las células cancerigenas tienen la capacidad de sostener la sefializacion

proliferativa mediante varias vias (Hanahan & Weinberg, 2011) por ejemplo,
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pueden producir sus propios factores de crecimiento a los que responden
mediante la expresidn de receptores a fin para estos mismos factores de
crecimiento, resultando en una estimulacion proliferativa autocrina. También
pueden enviar sefales para estimular células normales dentro del estroma
asociado al tumor para que estas secreten factores de crecimiento (Bhowmick,
Neilson, & Moses, 2004; Cheng, Chytil, Shyr, Joly, & Moses, 2008). La recepcion
de sefiales también se puede ver alterada por el aumento en la expresion de
receptores de superficie o que lleva a tener células hiperresponsivas o por
alteraciones en la estructura del receptor lo que facilita la union del ligando
(Hanahan & Weinberg, 2011).

e Evasion de los supresores de crecimiento

Las células cancerigenas tienen la capacidad de evitar los mecanismos que
regulan negativamente la proliferacion celular. Las células se pueden forzar a salir
del ciclo proliferativo y pasar a la quiescencia (fase GO del ciclo celular) del cual
pueden salir en un futuro cuando la sefializacion extracelular se los permita. Lo
anterior es ocasionado por anomalias en los genes supresores de tumores de los
cuales los mas representativos son TP53 y RB que operan complementariamente
en la regulacién de los circuitos que rigen la entrada de la célula en el ciclo celular
o activan la senescencia celular y programas apoptéticos (Hanahan & Weinberg,
2000). Merlin, el producto citoplasmatico del gen NF2, dirige la inhibicion por
contacto mediante la union de moléculas de superficie como E-cadherina a
receptores transmembranales tirosin-cinasa como el receptor del factor de
crecimiento epidermal (EGFR por sus siglas en ingles), esto lo hace fortaleciendo
la adhesion de la union célula-célula mediada por E-cadherina. Ademas Merlin
limita la habilidad de la célula de emitir sefiales mitogénicas mediante el secuestro
de receptores de factores de crecimiento, este mecanismo se encuentra alterado
en varios tipos de cancer (Curto, Cole, Lallemand, Liu, & McClatchey, 2007;
Okada, Lopez-Lago, & Giancotti, 2005). La estimulacion por el Factor de
Crecimiento Transformante beta (TGF-B por sus siglas en inglés) inhibe la

proliferacion celular en cancer en algunos contextos celulares y la promueve en



otros. TGF-B mantiene las vias de sefializacién en balance y numerosos factores
estan involucrados en su funcién de activador de la proliferacion celular, por lo
tanto la alteracidon en la sefializacion de esta molécula por la disrupcién o mutacion
de sus reguladores lleva a la generacion y progresion de tumores. Por ejemplo, la
sobre expresién de los antagonistas para TGF-B, SKI y SKIL (SKI y SKIL
pertenecen a la familia de proto-oncogenes nucleares SKI) favorecen la
proliferacion celular en varios tipos de cancer como melanoma, cancer de mama,

leucemias entre otros (Ikushima & Miyazono, 2010).
e Resistencia a la muerte celular

La muerte celular por apoptosis sirve como una barrera natural contra el desarrollo
del cancer. La maquinaria apoptoética se puede desencadenar por dos vias, una
que procesa la sefializacion extracelular de muerte por ejemplo por Fas ligando y
el receptor Fas y otra intracelular que se desencadena, por ejemplo, por TP53
(Hanahan & Weinberg, 2011). Anormalidades en los sensores que desencadenan
la apoptosis son clave para el desarrollo tumoral, la mas notable es el sensor de
dafio al DNA TP53; éste induce apoptosis por la expresion de las proteinas BH3,
Noxa y Puma cuando hay niveles elevados de rupturas en el DNA y otras
aberraciones cromosémicas (Junttila & Evan, 2009). Los tumores pueden
incrementar la expresion de reguladores antiapoptéticos (BCL-2, Bcl-x) o de
sefiales de supervivencia (Igf1/2), disminuir factores proapoptéticos (Bax, Bim,
Puma) o crear cortos circuitos en las vias de sefalizacion extracelular de muerte
(Lowe, Cepero, & Evan, 2004).

La autofagia es una respuesta fisiologica celular en la que se degradan los
organelos celulares, como los ribosomas y las mitocondrias, permitiendo que los
catabolitos resultantes sean reciclados para la biosintesis y metabolismo
energético. Este fendmeno es poco frecuente en células normales, sin embargo se
incrementa en ciertos estados de estrés celular como en la deficiencia de
nutrientes (Hanahan & Weinberg, 2011). En el proceso tumorigénico la autofagia
puede funcionar como un mecanismo supresor de tumores por la remocion de

organelos y proteinas dafados y limitando el crecimiento celular e inestabilidad
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gendmica. En el 40 a 75% de los tumores de mama, prostata y ovario se ha
demostrado que la pérdida del gen BECN1 (gen relacionado con la autofagia) esta
involucrado en la prevencion de estos tipo de cancer. Por otro lado la autofagia
confiere tolerancia al estrés lo que permite a las células tumorales sobrevivir bajo
condiciones adversas. También se ha demostrado recientemente que la autofagia
mediada por el oncogen Ras induce senescencia, que es el arresto del ciclo
celular mantenido por la expresién de inhibidores del ciclo celular (p16™*2, p21°P?
y p27"P1) en células metabélicamente viables (Yang, Chee, Huang, & Sinicrope,
2011).

La muerte celular por necrosis estd bajo el control genético en algunas
circunstancias y no se desencadena por procesos descontrolados al azar. En
contraste con la apoptosis y la autofagia, la necrosis libera sefales
proinflamatorias que reclutan células inmunes inflamatorias las cuales pueden
activar la promocion del tumor. Adicionalmente las células necréticas pueden
secretar factores bioactivos regulatorios como IL-1a, que pueden estimular
directamente a las células viables vecinas a proliferar lo que facilita la progresion
neoplasica (Hanahan & Weinberg, 2011)

¢ Induccion de la angiogénesis

Como en los tejidos normales, cuando los tumores exceden unos milimetros de
tamafio requieren de nutrientes y oxigeno asi como de eliminar residuos
metabdlicos y dioxido de carbono, por lo que durante la progresién del tumor se
activa un “swich angiogénico” (Weis & Cheresh, 2011) y permanece encendido
causando la creacion de nuevos vasos sanguineos que ayudan a sostener el
crecimiento neoplasico. Los inductores e inhibidores angiogénicos mejor
conocidos son el Factor de Crecimiento Vascular-A (VEGF-A por sus siglas en
ingles) y trombospondina-1 (TSP-1) respectivamente (Hanahan & Weinberg, 2011,
Kaur et al., 2010). Las células tumorales explotan su microambiente mediante la
secrecion de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento, los que crean un
gradiente de concentracion que inicia la proliferacion de células endoteliales, antes

quiescentes, de vasos sanguineos y linfaticos cercanos. La mayoria de los
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tumores montan una respuesta inflamatoria que atrae células mieloides al
microambiente del tumor las cuales secretan factores solubles para escalar la

respuesta angiogénica (Weis & Cheresh, 2011).
e Activacion de la invasion y metastasis

En carcinomas de tejidos epiteliales la malignidad se ve reflejada en la invasion
local y metastasis distantes, las células asociadas al cancer generalmente
desarrollan alteraciones en su forma asi como en su union con otras células y con
la matriz extracelular. La alteracion mejor caracterizada es la perdida de E-
cadherina por las células cancerosas, molécula clave en la adhesion célula-célula.
El incremento de la expresion de E-cadherina se ha establecido como un
antagonista de la invasién y la metéstasis, mientras que la reduccion en su
expresion se sabe que potencia estos fendmenos. La cascada de invasion y
metastasis comienza con la invasion local, después la intravasacion de las células
cancerigenas en los vasos sanguineos y linfaticos, transito de las células
cancerosas a través del sistema sanguineo y linfatico, extravasacion del torrente
sanguineo a 6rganos parenquimatosos distantes, formacién de pequefios nédulos
por las células cancerosas (micrometastasis) y finalmente el crecimiento de las
micrometastasis en tumores macroscopicos. El programa transicion epitelio
mesenquima (TEM) esta fuertemente implicado en la transformacion de células
epiteliales que adquieren la habilidad de invadir, resistir la apoptosis y diseminarse
(Hanahan & Weinberg, 2011). La TEM y su reversion, la transicion mesenquima-
epitelio (TME), se presentan normalmente durante la embriogénesis y en tejidos
totalmente diferenciados durante la cicatrizacion y regeneracion (Micalizzi,
Farabaugh, & Ford, 2010). Este programa es utilizado por las células
cancerigenas para adquirir un fenotipo mesenquimal y de esta manera invadir
otros tejidos. La via de sefalizacion de TGF-f juega un papel fundamental en el
desarrollo de la TEM, sin embargo las vias de sefializacion de los receptores
tirocincinasa, Wnt, Hedgehog o Notch, pueden actuar sinérgicamente con TGF-3
para inducir la TEM o hacerlo independientemente. También la activacion de

proto-oncogenes como Ras, PI3K/AKT y Src pueden iniciar la TEM (Aneta,
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Tomas, Daniel, & Jan, 2016). Clasicamente la TEM se desencadena por la
activacion de los factores de transcripcion Snail/Slug, Twist o ZEB. Varios de estos
factores de transcripcion pueden reprimir la expresion de E-cadherina la cual es un
supresor clave de la motilidad e invasividad (Hanahan & Weinberg, 2011). Los
tumores son estructuras parecidas a 6rganos, compuestos de diversos tipos de
células las cuales son requeridas para guiar y promover el crecimiento de estos

tumores y su metastasis.
e Inmortalidad replicativa

En el afio 2000 estaba extensamente aceptado el hecho de que las células que
forman un tumor tienen la capacidad de replicarse ilimitadamente. Esto contrasta
con lo que pasa en las lineas celulares de la mayor parte del cuerpo, las cuales
s6lo son capaces de replicarse un numero limitado de veces. Esta limitacién esta
asociada con dos barreras distintas de proliferacion: senescencia, un estado
irreversible en el que la célula esta viable pero no se encuentra en proliferacion, y

crisis, que involucra la muerte celular (Hanahan & Weinberg, 2011).

Los telomeros estdn compuestos en un tandem multiple de hexanucleétidos
repetidos (TTAGGG) unidos a proteinas especificas como TRF2 (Blasco, 2005; de
Lange, 2002), estos se van acortando progresivamente en células no
inmortalizadas propagadas en cultivo, eventualmente pierden la habilidad de
proteger los extremos del DNA de la fusion de extremos; estas fusiones generan
cromosomas dicentricos inestables cuya resolucién resulta en una codificacion del
cariotipo que amenaza la viabilidad celular. La telomerasa es una DNA
polimerasa especializada que agrega segmentos repetidos de telémeros, esta no
estd en cantidades suficientes para mantener la longitud de los telémeros
indefinidamente en células no inmortalizadas (Blasco, 2005) pero expresada en el
90% de las células inmortalizadas espontaneamente, incluyendo las células
cancerigenas humanas. La eventual inmortalizacion de células que forman
tumores se ha atribuido a su habilidad de mantener el DNA telomérico a longitudes
suficientes para evitar la desencadenacion de la senescencia o apoptosis, logrado

con mayor frecuencia por la sobre expresion de la telomerasa, 0 menos
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frecuentemente, a través de un mecanismo de mantenimiento de telébmeros

basada en la recombinacion alternativa (Hanahan & Weinberg, 2011).
e Reprogramacion energética del metabolismo

Las células cancerigenas deben hacer ajustes en el metabolismo energético para
impulsar el crecimiento y la division celular. En condiciones aerdbicas, las células
normales procesan glucosa, primero a piruvato via glucolisis en el citosol y
después a dioxido de carbono en las mitocondrias por la fosforilacion oxidativa;
bajo condiciones anaerobicas la glucolisis se ve favorecida, y relativamente poco
piruvato se envia a las mitocondrias que consumen oxigeno. Otto Wasburg
observé primero una anomalia en el metabolismo energético de la célula
cancerosa: siempre en presencia de oxigeno, las células cancerosas pueden
reprogramar el metabolismo de la glucosa, y por lo tanto su produccion energética,
limitando el metabolismo energético a la glucdlisis, llevando al estado que ha sido
determinado como “glucolisis aerdbica” (Warburg, 1956a, 1956b). En las células
tumorales la glucdlisis esta asociada a la inhibicién de la apoptosis, mediante la
sobreexpresion de la hexoquinasa, la cual expulsa el poro de transicion de
permeabilidad (canal de alta conductancia dentro de la membrana mitocondrial la
cual se abre aumentando la permeabilidad a solutos con peso molecular de
1500Da “transicion de permeabilidad” (Bernardi & Forte, 2007)) lo que inhibe la
salida del citocromo C, que desencadena la apoptosis (Israel & Schwartz, 2011).
Se ha encontrado que algunos tumores poseen dos poblaciones de células
cancerigenas las cuales difieren en sus vias de obtencidn energética, una
subpoblacion glucosa-dependiente que secreta lactato y otra utiliza lactato
producida por sus vecinas (Hanahan & Weinberg, 2011).

e Evasion de la destruccidon inmune

La teoria de la vigilancia inmunol6gica propone que las células y tejidos estan
monitoreados constantemente por un sistema inmune siempre alerta, y que este
sistema inmune es responsable de detectar y eliminar la mayoria de las células

cancerigenas incipientes y sus tumores emergentes. Las células cancerigenas
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altamente antigénicas pueden evadir la destrucciobn por el sistema inmune
mediante la secrecion de componentes incapacitantes para el sistema inmune. Por
ejemplo las células cancerigenas tienen infiltrados celulares como células natural
killers (NK) y linfocitos T citotoxicos que secretan TGF-B u otros factores
inmunosupresores. El TGF-B transforma los linfocitos T CD4" CD25" a linfocitos T
CD4" CD25" reguladores los cuales inhiben la respuesta inmune antitumoral (V. C.
Liu et al., 2007).

2.4 Cancer de mama
El cAncer de mama es el tipo de cancer no-cutaneo mas comun en el mundo y la

causa mas comun de mortalidad por cancer entre las mujeres del mundo entero. A
nivel mundial, en 2012 se detectaron alrededor de 1,700,000 casos nuevos Yy
aproximadamente 522 000 pacientes fallecieron por esta causa (Ferlay J et al.,
2014; UK, 2014). En el 2012, méas de 408 000 mujeres fueron diagnosticadas de
cancer de mama en toda América y 92 000 fallecieron a causa de esta
enfermedad. Las proyecciones indican que el nimero de mujeres diagnosticadas
de cancer de mama en esta region aumentara en un 46% en el 2030. El cancer de
mama es el tipo de cancer mas frecuente en las mujeres de América Latina y el
Caribe (Salud, 2014). En México el cancer de mama es la segunda causa de

muerte en mujeres de entre 30 y 54 afios (Knaul et al., 2009).

2.4.1 Clasificacion del cancer de mama
El cancer de mama es un conjunto de enfermedades clinica y genéticamente

heterogéneas, por lo que es necesario tener una clasificacion para seleccionar el

tratamiento y dar el prondstico a los pacientes.

e Clasificacién histolégica: En la clasificacion histolégica se determina la
procedencia del tumor es decir si es ductal (de los conductos lacteos) o
lobular (de los Iébulos productores de leche). También se determina si el
tumor es in situ o invasivo (National, 2015b) . Estos tumores invasivos se
subclasifican segun su grado de diferenciacion, es decir que tanto se
parece el tejido tumoral al normal (National, 2015b). Para realizar esta

clasificacion se utiliza el sistema modificado por Nottinghan de Scarff-
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Bloom-Richardson, el cual toma en cuenta tres diferentes caracteristicas:
pleomorfismo nuclear (cambio en tamafo y forma del nucleo en células
tumorales), formacion tubular (porcentaje del tumor que tiene formaciones
tubulares), e indice mitético (nimero de células que estan dividiéndose
activamente). A cada caracteristica se le da un puntaje de 1 a 3;
posteriormente se hace la sumatoria de estos puntajes y se les asigna un
grado tumoral: grado | estan bien diferenciados (puntaje 3-5), grado Il
moderadamente diferenciados (puntaje 6-7) y grado Ill  pobremente
diferenciados (puntaje 8-9) (Malhotra, Zhao, Band, & Band, 2010; Society,
2016).
Clasificacion molecular: Perou et al. realizé la clasificacion molecular del
cancer de mama mediante el andlisis de los patrones de expresion génica
en tejidos de mama humanos normales o malignos de 42 individuos
mediante microarreglos (Perou et al., 2000). De esta manera se encontrd
correspondencia de la expresion de genes con la expresion de receptores
hormonales, por lo que los tumores se clasificaron en tumores positivos y
negativos para receptores hormonales.
Los subtipos moleculares positivos para receptores hormonales mas
reproduciblemente identificados son los grupos luminales (Schnitt, 2010).
Por otro lado los tumores negativos para receptores hormonales se
clasifican en tumores triple negativos, HER2 (receptor 2 de crecimiento
epidérmico humano) y parecido al normal. Estos subtipos difieren entre si
por su expresion de genes, caracteristicas clinicas, respuesta al tratamiento
y prondstico (Perou et al., 2000; Sorlie et al., 2001; Zepeda, Recinos,
Cuellar, Robles, & Maafs, 2008).
Las caracteristicas de los subtipos antes mencionados son:
o Luminales: Expresan el receptor de estrogenos (RE) y/o receptor de
progesterona (RP) y pueden tener o no la proteina HER2. Los
subtipos luminales que expresan HER2 son mas propensos a invadir

nodulos linfaticos que los que no lo expresan, por lo que tiene un
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peor prondstico y mayores probabilidades de reincidencia local (Inic
et al., 2014).

HER2: Carecen de los receptores hormonales RE y RP, y expresan
niveles altos de la proteina HER2. En la préactica clinica los pacientes
que sobreexpresan la proteina HER2 tienen un mal diagnostico
(Vuong, Simpson, Green, Cummings, & Lakhani, 2014).

Triple negativos: Este subtipo de tumor no expresa los receptores
hormonales RE y RP ni la proteina HER2. Un subgrupo de
carcinomas triple negativos son los basales que ademas expresan el
receptor del factor de crecimiento epidermal, citoqueratinas de alto
peso molecular como la citoqueratina 5/6 y citoqueratina 14 y 17,
entre otros genes basales epidermales. Los pacientes con este
subtipo molecular tienen el peor prondéstico, recidiva y no existen
terapias dirigidas (Vuong et al., 2014).

Parecido al normal: Este subtipo tiene patrones de expresion
parecidos al de tejido normal de mama. La importancia de este
subtipo aun no se ha determinado ya que algunos argumentan que
podria ser s6lo una extension del perfil de extension entre el HER2 y
el triple negativo (Zepeda et al.,, 2008) o que puede ser una
contaminacion de las muestras con el tejido mamario normal (Peddi,
Ellis, & Ma, 2012).

2.4.2 Tratamientos contra el cancer de mama
Las opciones de tratamiento son distintas dependiendo del grado histologico la

metastasis a nodulos linfaticos, el estatus de los receptores hormonales, la sobre

expresion de la proteina HER2, comorbilidad, estado de menopausia y edad

(Maughan, Lutterbie, & Ham, 2010). El tratamiento se clasifica basandose en el

grado del carcinoma:

In situ. Al carcinoma lobular in situ generalmente no se le da tratamiento, sin

embargo su hallazgo incrementa la probabilidad de desarrollar cancer invasivo.

Por el contrario el carcinoma luminal in situ puede progresar a cancer de mama

invasivo, por lo que el tratamiento mas comun es la radioterapia, sin embargo se
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aconseja la cirugia conservativa de seno en enfermedad extensiva o multifocal
(Maughan et al., 2010).

Grado l y Il

Cirugia: la mastectomia radical modificada ha sido el estandar tradicional para el
tratamiento de estadios invasivos tempranos de cancer de mama. Sin embargo
recientemente se ha optado por realizar cirugias conservativas de seno que
consiste en remover solo el tejido afectado, lo cual es estéticamente mas aceptado
por las pacientes. Esta cirugia generalmente es seguida de radiacion para evitar la
recurrencia local y mejorar la tasa de sobrevida en las pacientes. La decisioén para
aplicar alguno de estos tratamientos es la presencia de cancer en los nédulos
linfaticos (Maughan et al., 2010). Un estudio realizado a 1850 mujeres en el que
se aplico al azar mastectomia total, cirugia conservativa de seno y cirugia
conservativa de seno seguido de radiacion, no arroj6 cambios estadisticamente
significativos en la reincidencia del cancer y sobrevida de las mujeres entre los
tres grupos de tratamiento después de 20 afios de iniciado el estudio (Fisher et al.,
2002).

Radiacion: La radiacion luego de la cirugia conservativa de seno se utiliza
comunmente ya que se ha demostrado que este tratamiento reduce a la mitad la
velocidad de recurrencia de la enfermedad y reduce la tasa de mortalidad por
cancer de mama en aproximadamente un sexto en 15 afios (Early Breast Cancer
Trialists' Collaborative et al., 2011). Las mujeres con cancer en ndédulos linfaticos,
mastectomia total y que se les aplico radioterapia y quimioterapia tienen mejores
tasas de supervivencia que las mujeres a las que sélo se les aplicé quimioterapia
(Ragaz et al., 2005).

Terapias neoadyuvantes/adyuvantes sistémicas. Las terapias neoadyuvantes
sistémicas son aquellas utilizadas para disminuir el tamafio de los tumores y de
esta manera poder realizar la cirugia conservativa; y las terapias adyuvantes son
aguellas utilizadas en pacientes después de la cirugia (Mauri, Pavlidis, & loannidis,
2005).
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Quimioterapia: La quimioterapia es el estandar para tratar mujeres con
cancer en nodulos linfaticos o con tumores de hasta 1 cm de largo. Este
tratamiento es mas eficaz en pacientes con tumores negativos para
receptores hormonales que los positivos para estos receptores. Varios
estudios han sugerido que las antraciclinas y los taxanos tienen mejores
resultados que otros quimioterapéuticos, sobre todo en tumores que
sobreexpresan ERBB2 (Maughan et al., 2010).

Terapia endocrina: La terapia endocrina que consta de moduladores de
receptores selectivos de estrégeno (MRSE), inhibidores de aromatasas y
agonistas de hormonas liberadoras de gonadotropina tienen como funcion
prevenir la produccion de estrégenos o bloquearlos, y de esta manera
prevenir la estimulaciéon de los tumores sensibles a estrégenos. Este
tratamiento no es efectivo en pacientes con tumores negativos para
receptores hormonales. Los inhibidores de aromatasas son mas
comunmente utilizados en mujeres postmenopausicas (Maughan et al.,
2010).

Terapia tejido especifica: Para tratar los canceres que sobreexpresan
ERBB2 se utliza un anticuerpo monoclonal humanizado anti-ERBB2
(trastuzumab) (Maughan et al., 2010). Esta terapia se administra junto con

antraciclinas y taxanos (Buzdar et al., 2005)

Grado Ill. El cancer de mama localmente avanzado (CMLA) incluye tumores de

hasta 5 cm, afectacién regional extendida de los nodulos linfaticos, compromiso

directo de la pared toracica o piel. Las pacientes con estos tumores no son

candidatas para la mastectomia conservativa.

Tratamientos sistémicos de induccién: Los pacientes con CMLA se les
administra quimioterapia para disminuir el tamafio del tumor en un 50% y
de esta manera facilitar la mastectomia conservativa. La terapia endocrina
de induccidn es menos efectiva que la quimioterapia y puede ser apropiada
para pacientes de edad avanzada que no toleran la quimioterapia por su

alta toxicidad. El tratamiento combinado de quimioterapia y terapia
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endocrina seguida de la mastectomia en pacientes con CMLA positivo para
receptores hormonales tiene mejores resultados. La terapia de induccion
tejido especifico ésta indicada para pacientes con CMLA que
sobreexpresan la proteina HER2 después de 12 meses de la mastectomia
(Maughan et al., 2010).

e Terapia local: La respuesta a la quimioterapia determina el tipo de terapia
local a aplicar como la cirugia, la radiacion o ambas. En pacientes que no
responden a la quimioterapia de induccién se realiza la mastectomia total
ademas de la extirpacion de los nédulos linfaticos axilares y claviculares
seguido de radioterapia (Maughan et al., 2010).

Metastasis. La quimioterapia o radioterapia acompafiadas con radioterapia o
bifosfonatos se utilizan para disminuir el dolor por complicaciones Oseas. El
tratamiento sistémico depende del estado de receptores hormonales, tasa de
progresion de la enfermedad, y la voluntad del paciente a soportar los efectos
adversos de la quimioterapia. En mujeres en las que la enfermedad avanza mas
rapidamente es mejor tratar con quimioterapia. ElI Trastuzumab junto con la
quimioterapia es la mejor opcién para tratar la metastasis de tumores HER2
positivos (Maughan et al., 2010).

Aun cuando se cuenta con diferentes alternativas terapéuticas para el cancer de
mama, estudios clinicos demuestran que las terapias actuales no son suficientes
para erradicar la enfermedad. En general, las terapias sistémicas inducen
respuestas que van del 60% al 80% en canceres primarios y alrededor del 50% en
metastasis (Gonzalez-Angulo, Morales-Vasquez, & Hortobagyi, 2007; Guarneri &
Conte, 2004). Sin embargo, a pesar de la alta frecuencia de respuestas primarias,
la mediana de la duracion de esa respuesta es de 8 a 14 meses (Pusztai &
Hortobagyi, 1998). En consecuencia, del 20% al 70% de las pacientes presentan
enfermedad recurrente en un periodo de 5 afios (Colleoni et al., 2004; Guarneri &
Conte, 2004; Pisani, Bray, & Parkin, 2002). Mas aun, es comun que las pacientes
con recurrencia presenten también resistencia incrementada, lo cual aumenta el

riesgo de muerte (Gonzalez-Angulo et al., 2007).
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En conjunto, estos datos indican que si bien los actuales tratamientos son
efectivos al inicio de la terapia, el cancer de mama progresa en la mayoria de las
pacientes. Por esto, se requieren nuevas estrategias para tratar la enfermedad y
disminuir el nimero de defunciones. Esas nuevas estrategias deben considerar la
participacion de las CTT en la iniciacion, mantenimiento, y curso clinico del cancer

de mama.

2.4.3 Células troncales tumorales
Las células troncales estan caracterizadas por la capacidad de autorrenovacion y

la habilidad de diferenciarse en diversos tipos de células especializadas. Estas
caracteristicas se han identificado en células troncales embrionarias, células
troncales adultas, células troncales tumorales y células pluripotentes inducidas (Z.
Yu, Pestell, Lisanti, & Pestell, 2012).

Los tumores son histolégicamente heterogéneos, con subtipos de células
cancerigenas exhibiendo distintos perfiles moleculares. Ademas las células con
diferentes caracteristicas moleculares dentro de un mismo tumor responden
diferente a terapias anticancerigenas, llevando a la resistencia de farmacos. Las
células cancerigenas ademas pueden desarrollar cambios adaptativos después de

la terapia que exacerba la resistencia a farmacos (Singh & Settleman, 2010).

Evidencia reciente indica la existencia de células parecidas a las troncales dentro
de los tumores, llamadas células troncales tumorales, que presentan
caracteristicas de células troncales y de células cancerosas. Ademas de las
capacidades de autorrenovacion y diferenciacion, las CTT tienen la habilidad de
iniciar nuevos tumores cuando se trasplantan a un animal hospedero (Reya,
Morrison, Clarke, & Weissman, 2001; Z. Yu et al., 2012). La primera evidencia
moderna del papel de las células troncales en cancer fue en 1994 en un estudio
de leucemia mieloide aguda. En el 2003 las CTT humanas fueron identificadas en
tumores solidos incluyendo cancer de mama y cancer de cerebro. En
subsecuentes reportes se identificaron CTT en una gran variedad de tumores
incluyendo colon, pancreas, pulmén, préstata, melanoma y glioblastoma (Z. Yu et
al., 2012).
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La expresion de marcadores de superficie como CD44, CD24, CD29, CD90,
CD133, el antigeno epitelial especifico (ESA por sus siglas en inglés) y la enzima
aldehido deshidrogenasa 1 (ALDH 1) se han utilizado para aislar y enriquecer CTT
de diferentes tumores. A pesar del uso de estos marcadores para orientar la
identificacion de CTT aun no se ha llegado a un consenso para identificar con
precision esta poblacion y por lo tanto no se puede definir la proporcion exacta de
las CTT en un tumor (Z. Yu et al., 2012).

2.4.4 Células troncales tumorales de cancer de mama
Las células troncales tumorales de cancer de mama (CTTM) fueron descubiertas

en 2003 por Al-Hajj et al (Al-Hajj, Wicha, Benito-Hernandez, Morrison, & Clarke,
2003). Ellos revelaron una poblacion celular en tumores de cancer de mama
caracterizados por los marcadores de superficie ESA*, CD44", CD24"" y la
ausencia en la expresion de los marcadores de linaje CD2, CD3, CD10, CD16,
CD18, CD31, CD64 y CD140b (Lin-). Las células con el fenotipo CD44*/CD247°%
subpoblacién Lin- en tumores de cancer de mama son mas tumorigénicas. Tan
s6lo 200 células de fenotipo ESA*/CD44*/CD247°" o con 1000 células de fenotipo
CD44*/CD24™" obtenidas del sitio primario tumoral o de efusiones metastasicas
pleurales pueden formar tumores en modelos de xenotrasplante en ratones
NOD/SCID. En contraste se requirieron 50 000 células sin separar por fenotipo
para producir tumores en ratones (Al-Hajj et al., 2003).

El origen de las CTTM no se ha definido aun. Una teoria propone que las CTTM
provienen de la desregulacién de las vias de autorrenovacion y diferenciacién de
célula troncales normales, resultando en células cancerigenas con capacidades de
autorrenovacion y diferenciacion. Esta teoria se basa en las similitudes entre las
células troncales normales y las CTT y en que las células troncales normales son
altamente susceptibles a mutaciones y transformacion oncogénica. Otra teoria
sugiere que las CTTM se originaron por activacion de la TEM. Las células que han
sufrido TEM son susceptibles a la transformacion y tienen muchas caracteristicas
y comportamientos similares a células troncales normales y tumorales. Otra
evidencia de esta teoria es que las células CD44'/CD24™" de tejidos normales y

cancerosos de mama humanos expresan muchos genes asociados con células
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que han sufrido la TEM (Figura 3) (Velasco-Velazquez, Homsi, De La Fuente, &
Pestell, 2012).
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Figura 3. Posibles origenes de las células troncales tumorales mamarias (imagen modificada de
(Velasco-Velazquez et al., 2012)).

Las CTTM han sido aisladas a partir de muestras de pacientes después de su
cultivo in vitro (Ponti et al., 2005) y de lineas celulares de cancer de mama
(Fillmore & Kuperwasser, 2008). Las CTTM, a diferencia del resto de las células
tumorales, tienen la habilidad de formar mamoesferas en cultivo. El cultivo de
mamoesferas es un sistema que permite la propagacion de células troncales
epiteliales mamarias, basado en la habilidad de dichas células de proliferar en
condiciones no adherentes (Dontu et al., 2003; Dontu et al., 2004; R. Liu et al.,
2007). Las mamoesferas formadas por células troncales tumorales mamarias
(CTTM) estan enriquecidas en células con fenotipo CD44*/CD24™°". Sin embargo,

-/low

solo una fraccién de las células CD44/CD24"°" es capaz de autorrenovarse en
cultivos posteriores (Ponti et al.,, 2005) y las lineas celulares que tienen
aproximadamente un 90% de células CD44*/CD24™" no son méas tumorigénicas
gue lineas celulares que solo contienen 5% de células con el mismo fenotipo
(Fillmore & Kuperwasser, 2008). Lo anterior indica que el fenotipo CD44*/CD24™"
no es universal, ni contiene a todas las CTT, por lo que se requieren marcadores

adicionales para identificar y aislar CTTM.

La hipétesis que considera que las CTT estan en la jerarquia mas alta dentro de
las células cancerosas considera que solo las CTT pueden iniciar y sostener el
crecimiento tumoral. Por esto, el descubrimiento de las CTT en pacientes de

cancer de mama llevé a plantear que esas células jugarian un papel fundamental
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en el curso clinico de la patologia. A la fecha, diversos estudios han demostrado
que la presencia de CTT se asocia a una baja sobrevivencia. Por ejemplo, la
expresion del marcador de CTT ALDH en muestras clinicas de cancer de mama
correlaciona con el grado del tumor, la presencia de metastasis, y una menor
sobrevida (Charafe-Jauffret et al., 2010; Marcato et al., 2011). De manera similar,
el andlisis simultaneo de CD44 y CD24 en muestras de cancer de mama identifico
una correlacion entre un alto porcentaje de células tumorales con el fenotipo
CD44%/CD24™" y la presencia de metastasis distantes (Abraham et al., 2005).
Aunado a esto, una firma molecular, obtenida mediante la comparacion entre el
patron de expresion de células CD44'/CD24™" y el de células epiteliales
mamarias, es capaz de clasificar muestras clinicas de acuerdo al riesgo de

presentar metastasis (R. Liu et al., 2007).

Las CTT contribuyen a la recidiva después de recibir terapia pues estas células
son mas resistentes a la quimioterapia y radioterapia que el resto de las células
tumorales. La administracion de terapia neoadyuvante/adyuvante a pacientes de

cancer de mama incrementa la fraccion de células CD44'/CD24™"°%

y aumenta la
formacion de mamoesferas in vitro (F. Yu et al., 2007). De manera similar, la
terapia con paclitaxel y epirubicina enriquece el nimero de células ALDH" en
tumores de mama (Tanei et al., 2009). Congruentemente, evidencia adicional
proveniente de modelos murinos indica que la exposicion a quimioterapia y
radioterapia provoca una presion selectiva y/o evita la diferenciacion de CTT. La
inyeccion serial de células humanas de cancer de mama en ratones tratados con
epirubicina produce tumores que estan enriquecidos en células CD44*/CD24™°"
(F. Yu et al.,, 2007). La radioterapia también incrementa la porcion de células
CD44*/CD24™" en ratones implantados con células humanas de cancer de mama
(Phillips, McBride, & Pajonk, 2006; Zielske, Spalding, Wicha, & Lawrence, 2011).
Las CTT que sobreviven a la terapia pueden heredar su resistencia a sus
decendientes, lo cual favorece la aparicion de resistencia clinica y permite que los
tumores progresen y, eventualmente, se vuelvan mas agresivos. Por ejemplo, los
tumores mamarios generados espontaneamente en ratones Brcal/p53° son

sensibles a cisplatino, pero pocos meses después del tratamiento, los tumores

22



reinciden en el mismo sitio. La porcién de células CD29"/CD24™ (fenotipo de las
CTT de mamarias en el ratén) fue 4 veces mas grande en los tumores reincidentes
que en los primarios sin tratar (Shafee et al.,, 2008). Cuando las células
CD29"/CD24™ de tumores reincidentes fueron seleccionadas y transplantadas a
nuevos ratones, generaron tumores que fueron parcialmente o totalmente
resistentes a cisplatino (Shafee et al., 2008), indicando la aparicién de células

progenitoras resistentes al farmaco.

2.4.5 El receptor CD44
CD44 es una glicoproteina de superficie que se expresa en varios tejidos

celulares, incluyendo los tejidos de cancer de mama. El gen CD44 mide de 50-60
Kb, se localiza en el cromosoma 11 y contiene 20 exones. El mRNA primario de
CD44 puede sufrir varios splicings alternativos por lo que existen varias isoformas
de esta proteina. El splicing alternativo entre los exones 5y 15 pueden generar 10
isoforomas de CD44 gque se denominan CD44v. Ademas existe una isoforma
estandar de CD44 (CD44s) que se genera por la eliminacién de todos los exones
(Figura 4A) (Isacke & Yarwood, 2002).

La proteina estandar tiene un dominio extracelular de 248 aminoacidos, la region
aminoterminal esta relativamente conservada entre los mamiferos (~85% de
homologia). La isoforma estandar como las variables poseen un dominio de unién
al hialuronato (HA) que es el ligando principal de CD44. La regién proximal a la
membrana no esta tan conservado (entre 35y 45% de homologia) e incluye varios
sitios de glicosilacién y de unién a sulfato de condroitina. Todas las isoformas de
CD44 tienen 21 aminoacidos en el dominio transmembranal y 72 en el dominio
citoplasmatico (Figura 4B) (Isacke & Yarwood, 2002; Mackay et al., 1994). En un
modelo murino se han observado cambios en la expresion de las isoformas CD44v
por CD44s, asociado a la TEM en cancer de mama (Brown et al., 2011). El
hialuronato es uno de los principales componentes de la matriz extracelular y la
matriz que rodea los tumores esta enriquecida en HA (Toole, Wight, & Tammi,
2002). La activacion de CD44 por HA no solo afecta la adhesion celular a los

componentes de la matriz extracelular, también estimula varias funciones
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especificas de la célula tumoral, llevando a la progresion del cancer de mama
(Chen & Bourguignon, 2014).
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Figura 4. Receptor CD44. A) Estructura del gen de CD44, las isoformas CD44v se forman del exén 6a al
exon 14 mientras que la isoforma CD44s se forma con los exones 1-5y 15-19. DT (Dominio Transmembranal)
y DC (Dominio Citoplasmatico). B) Estructura del receptor

La union CD44-HA esta involucrado en la estimulacion de receptores cinasas
como ERBB2, EGFR y TGF-B, y en receptores no cinasa como c-Src y ROK

requeridos para la progresion del tumor (Chen & Bourguignon, 2014).

La unidbn CD44-HA en cancer de mama desencadena diversas vias de
sefalizacion que dan como resultado la invasion y metéstasis, resistencia a la
apoptosis, quimioresistencia y promocion del fenotipo troncal (Bourguignon,
Spevak, Wong, Xia, & Gilad, 2009; Bourguignon, Wong, Earle, Krueger, & Spevak,
2010; Chen & Bourguignon, 2014). Por ejemplo, la unién del HA-CD44 promueve
la unién de la proteina tirocincinasa Src al dominio citoplasmatico de CD44 lo que
promueve la fosforilacion de la proteina del citoesqueleto cortactina que da como
resultado la migracion. La union de CD44-Src también fosforila el factor de
transcripcion Twist, el cual se trasloca al nucleo donde activa la transcripcién de
miR-10b.

miR-10b disminuye la proteina supresora de tumor HOXD10 lo que lleva a la sobre

expresion de RhoA/RhoC, proteinas involucradas en el desplazamiento de la
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membrana y remodelacion del citoesqueleto, y ROK una serin-treonina cinasa que
fosforila a reguladores del citoesqueleto como calpunina y aducina. Todo lo
anterior da como resultado la promocion de la invasion tumoral de cancer de
mama (Bourguignon et al., 2010). Ademas la sobreexpresion de Twist en células
de cancer de mama CD44" promueve el fenotipo troncal (Vesuna, Lisok, Kimble, &
Raman, 2009).

Otra via de sefializacion relacionada con la unién de CD44 al hialuronato, es la
activacion de PKCe que fosforila a Nanog (un factor de transcripcion que esta
relacionado con la autorrenovacion y la troncalidad) que a su vez promueve la

produccion de miR21.

miR21 reduce la proteina supresora de tumor PDCD4, lo que provoca la
sobreexpresién de IAP/MDR1, esto tiene como consecuencia la resistencia a la
apoptosis y la promocién de la quimioresistencia. Ademas la union de CD44-HA
activa la via de sefalizacion de c-Jun la cual estimula de igual manera que Nanog,
la expresiéon y funcién de miR-21, lo que lleva a la produccion de la proteina

antiapoptotica Bcl-2 (Bourguignon et al., 2009) (Chen & Bourguignon, 2014).

Il. Antecedentes
En el laboratorio de Farmacologia Molecular, Facultad de Medicina UNAM se

realizé la busqueda de antagonistas para el receptor de superficie CD44 mediante
cribado virtual. El cribado virtual es una herramienta computacional que predice la
union de una molécula proveniente de bases de datos y una proteina con
estructura tridimensional definida (Alvarez & Shoichet, 2005). El cribado virtual se
realiz6 mediante acoplamiento molecular, el cual predice la forma de union y
afinidad de uniéon de un complejo formado por dos o mas moléculas de estructura
conocida (Huang & Zou, 2010). Para esto se utilizd el dominio N-terminal de unién
a HA de CD44, como receptor y 13, 066 estructuras de 11,421 moléculas de la
base de datos ZINC (Irwin & Shoichet, 2005), como ligandos (Aguirre-Alvarado et
al., 2016). El puntaje del docking se obtuvo con AutoDock Vina y DSX 089 que se

normalizo y se usé para generar un Zscore consenso para cada ligando.
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Basandose en la distribucion de estos valores se hicieron identificaciones
imparciales de 12 compuestos con el mejor desempeiio en el protocolo de
acoplamiento consenso (Aguirre-Alvarado et al., 2016). Aguirre et al probaron
simulacién de dinAmicas moleculares y andlisis de energia libre de unién con 5
compuestos candidatos: irinotecan, bromocriptina, nilotinib, etoposido y bafetinib.
De este analisis se obtuvo que la unién del etopdsido con CD44 tuvo el valor mas
bajo de energia libre, lo que indica que el etopdsido es el mejor candidato para la

validacion biologica (Aguirre-Alvarado et al., 2016).

Con los resultados antes descritos se procedié a analizar la actividad in vitro del
etopdsido como antagonista de CD44 utilizando la linea celular MDA-MB-231 de
cancer de mama mediante la competencia para la adhesion a CD44 del HA
marcado con isotiocianato fluorescente contra el etopésido por citometria de flujo y
ensayos de adhesion al HA en placa, de los ensayos realizados se encontro que la
reduccion en la adhesion es similar a la que presentd el anticuerpo bloqueante,
estos resultados soportan la hipétesis de que el etopdsido es un antagonista de
CD44 (Aguirre-Alvarado et al., 2016).

IV.  Justificacién
El cancer de mama es la principal causa de muerte en mujeres de todo el mundo,

en 2012 se registraron 522 000 fallecimientos por esta causa (UK, 2014). En
México es la segunda causa de muerte en mujeres de 30 a 54 afos (Knaul et al.,
2009). Debido a que en la actualidad no existen tratamientos efectivos para esta
enfermedad es necesario seguir estudiando los procesos biolégicos de las células
de cancer de mama para encontrar nuevos blancos y de esta manera desarrollar
terapias eficaces para combatir esta enfermedad. Con el descubrimiento de las
CTT en pacientes con cancer de mama, se ha abierto una brecha de investigacion
para la creacion de tratamientos dirigidos hacia esta poblacion celular, ya que hay
reportes que apuntan a que estan involucradas en la promocion del cancer de
mama hacia grados avanzados, resistencia a la quimio y radioterapia, e induccion
de metastasis. En este trabajo se estudiara el efecto del etopdsido en el fenotipo

troncal de la linea celular de cancer de mama basal MDA-MB-231, pues
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experimentos in silico sugieren que el etopdsido podria ser un antagonista del
receptor CD44, el cual regula el fenotipo troncal. La identificacion de compuestos
que abatan a la poblacion troncal tumoral podria disminuir la metastasis,

resistencia a farmacos y recidiva en pacientes con este padecimiento.
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V. Hipotesis
Dado que el receptor CD44 regula caracteristicas funcionales asociadas a la

troncalidad en células cancerosas de mama, se espera que el farmaco etopdosido,
al ser antagonista del receptor, disminuya el fenotipo troncal en células MDA-MB-
231.

VI. Objetivos
Objetivo general

Determinar el efecto que tiene el etopdsido sobre el fenotipo troncal tumoral de la
linea celular de cancer de mama MDA-MB-231 a través de la medicién de

marcadores de troncalidad y la realizacion de ensayos funcionales de troncalidad.
Objetivos especificos

1. Analizar el efecto del etopdsido sobre la viabilidad de las células MDA-MB-
231.

2. Evaluar el efecto del etopésido en la expresion de los marcadores de
troncalidad mamarios CD44"/CD24 y ALDH.

3. Evaluar el efecto del etopdsido sobre la formacibn de mamoesferas de
células MDA-MB-231.

4. Determinar el efecto del etopdsido en la sensibilizacion de células MDA-
MB-231 a cis-diaminodicloroplatino (I1) (CDDP).
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VIl. Metodologia
7.1. Compuestos.

e Etopoésido: Se preparé un stock 50 mM de etopdsido (Sigma-Aldrich)
disuelto en dimetilsulfoxido (DMSO) y almacenado a -70 °C hasta el
momento de su uso.

e CDDP: Se utilizo6 una forma farmacéutica de cisplatino inyectable
vehiculo cbp 1 mg/ml (Blastolem RU) almacenado a temperatura

ambiente aislado de la luz.

7.2 Material bioldgico.
Se utilizo la linea celular de cancer de mama basal MDA-MB-231 cuya morfologia

es mesenquimatosa, proveniente del American Type Culture Collection (ATCC)
debido a su alta expresion del receptor CD44 (Fillmore & Kuperwasser, 2008; Kao
et al., 2009). Estas células se cultivaron en botellas para cultivo celular de 25 cm?
de area (Corning), en un volumen total de 5 ml hasta obtener una monocapa 90 %
confluente. EI medio de cultivo utilizado fue medio Leibovitz’s L-15 (Gibco)
suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB) inactivado por calor (Gibco),
estreptomicina (50 pg/ml), penicilina (50 pug/ml) y neomicina (100 ug/ml) (Gibco).
Los cultivos se mantuvieron a una temperatura de 37 °C en una atmosfera sin
CO.. Las células se despegaron de las botellas de cultivo decantando el medio,
lavando con PBS pH 7.2 y exponiéndolas a 0.05 % de tripsina-EDTA (Gibco)
durante 5 min. Las células se contaron en hematocitometro, y se evalud la
viabilidad por la exclusién de azul tripan al 0.4 % (Sigma-Aldrich), siendo esta >
95%.

7.3 Evaluacion de la viabilidad mediante reduccion de MTS.
Las células MDA-MB-231 se sembraron en placas estériles de 96 pozos (Corning)

a una densidad de 5X10°% células/pozo, por sextuplicado. Las concentraciones
estudiadas; en progresion geométrica base 2 estuvieron entre 1.6 y 200 uM de

etopdsido disueltas en L-15 suplementado con 1% SFB.

El tiempo de exposicion fue de 24 h. Como control, las células fueron expuestas

unicamente al disolvente del farmaco (0.4 % de DMSOQO). Después de la exposicion
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al etoposido se evalud el efecto de este sobre la viabilidad celular mediante el
ensayo colorimétrico de reduccion de MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium] (Promega). La reduccion del
MTS da lugar a la formacion de un producto de formazan, este proceso se lleva a
cabo por las deshidrogenasas presentes en las mitocondrias de células
metabdlicamente activas. Cuatro horas previas a la finalizaciébn del tiempo de
incubacion de los farmacos se adiciond 1 parte de la mezcla 20:1 de MTS/PMS
por cada 5 de medio y se incub6 a 37 °C por 4 h en obscuridad (Cory, Owen,
Barltrop, & Cory, 1991). La cantidad reducida de MTS la cual se cuantificé por

espectofotometria a 490nm es proporcional al nUmero de células viables.
7.4 Cuantificacion del efecto del etopdsido en el fenotipo CD44%/CD24"""
citometria de flujo.

Se sembraron las células en placas estériles de 6 pozos (Nunclon Delta) a una

por

densidad de 2.5X10° células/pozo, por triplicado.

Se trataron las células con 1, 10, 100 uM de etopdsido disuelto en L-15
suplementado con 1% SFB por 24 h. Como control, las células fueron expuestas
Unicamente al disolvente del farmaco (0.2 % de DMSO). Se colectaron las células
tratadas con TrypLE Select Enzyme (Gibco) y se tifieron simultdneamente con
anti-CD44-APC (clona G44-26, BD Pharmigen) y anti-CD24-PE (clona ML5, BD
Pharmigen) en PBS con 10% de SFB. Para establecer la sefial negativa de
fluorescencia se utilizaron controles de isotipo (Sheridan et al.,, 2006). Las
muestras se analizaron en FACS Aria Ill (BD Biosciences) o Attune NxT (Life

Technologies) y los datos se analizaron con FlowJo, version 8.7 (Tree Star Inc.).

7.5 Determinacion del efecto del etopésido sobre la actividad de la enzima
aldehido deshidrogenasa (ALDH) por citometria de flujo.
Se sembraron las células en placas estériles de 6 pozos (Nunclon Delta) a una

densidad de 3.5X10° células/pozo, por triplicado.

Se trataron las células con 1, 10, 100 uM de etopésido o su solvente al 0.2% en L-
15 suplementado con 1% SFB por 24 h. Se colectaron las células tratadas con

0.05 % de tripsina-EDTA (Gibco), las células se contaron en hematocitometro, se
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evalué la viabilidad por la exclusion de azul tripan al 0.4 % (Sigma-Aldrich), siendo
esta > 95 % y se hizo una suspension celular de 2.5X10° células/ml con el buffer
de ensayo ALDEFLUOR (Stem cell Technologies) por cada condicidon
experimental. Para la tincion de la enzima ALDH se utiliz6 el kit ALDEFLUOR
(Stem cell Technologies). Cada muestra se separé a la mitad para obtener de
cada condicion un tubo “control DEAB” y un tubo “problema” ALDEFLUOR. Al tubo
“‘control DEAB” se le adiciond el reactivo ALDEFLUOR vy el inhibidor
dietilaminobenzaldehido (DEAB) que es un inhibidor especifico de ALDH; mientras
que al tubo “problema” solo se le adicioné el reactivo ALDEFLUOR. La tincién se
incubd 45 min a 37 °C aislado de la luz como se indica en el inserto del kit. Las
muestras se analizaron en el citometro de flujo Attune NXT (Life Technologies), y

los datos se analizaron con FlowJo, version 8.7 (Tree Star Inc.).

7.6 Determinacion del efecto del etopdsido en la formacion de mamoesferas.
Se sembraron las células en placas estériles de 6 pozos (Nunclon Delta) a una

densidad de 2.5X10° células/pozo.

Se trataron las células con 10 uM de etopdsido y su disolvente al 0.02 % en L-15
suplementado con 1% SFB por 24 h. Se colectaron las células tratadas con 0.05
% de tripsina-EDTA (Gibco), las células se contaron en hematocitbmetro, se
evalué la viabilidad por la exclusion de azul tripan al 0.4 % (Sigma-Aldrich), siendo
esta > 95 %, para cada condicién experimental se hizo una suspension celular de
1X10° células/ml por cada condicién experimental y se pasé tres veces por una
aguja de 25 G para asegurar que la suspensién fuera unicelular. En el ensayo de
formacion de mamoesferas se sembraron 100 células por pozo en placas de
cultivo “Ultra Low Attachment” (Corning Costar) de 96 pozos en medio “mamocult”
(Stem cell Technologies) suplementado con estreptomicina (100 ug/ml) y penicilina
sodica cristalina (100 U.l. /ml) (Gibco), heparina 4 ug/ml (Stem cell Technologies)
e hidrocortisona 0.48 ug/ml (Stem cell Technologies). El medio se repuso cada 3
dias (Dontu et al., 2003). A los 10 dias las mamoesferas mayores a 80 um se

contaron y documentaron utilizando un microscopio invertido (Nikon). Las
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mamoesferas mayores a 80 um se contaron y documentaron con el programa

Image J (Ferreira & Rasband, 2012).

7.7 Cuantificacion de muerte celular por citometria de flujo.
Se sembraron las células en placas estériles de 6 pozos (Nunclon Delta) a una

densidad de 2.5x10° células/pozo, por triplicado.

Se trataron las células con 10 uM de etopdsido disuleto en L-15 suplementado con
1% SFB por 24 h. Como control, las células fueron expuestas Unicamente al
disolvente del farmaco (0.02 % de DMSO). Después los tratamientos se colectaron
las células y se tifieron simultdneamente con Annexina V-FITC (Life Technologies)
y 7-aminoactinomicina (7-AAD; BD Pharmigen) (Zimmermann & Meyer, 2011).
Como controles positivos para necrosis y apoptosis, se incluyeron células tratadas
con choque térmico (60 °C, 60 min) y camptotencina (100 ng/mL, 24 h),
respectivamente. Un minimo de 10,000 células se adquirieron en el citbmetro
Attune NXT (Life Technologies), y los datos se analizaron con el programa FlowJo,
version 8.7 (Tree Star Inc.).

7.8 Sensibilizacion a agentes citotoxicos.
Se sembraron las células en placas estériles de 96 pozos (Corning) a una

densidad de 5X10° células/pozo, por sextuplicado. Las células se expusieron 24 h
a 10 uM de etopdsido y un rango de concentraciones entre 50 y 400 uM de CDDP
que variaron en progresion geométrica base 2; todo disuelto en L-15
suplementado con 1% SFB. Como control del ensayo se realiz6 una curva de
viabilidad Unicamente con DMSO 0.02 % y las diluciones de cisplatino. Como
control de la curva de cisplatino y 0.02 % de DMSO se utiliz6 medio L-15 1 %SFB,
y como control de la curva de cisplatino y etopdsido, DMSO 0.02 %. Después de la
exposicion al etopdsido se evalu6 el efecto de este sobre la viabilidad celular
mediante el ensayo colorimétrico de reduccion de MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-
(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium] (Promega). Cuatro horas
previas a la finalizacion del tiempo de incubacion con CDDP se adiciono 1 parte de
la mezcla 20:1 de MTS/PMS por cada 5 de medio y se incub6 a 37°C por 4 hrs en
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obscuridad (Cory et al.,, 1991). La cantidad reducida de MTS se cuantificoO por
espectofotometria a 490 nm.

7.9 Andlisis estadistico
Los datos de viabilidad, citometria de flujo y mamoesferas se analizaron con el

software GraphPad Prism 6.01. Se aplicé la prueba ANOVA de una sola via al

ensayo de viabilidad, a la cuantificacién del fenotipo CD44%/CD24"""

y a la
cuantificacién de ALDH. A la cuantificacién del fenotipo CD44*/CD24""" se realiz6
la prueba de comparacion multiple Bonferroni ya que el ANOVA arrojo diferencias
mayores al 0.05 de significancia. Los datos de muerte celular por citometria de
flujo y las CI 50 de la sensibilizacién a agentes citotoxicos se les aplico la prueba t
de Student. A los datos de la cuantificacion de las mamoesferas primero se les
realizé la prueba de normalidad D’ Agostino & Pearson. Debido a que los datos no
tuvieron una distribucién normal se les aplicé una t de Student no paramétrica. En

todos los casos el nivel de significancia fue de 0.05.

VIIl. Resultados
8.1 Evaluacion de la viabilidad mediante reduccion de MTS.
Se determino la viabilidad de las células MDA-MB-231 tras su exposicion por 24 h
a concentraciones de etopdsido entre 1.6 y 200 pM. Se encontr6 que el
tratamiento de las células con el etopdsido no tiene efectos estadisticamente
significativos en la viabilidad celular en ninguna de las concentraciones de estudio
(Figura b).
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Figura 5. Viabilidad de la linea celular MDA-MB-231 tras el tratamiento con etopésido. No se presentaron
cambios estadisticamente significativos en la viabilidad celular con respecto al control. Se realiz6 un ANOVA
de una via con 0.05 de significancia. Experimento representativo de una n=3. Las barras representan la media
de sextuplicados = el error estandar.

8.2 Cuantificacion del efecto del etopdsido en el fenotipo CD44*/CD24""" por
citometria de flujo.
Se determind el efecto del etopdsido a 1, 10 y 100 uM sobre el fenotipo

CD44'/CD24"°"" en la linea celular MDA-MB-231, ya que este es el fenotipo
asociado a troncalidad en células tumorales de cancer de mama (Al-Hajj et al.,
2003). En el andlisis por citometria de flujo se observé que desde la concentracion
de 1 uM de etopdsido empieza a haber un aumento en la expresion de CD24 que
se acentla a partir de 10 uM y se mantiene hasta 100 uM (Figura 6A). Al realizar
el andlisis estadistico de estas mediciones se encontré que hay una disminucion
estadisticamente significativa de la poblacion CD44%/CD24 a partir de 10 pM

como esta representado en la Figura 6B.
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Figura 6. Cuantificacion del efecto del etopésido sobre el fenotipo CD44+/CD24- por citometria de flujo.
A) Analisis por citometria de flujo de la expresion de CD44 y CD24 en la linea celular MDA-MB-231 tratada
con etopésido por 24 h. Experimento representativo de tres experimentos independientes. B) Cuantificacion
del porcentaje de células CD44'/CD24 . Se realiz6 un ANOVA de una via con prueba de Bonferroni con 0.05
de significancia. *P<0.05, **P<0.01. Las barras representan la media + el error estdndar de la misma n=3.

8.3 Determinacion del efecto del etopdsido sobre la actividad de la enzima
aldehido deshidrogenasa (ALDH) por citometria de flujo.
Para saber si el etopésido es capaz de alterar otros marcadores de troncalidad a

las mismas concentraciones utilizadas anteriormente, se estudié el efecto de este
compuesto en la actividad de la enzima ALDH (marcador de troncalidad en cancer
de mama (Velasco-Velazquez et al., 2012)) en células MDA-MB-231. Para tener
un control negativo de la funcion de ALDH se utilizd el reactivo DEAB del kit
ALDEFLUOR de Stem Cell Technologies, que inhibe la funcién de la enzima, a
partir de las lecturas de este tratamiento se determind la region negativa para
ALDH (Figura 7A). Finalmente se encontr6 que a pesar de que hay una

disminucién del porcentaje de células ALDH positivas conforme aumenta la
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concentracion de etopésido, esta no es

con el control (Figura 7B).
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Figura 7. Efecto del etopésido en la actividad de la enzima ALDH. A) Andlisis del efecto del etopésido en
la actividad de la enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH) por citometria de flujo. Experimento representativo
de cuatro experimentos independientes. B) Comparacion estadistica de los tratamientos con etoposido con
respecto a su control (DMSO 0.2%). Se realiz6 un ANOVA de una sola via con un 0.05 de significancia. Las

barras representan la media + el error estandar n=4.

8.4 Determinacién del efecto del etopdsido en la formacion de mamoesferas.
Debido a que el analisis del fenotipo troncal realizado en primer lugar solo se basoé

en la expresion de marcadores, fue necesario realizar una prueba funcional para
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verificar que realmente se afecta la troncalidad de la linea celular MDA-MB-231.
La prueba de troncalidad que se realizd fue el efecto que tiene el etoposido sobre
la formacion de mamoesferas, las cuales son colonias provenientes de células
capaces de proliferar en condiciones no adherentes (Dontu et al., 2003). La forma
de las mamoesferas de esta linea celular es de racimo de uvas a diferencia de
otras lineas celulares como la linea celular MCF7 en que sus mamoesferas son

esféricas. Debido a que la proporcion de la poblacion CD44*/CD24"°""

disminuye
significativamente a partir de 10 uM se decidio utilizar esta concentracion para
probar su efecto en la formacion de mamoesferas. En las micrografias se observo
una disminucién de la frecuencia y tamafio de las mamoesferas en el
pretratamiento por 24 h de etopdsido comparado con el control (Figura 8A). Lo
anterior se confirmé con la cuantificacion de la frecuencia de mamoesferas
formadas por cada 100 células (Figura 8B) y del tamafio de estas (Figura 8C) en
las que se observo una disminucion estadisticamente significativa del tratamiento

con respecto del control en ambas cuantificaciones.
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Figura 8. Efecto del pretratamiento con etopdsido en la formacién de mamoesferas. A) Micrografias de
la formacion de mamoesferas previo tratamiento por 24 h con el control (DMSO 0.2%) o etopésido 10 uM. La
barra en las micrografias representa 100 um. Se realizaron 12 replicados para el control y 24 para el
tratamiento. B) Cuantificacion del nimero de mamoesferas para el control y el tratamiento con etopésido 10
MM por cada 100 células. Las barras representan + el error estandar de la misma. C) Cuantificacion del
tamafio de las mamoesferas del control y el tratamiento con etop6sido 10 uM. A ambas cuantificaciones se les
realizé la prueba t de Student con un 0.05 de significancia. ****P<0.0001.

8.5 Cuantificacion de muerte celular por citometria de flujo.

Para saber si el etopdsido causa muerte por necrosis y/o apoptosis con 10 uM de
etopdsido, concentracion minima en que hay una disminucién estadisticamente

4°%- Se realizé una tincion

significativa de la poblacién con fenotipo CD44'/CD2
con Annexina V-FITC (Life Technologies) y 7-aminoactinomicina (7-AAD; BD
Pharmigen). Las regiones del analisis de las células necréticas y apoptoticas se
seleccionaron a partir de la lectura de células sin tefiir (autofluorescencia, que es

la fluorescencia natural de las células). Como controles positivos en las tinciones
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para necrosis y apoptosis se realizaron tinciones a células tratadas con choque
térmico de 60 °C y camptotencina (Figura 9A). La cuantificacion arrojé que no hay
cambios estadisticamente significativos en la muerte celular por necrosis con
respecto al control de DMSO. Por otro lado, se observd un cambio
estadisticamente significativo en la muerte celular por apoptosis de las células
tratadas con etopésido con respecto al control, sin embargo la suma del
porcentaje de células que murieron por necrosis y apoptosis tanto en el control con
DMSO como en el tratamiento con etopdsido no supera el 10% del total de células

analizadas (Figura 9B).
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Figura 9. Cuantificacion de la muerte celular de las células MDA-MB-231 tras el tratamiento con
etoposido por citometria de flujo. A) Andlisis de las células necréticas y apoptéticas por citometria de flujo.
Experimento representativo de una n=3. B) Comparacién estadistica del porcentaje de células en apoptosis o0
necrosis entre el control con DMSO 0.02% vy el tratamiento con etopésido 10 uM. Se realizd una prueba de t
de Student con un 0.05 de significancia. *P<0.05. Las barras representan la media + el error estandar de la
misma n=3.

8.6 Sensibilizacién a agentes citotéxicos.
Finalmente otra caracteristica que poseen las células troncales tumorales de

cancer de mama es la resistencia a la quimio y radioterapia (Phillips et al., 2006; F.
Yu et al., 2007; Zielske et al., 2011). Para saber si el etoposido sensibiliza las
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células MDA-MB-231 ante agentes citotdxicos, se realiz6 una curva de viabilidad
con etoposido 10 uM y otra con el control (DMSO 0.02%), ambas junto con el
agente citotoxico CDDP en un rango de concentraciones entre 50 y 400 puM
(Figura 10A). El promedio de las concentraciones inhibitorias 50 (CI 50) de las
curvas de viabilidad tratadas con etoposido 10 uM y de las curvas de viabilidad
control tratadas con DMSO 0.02% se compararon estadisticamente y no se
encontré6 una disminucion en la viabilidad estadisticamente significativa del

tratamiento con respecto del control (Figura 10B).
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Figura 10. Sensibilizacién de las células MDA-MB-231 con etop6sido 10 pM hacia agentes citotéxicos.
A) Curva de viabilidad de células tratadas con etopésido 10 pM y CDDP (azul) y curva de viabilidad de células
tratadas con DMSO 0.02% y CDDP (rojo). B) Comparacion estadistica de los promedios de las IC 50 de
ambos tratamientos tratamientos. Se realizé la prueba t de Student con un 0.05 de significancia. Las barras
representan la media + el error estandar n=5.

IX. Discusion
En este trabajo se evalué en primer lugar el efecto del etopdsido sobre la

viabilidad de la linea celular MDA-MB-231. El resultado del ensayo demostré que
no hay cambios en la viabilidad celular ni a la concentracion mas alta utilizada
(200 uM) como ya se ha reportado anteriormente (Polotskaia et al., 2012; Zhou et
al., 2014). El mecanismo de accion del etopésido es la inhibicion de la
topoisomerasa Il (topo 1) (Fared, Mehwish, & Salmar, 2015).
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La resistencia de las células MDA-MB-231 a este compuesto se debe a que la
linea celular utilizada tiene la sustitucion de una guanina por una adenina en el
gen TP53 (O'Connor et al., 1997) lo que evita que p53 active la apoptosis
(Walerych, Napoli, Collavin, & Del Sal, 2012).

Para comprender la relacion que existe entre la topo Il y la mutacion de TP53 en la
resistencia al etoposido, es necesario comprender el mecanismo de accion de
esta enzima. La enzima topo Il se encarga de cortar el DNA para su enrollamiento
o desenrollamiento. El corte del DNA por topo Il se realiza mediante la formacién
temporal del complejo de corte integrado por topo Il, el DNA blanco y una cadena
de DNA a la que no se realizar4 ningan corte. La topo Il realiza el corte del DNA
blanco e intercala la cadena de DNA que no sufrird cortes, para evitar la religacion
del DNA blanco, y finalmente la topo Il desplaza la doble cadena de DNA que no

se corto y religa el DNA blanco (Valkov & Sullivan, 2003).

La inhibicion de topo Il por parte del etopdsido consiste en estabilizar el complejo
de corte, con lo que se evita la religacion del DNA. Como consecuencia de los
cortes hechos al DNA por topo Il, la proteina ataxia-telangectasia mutada (ATM)
(principal activador de la respuesta al dafio del DNA) se activa por la presencia del
complejo MRN. ElI complejo MRN identifica las rupturas en el DNA y esta
compuesto por la proteina de recombinacién meiotica 11 (MRE-11 por sus siglas
en ingles), Rad 50 y la proteina del sindrome Nijmegen de las rupturas (NBS1 por
sus siglas en ingles) (Yuan & Chen, 2010). Como consecuencia de la activaciéon
de la ATM se fosforila Chk2 (enzima central de la activacion del arresto celular y
de la apoptosis) que a su vez fosforila a p53, o directamente la ATM fosforila a
p53, el cual promueve la transcripcion de Bax, Noxa, Puma etc., los cuales

desencadenan la apoptosis (Fared et al., 2015; Valkov & Sullivan, 2003).

Debido a que TP53 estda mutado en la linea celular MDA-MB-231, como ya se
menciono anteriormente, el etopdésido no puede promover la apoptosis, lo que

lleva a la resistencia del efecto de este compuesto.
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La ausencia de efecto citotoxico correlaciona con la cuantificacion de muerte
celular por apoptosis mediante la tincion de la fosfatidilserina con Annexina V' y la
cuantificacion de necrosis por la intercalacion del 7-AAD en el DNA en la linea

celular MDA-MB-231 posterior al tratamiento con 10 uM de etopdsido.

En ese ensayo se demostré que el etopésido causa muerte celular por apoptosis
s6lo en un 2% de las células tratadas y no causa muerte por necrosis, por lo tanto
los efectos que se observan en otros ensayos de este trabajo no se asocian a un

efecto citotdxico por parte del etopésido.

El siguiente paso para dilucidar el efecto del etopésido en el fenotipo troncal fue el
estudio de la expresion de los marcadores de troncalidad CD44*/CD24"°""(Al-Hajj
et al., 2003). En las células MDA-MB-231 tratadas con etopdsido, la proporcion
CD44*/CD24"°"" disminuyé significativamente principalmente por el aumento en la
expresion del marcador CD24. En reportes previos la disminucion del fenotipo
CD44*/CD24"°"" se ha asociado al aumento de marcadores epiteliales como E-
cadherina, a la disminucion de marcadores mesenquimatosos como vimentina y
alfa actina de musculo liso (a-SMA por sus siglas en inglés) (Aguirre-Alvarado et
al., 2016; Christiansen & Rajasekaran, 2006; Singh & Settleman, 2010).

En el reporte de Aguirre et al. se observd que tras el tratamiento con etopdsido se
ven afectados genes relacionados con la TEM, ademas de la disminucion en la
capacidad migratoria por la reversion del fenotipo mesenquimatoso a epitelial de
las células MDA-MB-231 (Aguirre-Alvarado et al.,, 2016). Adicionalmente la
proteina CD24 se encuentra expresada en células epiteliales luminales de mama
(Jones et al., 2004; Shipitsin et al., 2007).

En reportes anteriores se ha demostrado que la induccion de la TEM en células de
mama transformadas les proporciona caracteristicas troncales (Mani et al., 2008;
Morel et al., 2008), esto hace suponer que la reversion parcial de la TEM que
presentaron las células MDA-MB-231 tratadas con etoposido se asocia a la

disminucién de sus caracteristicas de troncalidad.
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Un estudio realizado por Ginestier et al. demostré que la poblacion que expresa el
fenotipo CD44*/CD24""", asi como una alta actividad de la enzima ALDH, es la
responsable de la formacion de tumores cuando se realiza un inoculo en la
glandula mamaria de ratones NOD/SCID (ratones inmunodeficientes en linfocitos
T y B, y células NK) (Ginestier et al., 2007). Debido a esto también se realiz6 la
cuantificacion del ALDH tras la exposicion de las células MDA-MB-231 al
etopdsido. Se encontrd una ligera disminucion del porcentaje de células positivas

para ALDH, sin embargo esta disminucion no fue estadisticamente significativa.

Ginestier et al. encontraron que el porcentaje de células que poseen el fenotipo
CD44'/CD24"°""| ALDH* en muestras de cancer de mama es del 1.6% (Ginestier
et al., 2007). Para confirmar o rechazar que el etopdsido afecta la expresion de
estos marcadores que denotan troncalidad, es necesario realizar una triple tincion
para los marcadores CD44, CD24 y ALDH posterior a su tratamiento con
etopdsido. En caso de que la poblacion sea menor al 10% es recomendable
realizar una seleccién y separacion de células marcadas, para tener un nimero
grande de células y de esta manera poder apreciar el efecto del etopdsido en esa

poblacion.

A pesar de que estos marcadores pueden predecir si una poblacion tiene
caracteristicas troncales, la identificacion de una poblacién troncal se realiza
mediante ensayos de funcionalidad, como son la formacion de mamoesferas en
condiciones no adherentes, ensayos de exclusion de colorantes (Dontu et al.,
2003) vy, el estandar de oro, la formacibn de tumores en ratones
inmunocomprometidos (Clarke et al., 2006). En este trabajo se realiz6 el ensayo
de formacidon de mamoesferas después del tratamiento de las células con
etopdsido durante 24 h. En este ensayo se trataron las células unicamente con
10uM de etopdsido debido a que es la concentracidbn minima que se requirié para

4% Opservamos una

disminuir significativamente la poblacién CD44*/CD2
disminucion significativa tanto del tamafio como de la frecuencia de formacion de

mamoesferas.
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La disminucién en la frecuencia de la formacion de mamoesferas de las células
tratadas con etoposido con respecto de las tratadas con el control indica que hay
menos células troncales presentes en la linea celular de estudio pues las células
han perdido la capacidad de formar colonias (Dontu et al., 2003). Nuestros datos
sugieren que la disminucién del nimero de CTT se debe a la reversion de la TEM
y no a la muerte de las células troncales. Por otro lado la disminucion en el tamafio
de las mamoesferas podria deberse a que el etoposido disminuye la tasa de
replicacion de las células MDA-MB-231 mediante un mecanismo que es
desconocido, aunque no podemos descartar que esto se deba a las rupturas del
DNA creadas por la topo Il y el etopdsido.

Finalmente se decidi6 comprobar si el etopésido era capaz de sensibilizar a las
células MDA-MB-231 hacia compuestos citotéxicos como el CDDP. Sin embargo
no hubo una disminucion significativa de la Cl 50 de la curva de viabilidad que
tiene el etoposido y el CDDP con respecto de la curva control. El resultado
obtenido difiere del reportado por Aguirre et al. en el que si se presenta una
disminucion significativa de la Cl 50 del CDDP después del tratamiento con
etopdsido, lo que podria atribuirse a dispersiones altas de los datos, debidas
posiblemente a la metodologia utilizada, por lo que se sugiere realizar nuevos

experimentos para disminuir estas dispersiones (Aguirre-Alvarado et al., 2016).

El mecanismo de accién del CDDP se basa en la formacién de aductos
intracatenarios en el DNA (union entre bases de una cadena de DNA), mediante la
interaccion del CDDP con los sitios nucleofilicos N-7 de las bases puricas del
DNA. Estas lesiones en el DNA son reconocidas por aproximadamente 20

proteinas, las cuales desencadenan la muerte celular por apoptosis (Siddik, 2003).

Debido a que la muerte celular por CDDP esta mediada por apoptosis y tomando
en cuenta que la activacion de CD44 lleva a la expresion de Bcl2 (proteina
antiapoptoica) en la linea celular de cancer de mama MCF7 (Bourguignon et al.,
2009), se tenia como hipétesis que al bloquear el receptor CD44 en la linea celular
MDA-MB-231 con el etopésido disminuiria la expresiéon de Bcl2, lo que provocaria

una disminucion significativa de la Cl 50 de CDDP. Sin embargo los resultados
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sugieren que esta via de sefalizacion presente en la linea celular MCF7 no estéa
presente en la linea celular MDA-MB-231.

Otra posible explicacion de que la Cl 50 del CDDP no disminuyera podria estar en
el hecho de que la sobreexpresion de los transportadores de la superfamilia ABC
esta correlacionada con la troncalidad en células cancerosas (Dean, 2009), y una
de las principales causas de resistencia al CDDP es su exclusién por el
transportador MRP2 (miembro de la superfamilia de proteinas transportadoras
ABC) (Kool et al., 1997; Siddik, 2003). Y finalmente bajo el supuesto de que el
etopdsido solo afecta a la poblacion troncal de la linea celular MDA-MB-231 cuyo
tamafio probablemente es pequefio, no se logra apreciar la disminuciéon de la

sensibilizacion de estas células al CDDP cuando esta presente el etopésido.

El estudio realizado en el presente trabajo sobre el efecto del etopdsido en el
fenotipo troncal de la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231 sugiere que
este es un compuesto capaz de disminuir el fenotipo troncal. Sin embargo para
concluir definitivamente que el etopdsido disminuye la poblacibn de CTT es
necesario realizar la inyeccion de las células tratadas con etoposido en ratones
NOD/SCID y saber si este disminuye la capacidad de formar tumores en tal

modelo de estudio.

Finalmente, la presente investigacion reveld que el etopdsido posiblemente afecta
la troncalidad de células de cancer de mama y por consiguiente basandonos en
que el fenotipo troncal se asocia con la promocion del cancer de mama hacia
grados avanzados, resistencia a la quimio y radioterapia, e induccién de
metastasis, este compuesto tiene potencial para convertirse en un tratamiento
contra el cancer de mama aun a concentraciones a las que no induce

citotoxicidad.
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X.

Conclusiones
El etopdsido no es citotoxico para la linea celular de cancer de mama MDA-

MB-231.

4" principalmente por el

El etoposido disminuye el fenotipo CD44'/CD2
aumento de CD24 en la linea celular de estudio.
No se observé una disminucion de la poblacion celular que expresa ALDH.
El etopdsido disminuye la frecuencia y el tamafio de las mamoesferas de la
linea celular MDA-MB-231 a 10 uM de etopdsido.

El etoposido no es capaz de sensibilizar a la linea celular MDA-MB-231
para aumentar el efecto citotoxico del CDDP, sin embargo aun falta
demostrar si hay una sensibilizacion de poblacién troncal de esta linea
celular hacia el CDDP.

Los resultados previos y los presentados en este trabajo sugieren que el
etopdsido afecta el fenotipo troncal de la linea celular MDA-MB-231, debido
a su capacidad de inhibir a CD44.

Es necesario la realizacion de ensayos in vivo para confirmar que el
etopdsido afecta el fenotipo troncal de la linea celular MDA-MB-231.

El etopdsido es un candidato potencial para combinarse con otros farmacos

en el tratamiento del cancer de mama.
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