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1. RESUMEN

El cancer de mama triple negativo se caracteriza por la ausencia de los receptores a
estrdgeno, progesterona, y del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano. Este
tipo de tumores presentan un comportamiento clinico agresivo y un prondstico asociado a
metastasis temprana. El manejo clinico actualmente consiste Unicamente en cirugias y
guimioterapias sistémicas que son poco eficientes, por lo que es necesaria la caracterizacion
de marcadores celulares especificos involucrados en la progresion y metastasis de esta
enfermedad que puedan ser utilizados como blancos en terapias dirigidas. Con base en
estudios de expresion génica, se han sugerido diversas moléculas, entre ellas el receptor c-
Kit, que podrian ser utilizadas como marcadores de subtipos especificos de este tipo de

cancer abriendo la posibilidad hacia el uso de terapias dirigidas en este padecimiento.

Con la finalidad de entender el papel que juega c-Kit en procesos vinculados a la metastasis,
en este trabajo se evalud la expresion de este receptor por RT-PCR, western blot y citometria
de flujo, en las lineas celulares HCC1806, HCC1937, HCC70, MDA-MB-468 y DU4475
correspondientes a distintas etapas clinicas de cancer de mama triple negativo. Ademas, se
evalué mediante ensayos in vitro el efecto de la activacién de c-Kit por unién a su ligando el
factor de células troncales (SCF) en la proliferacion, migracién y crecimiento independiente

de anclaje.

Se demostré que cuatro de las cinco lineas presentan al receptor c-Kit en membrana celular,
aunque en las lineas celulares correspondientes a etapas clinicas tempranas se presenta en
una menor proporcion de la poblacién celular, comparado con las lineas de etapas mas
avanzadas. En los ensayos funcionales no pudimos determinar un cambio en la proliferacion
celular al estimular c-Kit con SCF en ninguna de las lineas celulares evaluadas. En lo
referente a la migracion celular, se observd una respuesta quimiotactica hacia SCF
Unicamente en las lineas HCC1806 y HCC1937 correspondientes a etapas clinicas
tempranas. La capacidad de formar colonias en agar suave incremento en las lineas celulares
HCC1806, HCC1937 y HCC70 (de una etapa clinica intermedia) de forma dosis dependiente
al SCF. Interesantemente en las lineas celulares correspondientes a etapas clinicas
avanzadas MDA-MB-468 y DU4475 no se observé un cambio en la migraciéon celular o la

formacioén de colonias al estimular las células con SCF.

Estos datos sugieren que c-Kit puede tener un papel importante en etapas tempranas de la
progresion de la enfermedad, lo que abre la posibilidad que, con base en estudios posteriores,
pueda catalogarse a este receptor como un blanco terapéutico en etapas tempranas de un

subtipo de cancer de mama triple negativo.



2. INTRODUCCION
2.1 Cancer de mama

El cancer de mama es actualmente la neoplasia que se desarrolla con mayor frecuencia en
mujeres alrededor del mundo. De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
un estimado de 1.67 millones de casos nuevos fueron diagnosticados en el 2012, lo que
corresponderia aproximadamente al 25% de todos los tipos de cancer diagnosticados en ese
afio (WHO, 2012). Por cada 100 000 mujeres en México, el cancer de mama tiene una
incidencia del 24.8%, una mortalidad del 14.2% y una prevalencia a 5 afios del 34.3%, siendo
con ello la neoplasia mas frecuente y con el mayor nimero de defunciones en la poblacion
femenina (INEGI, 2011; WHO, 2012).

El diagnostico tardio y el dificil acceso a los tratamientos son las principales causas que han
convertido a este tipo de cancer en un tema importante de salud nacional (Bhikoo, Srinivasa,
Yu, Moss, & Hill, 2011; Chavarri-Guerra et al., 2012). La mayoria de las defunciones
asociadas a este padecimiento ocurren debido al desarrollo de quimioresistencia y a
metastasis. Los mecanismos moleculares que guian estos procesos en la enfermedad auln
no se entienden bien, originando un reto en cuanto a mejores diagnésticos, tratamientos y

mejores manejos de la enfermedad (Goh et al., 2016).

El cancer de mama puede originarse en diversos tejidos de la glandula mamaria. Las mamas
estan formadas por tejido conjuntivo, adiposo, linfatico y epitelial; este Gltimo conforma a las
dos principales estructuras de la mama: los l6bulos y los ductos, que son los encargados de
producir y transportar la leche hacia el pezon (figura 1). En estas dos estructuras es donde
se desarrollan la mayoria de las neoplasias, mientras que son poco frecuentes aquellas

originadas de los demas tejidos de la mama (Instituto nacional de salud, NIH).

Un carcinoma in situ es la condicién en la que las células anormales se encuentran confinadas
a los ductos o a los l6bulos, el momento en el que las células han comenzado a dispersarse
de su lugar de origen hacia los tejidos cercanos, se denomina ya como carcinoma invasivo
(Figura 1). Estos carcinomas se clasifican histologicamente con base en la cuenta mitética,
el tamafo del tumor, el estado de los nédulos linfaticos regionales y la diseminacion del tumor

a sitios distantes metastasicos (Vuong, Simpson, Green, Cummings, & Lakhani, 2014).
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Figura 1. Anatomia del seno femenino y esquema de tejido sano y carcinoma ductal y lobular
(Modificado de la Guia de Cancer de Mama de la American Cancer Society).

Sumado a lo anterior, como consecuencia de los avances en biologia molecular, el
diagnéstico de la enfermedad se complementa con la deteccion de ciertos biomarcadores
tumorales. La presencia o ausencia de éstos pueden sugerir un estado clinico general del
paciente, o bien, determinar la efectividad de terapias especificas. Las alteraciones en la
estructura y expresion de ciertas hormonas o receptores a factores de crecimiento han sido
tomadas como importantes biomarcadores en el cadncer de mama. Con base en esto, el
cancer de mama se clasifica inmunohistoquimicamente dependiendo de la presencia,
ausencia o nivel de expresion de tres biomarcadores: el receptor alfa de estrégenos (ER), el
receptor beta de progesterona (PR) y el receptor 2 para el factor de crecimiento epidérmico
humano (HER2) (Previati et al., 2013).

El ER y el PR son miembros de la familia de receptores nucleares activados por hormonas
esteroideas (como el estradiol, el estrogeno y la progesterona) y estan involucrados en
procesos que incluyen la proliferacion celular, la angiogénesis y la invasion, entre otros
(Heldring et al., 2007). Los tumores positivos a ER y PR estan bien diferenciados, son poco
agresivos y tienen un mejor pronostico, ya que muestran una buena respuesta a terapias
hormonales (Calhoun & Collins, 2015).

Las terapias enddcrinas se dividen principalmente en dos grupos de acuerdo a las clases de
farmacos empleados: los “moduladores” selectivos que inhiben a receptores de estrégenos
(tamoxifeno, raloxifeno y toremifeno), y los inhibidores de aromatasas, que bloquean la
sintesis de estrégenos (exemestano, letrozol y anastrozol) (De Abreu, Schwartz, Wells, &
Tsongalis, 2014).



Por su parte, el receptor HER2 pertenece a una familia de receptores con actividad de cinasa
de tirosinas que incluye al receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), los cuales
también estan involucrados en funciones celulares como sobrevivencia y proliferacion
(Awada, Bozovic-Spasojevic, & Chow, 2012). En el cancer de mama HER2 positivo existe
una amplificacién del gen que ocasiona su sobreexpresion, ésta se presenta entre el 15y el
20% de los casos de cancer de mamay se asocia a un fenotipo méas agresivo que las formas
luminales (ER+/PR+). El tratamiento dirigido a este receptor se basa en el bloqueo de HER2
mediante anticuerpos monoclonales como trastuzumab (herceptin) y pertuzumab dirigidos a

la parte extracelular del receptor (Hernandez-Blanquisett et al., 2016).

A los patrones de expresion del receptor a estrégenos y el receptor a progesterona
(ER+/PR-, ER-/PR+) se suma el estado de expresiéon de HER2 (HER2+, HER2-), dando como
resultado tumores positivos a receptores de estrégenos con o sin la expresion de HER2
(ER+/PR+/ HER2+, ER+/PR+/ HER2-); tumores negativos a estrégenos y positivos a HER2
(ER-/PR-/ HER2+); y, por ultimo, tumores negativos a los tres marcadores (ER-/PR-/HER2-),
conociéndose estos Ultimos como el cancer de mama triple negativo (figura 2) (Rivenbark,
O’Connor, & Coleman, 2013).

Figura 2. Clasificacién inmunohistoquimica basada en la expresion de ER, PR y HER2. La histologia
de las células cancerosas se observa con la tincién de hematoxilina-eosina (H&E) en la fila superior.
Nétese en la columna extremo derecha el subtipo negativo a los tres marcadores celulares, es decir,
el cancer de mama triple negativo. Tomado de (Rivenbark et al., 2013).



Con el desarrollo de nuevas tecnologias como los microarreglos se comenzaron a identificar
distintos perfiles de expresion molecular de los tumores. Esta informacion permitié una mejor
caracterizacién biolégica para el entendimiento, clasificacién y estudio del cancer de mama.
Perou y colaboradores fueron los primeros en proponer una clasificacién molecular del cancer
de mama que actualmente se denomina PAM50 (Perou et al., 2000). Los subtipos
moleculares sugeridos con base en el andlisis de expresién génica se asocian con distintos
comportamientos clinicos, y a su vez, con un perfil de expresiéon ER/PR/HER2 (Taherian-
Fard, Srihari, & Ragan, 2014).

En el consenso actual de PAMS50 los grupos fundamentales del cancer de mama propuestos
son: 1) luminal A (ER+ PR+ HER2-) que muestra un prondstico excelente, 2) luminal B (ER+/-
PR+/- HER2+/-) con un prondstico intermedio, 3) HER+ (ER- PR- HER2+) con un prondstico
reservado, 4) tipo normal (ER-/+ HER2-) con un pronéstico intermedio, 5) bajo en claudina
(ER- PR- HERZ2-) con un prondstico malo, y 6) tipo basal (ER- PR- HER2-) con un pronéstico
malo, sugiriendo también que los tumores triple negativos son los que muestran el peor

pronéstico para esta enfermedad (Eroles, Bosch, Alejandro Pérez-Fidalgo, & Lluch, 2012).

La clasificacion molecular del cancer de mama identifica a sub-tipos biol6gicos
sustancialmente diferentes en la que los carcinomas luminales comparados con los de tipo
basal presentan etiologias distintas y por consecuencia se consideran enfermedades
totalmente diferentes. Debido a estas diferencias, es necesaria la estratificacion para el
desarrollo de estudios clinicos y preclinicos para identificar caracteristicas en la tumorigénesis
gue puedan ser usadas en la seleccion de terapias especificas contra cada subtipo biol6gico
de cancer de mama, en especial aquellos con el peor prondstico (Engebraaten, Vollan, &
Barresen-Dale, 2013).

2.2 Cancer de mama triple negativo

El subtipo de cancer de mama mas agresivo, con la tasa de mortalidad mas alta es el
denominado cancer de mama triple negativo (CMTN). Este sub-tipo de cancer muestra una
alta recurrencia, una sobrevivencia a la enfermedad muy corta y, ademas, un diagndéstico
emitido generalmente a temprana edad. Por definicion, los CMTN son aquellos que resultan
negativos a la expresion de ER, PR y HERZ2; sin embargo, los tumores agrupados bajo éste
término presentan una gran variedad de patrones histolégicos, manifiestan una alta

heterogeneidad clinica y patoldgica, asi como distintos perfiles mutacionales y de expresion



génica, lo que conlleva a distintas respuestas a las quimioterapias actuales aplicadas a este

subtipo de cancer de mama (B. D. Lehmann & Pietenpol, 2015).

El 80% de los CMTN muestran una morfologia de tipo basal y una alta expresién de
citoqueratinas 5, 6, 14, 17 (CK 5/6/14/17) y P-caderina, asi como una alta cuenta mitotica
(Arnes et al., 2005; Cheang et al., 2008; L. G. Fulford et al., 2006; Laura G Fulford et al., 2007;
Makretsov et al., 2004). También se han observado alteraciones en genes asociados con la
reparacion del DNA como TP53 (Turner et al., 2013) y BRCAL (Stefansson et al., 2011), asi
como en genes supresores de tumores como RB1. Otra de las caracteristicas a notar, es la
activacion de la via PI3K debida a la pérdida de reguladores negativos tales como algunas
fosfatasas (PTEN e INPP4B) y la presencia de mutaciones en moléculas sefializadoras de la
red de mTOR, ERK, AKT, RAS y NF-kB (Abramson, Lehmann, Ballinger, & Pietenpol, 2015;
Shapira, Lee, Vora, & Budman, 2013; Vogelstein & Kinzler, 2004; Yang, Polley, & Lipkowitz,
2016).

Los CMTN en conjunto corresponden a aproximadamente el 15% de todos los casos de
cancer de mama diagnosticados. Algunos estudios sugieren que la incidencia y prevalencia
en este tipo de cancer es incluso mayor en mujeres hispanas y afroamericanas, y
generalmente se presenta en mujeres jovenes de menos de 40 afios (Lara-Medina et al.,
2011; Vaca-Paniagua et al., 2015; Villarreal-Garza et al., 2015).

El manejo clinico de estos tumores incluye cirugia, técnicas de radioterapia y quimioterapias
sistémicas; ya que aln no existen terapias dirigidas disponibles (Becker, 2015). La
guimioterapia sistémica se basa principalmente en farmacos inductores de apoptosis como
las antraciclinas (doxorrubicina), o combinaciones como FEC (5-fluorouracilo, epirrubicina,
ciclofosfamida), EC (epirrubicina y ciclofosfamida), CMF (ciclofosfamida, metrotexato y 5-
fluorouracilo), DC (docetaxel y cepecitabina), GT (gemcitabina y paclitaxel), ixabepilona con
capecitabina y en algunos casos también carboplatinos (Anders, Zagar, & Carey, 2013; Telli
et al., 2015; Vollebergh et al., 2011).

Debido a la inespecificidad de la quimioterapia y a las complicaciones propias de la
enfermedad, los tumores triple negativos muestran un prondstico muy pobre asociado con
metéstasis temprana, que ocurre en promedio a los tres afios posteriores al diagndstico. La
metéstasis originada por los carcinomas mamarios suele presentarse en hueso, pulmon e
higado principalmente (Weigelt, Peterse, & van 't Veer, 2005). El que exista metastasis en
diferentes nichos depende de cambios en los perfiles de expresion, por ejemplo, la metastasis
en pulmén muestra especificamente una sobreexpresion de epiregulina, metaloproteasa de
matriz 1 (MMP1), ciclooxygenasa 2 (COX-2) y CXCL1; que no se observa en la metastasis

de hueso o higado (Minn et al., 2005; Ramaswamy, Ross, Lander, & Golub, 2003).



La metéastasis se origina cuando ciertas células del tumor primario adquieren capacidades
migratorias y cambian hacia un fenotipo invasivo con la capacidad de colonizar nuevos nichos
lejos del tumor primario (Chan et al., 2015; Hanahan & Weinberg, 2011). Para poder atravesar
por este proceso, las células necesitan un conjunto diferente de moléculas de adhesién, o
bien disminuir la cantidad de algunas proteinas, como la E-caderina (que se considera un
marcador epitelial) y algunas integrinas (Thiery, 2002); también puede existir una mayor
expresion del factor de crecimiento transformante beta (TGF-p), el cual es una citocina con
efectos en la proliferacion celular y la invasion (Blobe, Schiemann, & Lodish, 2000); y otras
como la osteopontina (OPN) que es una glicofosfoproteina que secretan diferentes tipos
celulares, entre ellas las células epiteliales de la mama, y que actia como una sefal
reguladora en la sobrevivencia celular de una manera tanto autécrina como paracrina, y en
el caso del cancer, puede actuar tanto en el tumor primario, asi como mostrar una influencia

en el desarrollo y mantenimiento de nichos metastasicos (McAllister et al., 2008).

La integracion del conocimiento generado por los estudios sobre estos marcadores de
pronostico, la generaciéon de nuevos modelos metastasicos, etc., han sugerido que los
carcinomas con un potencial metastasico pueden distinguirse de aquellos que muestran una
poca probabilidad de desarrollar metastasis con base en sus perfiles de expresion génica
(Weigelt et al., 2005).

En el caso especifico de los tumores de CMTN, a pesar de la extensa heterogeneidad
intrinseca que presentan, la identificacién de perfiles de expresion génicay sus caracteristicas
moleculares muestra un doble propdsito: establecer una completa sub-clasificacion biolégica
de los mismos y buscar el desarrollo de estrategias terapéuticas especificas para cada

subtipo (Engebraaten et al., 2013).

Actualmente existen dos clasificaciones basadas en perfiles de expresion génica que
determinan subtipos de CMTN. La primera, dada por Lehman y colegas (B. D. B. Lehmann et
al., 2011) divide a los CMTN en 6 subtipos: tipo basal 1 y 2 (BL1 y BL2), inmunomodulador
(IM), mesenquimal (M), mesenquimal tipo troncal (MSL), y el Gltimo subtipo como receptor de
andrégenos luminal (LAR). Sin embargo, una de las criticas que se le hace a esta clasificacion
es que los seis subtipos propuestos no pueden ser detectados cuando la subtipificacion se
limita a los tumores que solo presentan la informacion de inmunohistoquimica para
ER/PR/HERZ2. De igual manera, los tumores de subtipos tipo basal 1 y 2 no son facilmente
distinguibles cuando se usa la firma de genes dada por Lehmann en los agrupamientos

jerarquicos de los sets de datos publicos de CMTN (Carolina & Reserve, 2011).

La segunda y mas reciente clasificacién molecular de los CMTN se le atribuye a Burstein y

colegas, en la que se identifican cuatro subtipos de CMTN: 1) luminal AR (LAR), 2)



mesenquimal (MES), 3) tipo basal inmunosupresor (BLIS), y 4) tipo basal inmunoactivador
(BLIA) (Burstein et al., 2015).

Tanto en la clasificacion en subtipos de CMTN de Lehmann y Bauer como en la de Burstein
y colegas, existe una fuerte segregacioén basada en una firma referente a la activacion de
cascadas de sefializacion involucradas con la respuesta inmunoldgica. Este componente de
la alteracion de la respuesta inmune se ha tomado como un importante factor en la prediccion

del pronéstico clinico (Teschendorff, Miremadi, Pinder, Ellis, & Caldas, 2007).

Los cuatro subtipos de CMTN que proponen Burstein y colegas ademas de tener la firma de
expresion génica intrinseca a cada subgrupo, se caracterizan por tener un prondstico clinico
distinto. En concordancia con el parrafo anterior, un perfil de expresién génica en el que se
regule negativamente la respuesta inmune podria sugerir un fenotipo tumoral mas agresivo.
Ahora bien, dentro de los cuatro subtipos de tumores de CMTN, aquellos pertenecientes al
subgrupo tipo basal inmunosupresor (BLIS), son los que muestran el peor resultado clinico,
mostrando una sobrevida libre de enfermedad muy corta en comparaciéon con los otros

subtipos (Burstein et al., 2015).

Burstein y colegas también realizaron analisis de DNA que mostraron amplificaciones de
genes especificos en cada subtipo de tumores CMTN que proponen, lo que abre la posibilidad
de caracterizar la relevancia que tienen los genes sobreexpresados en la progresion de la
enfermedad, y de encontrar alguna asociacion podrian utilizarse como blancos terapéuticos
especificos a cada subtipo de tumores CMTN, ya que existen farmacos dirigidos hacia
algunos de los productos de estos genes. Especificamente en tumores del subtipo basal
inmuno-supresor (BLIS), que es el que presenta el pronéstico clinico mas pobre, los genes
sobreexpresados son: ELF5, HORMAD1, SOX10, SERPINB5, FOXC1, SOX8, TUBB2B,
VTCNL1, SOX6, KIT y FGFR2, los cuales pueden estar relacionados con la mala prognosis, la
recaida y el desarrollo de metastasis caracteristica de este subgrupo. KIT es de gran
relevancia para el presente estudio ya que existen farmacos dirigidos a inhibir la actividad de

la proteina para la que codifica este gen (Burstein et al., 2015).

El asignar blancos terapéuticos a los diferentes subtipos de tumores de triple negativos puede
ayudar al desarrollo de terapias mas eficientes, con una mayor cantidad de tratamientos
disponibles y a establecer criterios para la busqueda de nuevas opciones terapéuticas, todo
esto con el fin de aumentar la tasa de sobrevida libre de enfermedad de los pacientes y el
pronostico clinico en general (Bose, 2015; McDonald, Clark, Tchou, Zhang, & Freedman,
2016; Prat et al., 2015).



2.3 c-Kit

KIT es un receptor con actividad de cinasa de tirosina (RTK) de tipo Ill. También es conocido
como CD117. Los RTK’s de tipo lll incluyen al receptor del factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF), al receptor del factor estimulante de colonias de macrofagos (CSF-1) y al
receptor de la citocina Fl (FIt3). La clase Il de RTK’s se caracteriza por la presencia de 5
dominios tipo inmunoglobulina en la porcion extracelular y tienen un solo segmento
transmembranal y uno citoplasmico que contiene el dominio con actividad de cinasa de
tirosina (figura 3). Esta familia cuenta con una insercién de 70-100 aminoacidos cerca de la
mitad del dominio de cinasa. En el caso de c-Kit, esta interrupcion tiene una longitud de 80
aminoacidos (Johan Lennartsson & Ronnstrand, 2012a).

El gen se encuentra en el locus White Spotting del cromosoma 4q11-q12. Al transcrito lo
conforman 21 exones, y su transcripciéon esta regulada por medio de factores de transcripcion
y por miRNAs. La proteina inmadura de c-Kit tiene una longitud de 976 aa, y pesa
aproximadamente 110kDa, sin embargo, la proteina madura ya glicosilada pesa entre 145y
160 kDa (Igoucheva & Alexeev, 2009).

Existen descritas 4 isoformas de c-Kit debido al splicing alternativo (Lev, Blechman, Givol, &
Yarden, 1994). Dos isoformas difieren por la presencia o ausencia de una secuencia
tetrapeptidica (GNNK) en la regidon juxtamembranal extracelular. Las otras isoformas
corresponden a la ausencia o presencia de un residuo de serina en la regién de insercién del
dominio de cinasa de tirosina (Wypych et al., 1995). También existe una version trunca del
receptor (tr-Kit), esta forma contiene Unicamente la segunda parte del dominio de cinasay la
cola del extremo carboxilo terminal. Esta forma trunca no tiene actividad de cinasa, sin

embargo, puede actuar como una proteina de andamiaje (Rossi et al., 1992).

La activacion de c-Kit necesita de la dimerizacion por union a su ligando (figura 3). Su cinética
de activacion es rapida, los dimeros pueden detectarse minutos después de la adicién del
ligando, éste se une en el segundo y tercer dominio tipo inmunoglobulina, mientras que el
cuarto dominio juega un papel en la dimerizacién (Reber, Da Silva, & Frossard, 2006). La
sefializacién dada por la activacion de Kit es importante en la eritropoyesis, linfopoyesis, la
funcién y desarrollo de las células cebadas, la megacariopoyesis, la gametogénesis y la
melanogénesis. Variaciones en la transduccion de sefiales pueden originarse debido a
mutaciones de las que suelen ser blanco el dominio de cinasa y la region membranal cercana

al dominio de dimerizacién (Johan Lennartsson & Ronnstrand, 2012a).



Dominios _}
tipo Ig 1-5

Fosfato —>
(fosforilacion)

—~ - Dominio de -
Inserto =——» cinasa —
de tirosina

——— e =

Region —»
carboxiloterminal

Figura 3. Representacién esquemética de c-Kit, sus dominios estructurales y su dimerizacién por union
del ligando. En amarillo se observan la region intracelular con el dominio de cinasa de tirosina
separados por un inserto. La parte extracelular muestra los dominios tipo inmunoglobulina en donde
se une el dimero de su ligando (SCF) y que conlleva a la dimerizacion del receptor, a un cambio
conformacional en el mismo (2) y a su activacion por fosforilacion (3). Tomado de Johan Lennartsson
& Ronnstrand, 2012a.

El receptor c-kit se encuentra ampliamente distribuido en las células hematopoyéticas, células
germinales, mastocitos, células progenitoras linfopoyéticas y células del tracto digestivo. C-
Kit también se encuentra involucrado en el mantenimiento de la vasculatura cardiaca y en la
integridad del tejido pulmonar. Ademas, este receptor también se ha encontrado en células

epiteliales del seno y en neuronas pequefas (Liang et al., 2013).

2.4 Factor de células troncales (SCF)

El factor de células troncales (SCF) también se conoce como steel factor o ligando de KIT.
Se encuentra codificado en el cromosoma 12 y lo conforman nueve exones. Es un factor de
crecimiento que presenta una isoforma soluble de 31 kDa y otra unida a la membrana celular
de 45 kDa. La expresion de las isoformas se encuentra regulada a nivel de mRNA y a nivel
proteico (figura 4) (Johan Lennartsson & Ronnstrand, 2012b).

10



El transcrito contiene la informacion para un dominio extracelular, uno transmembranal y una
region intracelular. Ambas isoformas difieren en el exén 6, la isoforma que carece de este
exén permanece unida ala membrana, ya que la metaloproteinasa 9 (MM9) corta a la proteina
en esta region haciéndola soluble (figura 4). Las dos isoformas se unen a c-Kit y pueden
desencadenar diferentes cascadas de sefalizacion, o bien ser esta transduccion de sefial

cuantitativa y cualitativamente distinta (Liang et al., 2013).

La expresion del SCF es inducida principalmente por HIF en respuesta a estimulos como la
hipoxia, la radiacion por luz UVB, entre otros (Han et al., 2008). El factor se expresa en
fibroblastos y células endoteliales a través de todo el cuerpo, y su concentracion basal en
suero humano es 3.3 ng/ml (Langley et al., 1993). Este factor de crecimiento promueve la
proliferaciéon, la migracion, la sobrevivencia y la diferenciacion de progenitores

hematopoyéticos, melanocitos y células germinales.

Nucleo

YYVVVV

k

5 3 mRNA
Empalme
& alternativo %
§RIEETsT 7 1 3 5’ 3
SCF?’ mRNA SCF?%¥ mRNA
SCF165
mSCF eSCF
(unido a membrana) (solubls)
-qProtedlisis
por MM9
' Membrana
citoplasmatica
SCF*® SCp2e

Figura 4. Representacion esquematica del factor de células troncales (SCF), sus isoformas soluble y
unida a membrana; y su regulacion a nivel de empalme alternativo y protedlisis postraduccional. En el
exdn 6 se encuentra un sitio de protedlisis que genera la isoforma soluble por medio de la MM9. La
proteina monomérica necesita dimerizarse (en ambas isoformas) para unirse al receptor c-Kit.
Modificado de (Johan Lennartsson & Rénnstrand, 2012a; Reber et al., 2006).
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2.5 Transduccion de sefiales de c-kit

Como ya se mencion0 anteriormente, la activacion de c-Kit regula funciones celulares como
la proliferacion, la supervivencia y la migracion celular, principalmente implicadas en procesos
de diferenciacion celular como la eritropoyesis, linfopoyesis, megacariopoyesis,
gametogénesis, melanogénesis, e incluso en el mantenimiento del musculo cardiaco. Estas
caracteristicas celulares se encuentran reguladas por las vias de sefalizacion de PI3K/Akt,
MAPK, JAK/STAT, PLCy, con proteinas de la familia de Src y con algunas otras cascadas
relacionadas con proteinas con dominios SH2 como la proteina adaptadora Grb7 (figura 5) (J
Lennartsson et al.,, 1999; Samayawardhena, Hu, Stein, & Craig, 2006; Sun, Pedersen, &
Ronnstrand, 2008; Timokhina, Kissel, Stella, & Besmer, 1998; Trieselmann, Soboloff, &
Berger, 2003).

RTK-KIT & ; Extracelular

NG
- @/-

: Sobrevivencia
‘ l Proliferacion

|
|
—> | Angiogénesis |
|

A A A I

I Migracion/invasion

Figura 5. Vias de sefializacién activadas por c-Kit. Tomado de (Roberts & Govender, 2015).
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Entre las diversas vias de sefalizacion que pueden activarse por c-Kit, RAS/ERK tiene un
papel directo en la proliferacién celular, la angiogénesis, la migracion celular y la invasion,
siguiendo en orden la activacion de las moléculas sefalizadoras RAS, RAF, Mekl/Mek2 y
ERK1/ERK2 (T. Yasuda & Kurosaki, 2008).

Al activar el eje PI3K/Akt, c-Kit promueve la sobrevivencia celular, la evasion de la apoptosis,
la angiogénesis, y promueve la tumorigenesis, a través de la activacion de Ikk por Akt y la
posterior activacion de NFkB. En el caso de la fosfolipasa ¢ gamma, por medio de la accion
del diacilglicerol y del inositol 1,4,5-trifosfato, c-Kit promueve también la proliferacion y
sobrevivencia celular (Takahashi & Shibuya, 1997).

Cuando c-Kit interactlia con otras enzimas citoplasmaticas como JAK, ésta activa a factores
de transcripcion STAT, los cuales se dimerizan después de una fosforilacion y viajan al nicleo
donde promueven la proliferacién y diferenciacion celular, asi como la evasién de la
apoptosis. Por ultimo, las cinasas Scr, bajo la activacion de c-Kit, muestran una compleja
interaccion con las vias de RAS/ERK, PI3K/Akt y PLCy, lo que se traduce en una respuesta
celular proliferativa y de angiogénesis (Silva, 2004).

2.6 c-Kit en cancer

Las cinasas de proteinas son enzimas que tienen un papel regulatorio clave en practicamente
todos los aspectos de la biologia celular. Estas proteinas pueden regular la apoptosis, la
progresion del ciclo celular y la proliferacion, el rearreglo del citoesqueleto, la diferenciacion,
el desarrollo, la respuesta inmune, la movilidad, la transcripcion y algunas funciones del
sistema nervioso (Roskoski, 2005). El que estén involucradas en todos estos procesos,
significa que deben de tener una estrecha regulacion ya que una actividad aberrante de estas
enzimas puede verse involucrada en diversas enfermedades como el cancer, la diabetes,
enfermedades autoinmunes, cardiovasculares, etc. Es por ello que el campo de estudio de
estas proteinas es muy importante, haciendo que estas enzimas sean atractivos blancos

terapéuticos para el desarrollo de farmacos (Cohen, 2002).

En un contexto patoldgico, se han descrito mutaciones en el gen de c-Kit. Aquéllas con una
pérdida de funcién se han asociado a patologias como el piebaldismo, en donde se producen
zonas sin pigmentacion debido a la ausencia de melanocitos (Spritz, Holmes, lItin, & and
Kuster, 1993). Por el contrario, mutaciones con ganancia de funcién se han descrito en
diversas neoplasias: en tumores estromales gastrointestinales (GISTS), se han descrito estas

mutaciones en el 80% de los casos (Hemmings & Yip, 2014); en el carcinoma de células
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pequefias de pulmén (SCLC) se ha observado una sobreexpresion del receptor en el 70% de
los pacientes con esta patologia, en la que ademas se ha observado una activacion paracrina
de c-Kit (Suyama & Ariyoshi, 1991); en la mastocitosis sistémica (acumulacién y sobre
activacion de células cebadas y sus precursores) las mutaciones se presentan en el 90% de
los casos, mientras que en la leucemia mieloide aguda (AML) se han descrito en el 85%
(Sangle & Perkins, 2011). También en aproximadamente 20-25% de los melanomas
(Woodman & Davies, 2010) y de los seminomas (tumores de las lineas germinales
testiculares), se observa una desregulacion asociada a c-Kit (Oosterhuis & Looijenga, 2005).
Algunas de estas mutaciones en KIT han sido identificadas como factores de un pronostico
pobre, en los que se asocia una sobrevivencia disminuida comparada con los casos negativos
a c-Kit en GISTs, melanomas y AML. En adicion, se ha observado una inmunorreactividad en
muchas neoplasias malignas como carcinomas cisticos adenoideos, carcinomas de células
renales, etc. (Went et al., 2004).

En cancer de mama, los reportes de expresion de c-Kit varian desde una alta expresion hasta
la pérdida de la misma (Talaiezadeh, Jazayeri, & Nateghi, 2012; Ulivi et al., 2004). Sin
embargo, muchos de estos estudios han sido realizados sin tomar en cuenta la alta
heterogeneidad intrinseca del cancer de mama. Siendo que la sub-clasificacién es de suma
importancia para este tipo de estudios debido a la etiologia y prondstico clinico tan diverso
gue presentan los diferentes subtipos de cancer de mama. Aun asi, la prevalencia de la
expresion del receptor se ha visto que es mayor en los tumores que muestran caracteristicas
de tipo basal y también en los clasificados como triple negativo, por lo que el receptor c-Kit
prevalece como un importante candidato como marcador tumoral para algunos subtipos de
cancer de mama (figura 6) (Jansson et al., 2014a; Kashiwagi et al., 2013; Vennapusa, Oman,
Parasher, & Cerilli, 2010).

Figura 6. Expresion de c-Kit en cancer de mama. Tincion Inmunohistoquimica. Carcinoma adenoide
quistico (izquierda) y Adenocarcinoma polimorfo (derecha). Modificado de (Reyes, Jorda, & Gomez-
Fernandez, 2013).
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Como se mencioné anteriormente y debido a la alta prevalencia de la desregulacion de este
receptor y otros RTKs en diversas neoplasias, se han desarrollado inhibidores selectivos de
la actividad de cinasa de tirosina. Muchos de estos farmacos se encuentran en pruebas o
incluso ya se usan en la practica clinica. Entre los inhibidores de este tipo de receptores se
encuentran moléculas pequefias que compiten con el ATP por el sitio activo del receptor, uno
de estos farmacos es el Imatinib, el cual se usa para tratar ciertos tipos de leucemias y GISTs.
Otros inhibidores de RTKs son: Dasatinib, Nilotinib, Bosutinib, Ponatinib, Erlotinib, Lapatinib,
Sorafenib, Sunitinib, Regorafenib, Crizotinib, entre otros (Matthews & Gerritsen, 2015; Szatek
et al., 2014).
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3. JUSTIFICACION

El cancer de mama triple negativo es un problema de salud tanto a nivel mundial como en la
poblacién mexicana que se presenta principalmente en mujeres jévenes. La Unica terapia
disponible actualmente para este padecimiento es a base de quimioterapia, la cual muestra
reacciones adversas importantes, ademas de que no es efectiva en un alto porcentaje de
casos, debido a la generacion de resistencia. Por ello es necesario caracterizar marcadores
moleculares involucrados en la progresion y metastasis de esta enfermedad que puedan ser

considerados como blancos para terapias dirigidas.

El receptor c-Kit se ha asociado a la migracion, proliferacién y sobrevivencia de diversos
linajes celulares, se ha visto involucrado en diversas patologias entre ellas algunas leucemias,
tumores gastrointestinales y otros tipos de cancer, y, ademas existen actualmente terapias
dirigidas hacia los RTKs, incluyendo a c-Kit, en dichas patologias. Sin embargo, el papel que
juega este receptor en cancer de mama, en especifico, en subtipos de triple negativo ain se
desconoce. Debido a que se ha detectado la alta expresion de c-Kit en un subtipo particular
de cancer de mama triple negativo con peor pronostico; es importante estudiar el papel que

juega este receptor en los mecanismos que llevan a la metastasis.

Es por ello que el presente trabajo se plantea estudiar la expresion de c-Kit en lineas celulares
de cancer de mama triple negativo, determinar si su activacién participa en procesos
involucrados con el desarrollo de metastasis, y si su inhibicion con farmacos dirigidos puede

reducir el potencial metastasico de dichas células.
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4. HIPOTESIS

La presencia del receptor c-Kit y su activacion por unién a su ligando incrementara de manera
diferencial las respuestas celulares de proliferacion, migracion y crecimiento independiente
de anclaje en las diferentes lineas celulares de cancer de mama triple negativo.

5. OBJETIVO GENERAL

Determinar in-vitro el efecto de la estimulacion de c-Kit con su ligando SCF en procesos
celulares asociados al desarrollo de metastasis en células de carcinoma mamario triple

negativo.

5.1 Objetivos particulares

» Evaluar la presencia del receptor c-Kit en las lineas celulares de cancer de mama
triple negativo DU4475, MDA-MB-468, HCC70, HCC1937 Y HCC1806 por RT-PCR,
western blot y citometria de flujo.

» Determinar si existen cambios en la viabilidad celular como consecuencia de la
administracion de concentraciones crecientes de SCF.

» Estudiar el efecto de la adicion de concentraciones crecientes del ligando del receptor
c-Kit en la migracion de células de cancer de mama triple negativo.

» Analizar si existen cambios en el crecimiento independiente de anclaje de células de

cancer de mama triple negativo al adicionar el ligando del receptor c-Kit.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Lineas celulares

En este trabajo se utilizaron las lineas celulares DU4475 (ATCC® HTB-123™), MDA-MB-468
(ATCC® HTB-132™), HCC70 (ATCC® CRL-2315™), HCC1937 (ATCC® CRL-2336™) y
HCC1806 (ATCC® CRL-2335™). Estas cinco lineas celulares se encuentran catalogadas en
el panel 1 de cancer de mama triple negativo con morfologia tipo basal (ATCC® TCP-1001™)
y fueron adquiridas de la American Type Culture Collection (ATCC®).

Estas lineas celulares son representativas de distintas etapas del cancer de mama. Las lineas
DU4475 y MDA-MB-468 son derivadas de sitios metastasicos y las tres lineas celulares
restantes pertenecen a tumores primarios en la glandula mamaria. La linea HCC70
corresponde a una etapa lllIA, grado 3; HCC1937 pertenece a una etapa lIB, grado 2; y, por
altimo, HCC1806 pertenece a una etapa 1IB, grado 2. Las lineas celulares muestran un
crecimiento in vitro de caracteristicas adherentes, a excepcién de la linea DU4475, la cual

crece en agregados multicelulares en suspension (tabla 1).

Propiedades

Linea Es'ta_dlo Histologia Tejl_do de de Medl9 de Micrografia
celular clinico origen o cultivo 10x
crecimiento
Carcinoma
IIB — grado 2 : 3
HCC1806  Etapa decelulas — puojial  Adherente el ek
escamosas SFB
temprana "
acantolitico
[IB —grado 3 Carci RPMI 10%
HCC1937 Etapa arcinoma e itelial - Adherente SFB
ductal
temprana
I?I:IA ~orade Carcinoma RPMI 10%
HCC70 Epitelial Adherente SFB
Etapa ductal
intermedia
. RPMI 10%
MDA-MB- . . Carcinoma o
468 Metastasis ductal Epitelial Adherente SFB
Carcinoma Suspension, RPMI 10%
DU4475 Metastasis ductal Epitelial agregados SFB

multicelulares

Tabla 1. Lineas celulares de cancer de mama triple negativo utilizadas en este trabajo y sus principales

caracteristicas.
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6.1.1 Cultivo celular

En todas las lineas celulares se utiliz6 medio de crecimiento completo RPMI-1640 (Invitro)
suplementado con suero fetal bovino inactivado (SFB) al 10% (GIBCO), y 1% de antibiéticos
(10.000 unidades/ml de penicilina, 10 mg/ml de estreptomicina y 25 pg/ml de antimicotico
anfotericina B Fungizone®, GIBCO). El medio de cultivo se renové cada 2 o 3 dias. Todos los
cultivos fueron mantenidos a 37°C con una atmosfera al 5% de CO.. Para los experimentos

se utilizaron cultivos al 80% de confluencia.

Para resembrar las lineas celulares MDA-MB-468, HCC70 y HCC1937 y HCC1806 se retird
el medio de cultivo y se realizaron dos lavados con PBS estéril (NaCl 137mM, KCI 2.7 mM,
Na;HPO4 10 mM y KH,PO4 2 mM, pH 7.4) y se incubaron 5 minutos con solucion de verseno
estéril (EDTA 1mM, NaCl 0.17 mM, KCI 3 mM, NazHPO, 10 mM, pH 7.7) a 37°C 5%CO.. Para
HCC70 se utilizé Tripsina (0.25%, GIBCO). Seguido se centrifugd a 6000 rpm por 5 minutos
y se deseché el sobrenadante, se afiadié medio fresco y se resembr6 a una proporcion de
1:4. Para realizar subcultivos de la linea DU4475, se centrifug6 a 3000 rpm durante 5 minutos,

se desechd el sobrenadante y se afiadié medio fresco resembrando a una proporcion de 1:4.

6.2 Expresion del receptor c-Kit

6.2.1 Anédlisis de la presencia de mRNA de c-Kit por RT-PCR

Extraccion y cuantificaciéon de RNA. Se extrajo el RNA total de las células con ayuda del
kit RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen). En breve, se realizaron 3 lavados con PBS y se lis6 con
600 ul del buffer RLT. Se recuper6 el lisado con ayuda de un raspador de células de pléstico.
El lisado celular se homogeniz6 con una jeringa estéril con una aguja de 0.9mm de diametro.
Enseguida se transfirid el lisado a una columna azul QlAshredder y se centrifugdé 2 minutos
(13400 rpm) para eliminar el DNA cromosomico, el efluente se recuperd y se le afiadieron

600 pl de etanol al 70%, mezclando por pipeteo.

La mezcla se transfirid a una columna RNeasy y se centrifugod por 15 segundos a 10000 rpm,
desechando el efluente. Se realizé un lavado con 700 pl de buffer RW1, posteriormente dos
lavados con 500 pul del buffer RPE y se centrifug6 adicionalmente durante un minuto a 10000

rpm para eliminar residuos de etanol. Finalmente, se obtuvo el RNA afadiendo a la columna
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40 pl de agua libre de RNasas, centrifugando 1 minuto a 10000 rpm. La cuantificacion de la

concentracion (ng/ul) de RNA se realiz6 en el equipo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).

RT-PCR. Esta reaccién se realizé con el kit SuperScript One-Step RT-PCR Platinum Taq
(Qiagen). La reaccion se realizd en un volumen final de 50 pl (10 ul de buffer 5x Qiagen, 2 pl
de dNTPs, 0.6 uM oligonucleétidos, 2 pl mix de enzimas Qiagen OneStep RT-PCR y 50 ng
de RNA por muestra).

Para la deteccibn del mensajero de c-Kit se utilizaron los oligonucleétidos
5GTTGAGGCAACTGCTTATGG3’ como Forward y el 5’GCTTCTGCATGATCTTCCTG3
como Reverse (Ulivi et al., 2004). Estos oligonucle6tidos amplifican un fragmento de 289pb
del gen de c-Kit correspondientes a los nucleétidos 1897-2186 del mRNA. Las condiciones
para la PCR fueron las siguientes: retro transcripcion 30 minutos a 50°C, activacion inicial a
95°C por 15 minutos, 40 ciclos (desnaturalizacion 94°C por 1 minuto, alineamiento 58°C por
1.5 minutos y extension 72°C por 1 minuto); y una extension final a 72°C por 10 minutos.

Como control de expresion se utilizé un set de primers para B-globina que amplifica una region
de 268 pb (Saiki et al, 1988). Se utiliz6 el primer GH20 como Forward
5’ GAAGAGCCAAGGACAGGTACY y el primer PCO04 como Reverse
5 CAACTTCATCCACGTTCACCZ'. El programa para la RT-PCR fue el siguiente: retro
transcripcién 30 minutos a 50°C, activacion inicial a 95°C por 15 minutos, 30 ciclos
(desnaturalizacién 94°C por 1 minuto, alineamiento 55°C por 2 minutos y extension 72°C por

1 minuto); y una extension final a 72°C por 10 minutos.

Electroforesis en Agarosa. Para analizar los productos de la reaccion, se realiz6 una
electroforesis en gel de agarosa al 2% (0.6 g de Agarosa, aforar a 30 mL con buffer SB (1 L:
acido borico 2.25 g, NaOH 0.4 g, pH 8.5 (Brody & Kern, 2004)) con alicuotas de 3 ul de cada
muestra. El gel se tifid con bromuro de etidio (0.5 pg/mL del gel) y se visualiz6 en un
transiluminador de luz UV. Se utilizd la escalera de DNA de 100 bp de Invitrogen para

determinar el tamafio de los fragmentos obtenidos en la reaccion de RT-PCR.

6.2.2 Anédlisis de la presencia de c-Kit por Western blot

Extraccion y cuantificacion de la proteina. Se realizé la extraccion de proteinas con buffer
de lisis RIPA (Tris 50 mM pH 8, NaCl 150 mM, 1% NP-40, 0.5% deoxicolato de sodio, 1%
SDS) suplementado con inhibidores de proteasas (Complete Mini Protease Inhibitor Cocktall

Tablets, Roche) y de fosfatasas (Phosphatase Inhibitor Cocktail 2, Sigma Aldrich). Se incubé
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durante 20 minutos en hielo con agitacion constante. El lisado se centrifugd 3 minutos a 13400
rom y se recuperd el sobrenadante. La proteina se almacend a -20°C para su posterior
analisis. La concentracién de proteinas (ug/pl) se cuantificé por el método de Lowry
modificado (kit DC Protein Assay (BIO-RAD™)), se utiliz6 albimina sérica bovina como

estandar para hacer la curva patron.

Electroforesis y Western Blot. Para analizar la expresion de las proteinas de interés, se
cargaron 30 ug de proteina total con buffer de carga (Tris 60mM pH 6.8, 10.5% glicerol, 10%
SDS, 0.05% azul de bromofenol y 5% B-mercaptoetanol) en un gel de SDS-poliacrilamida al
6%. La electroforesis se realiz6 a 110V durante 1.5 horas. Posteriormente, se realizd la
transferencia a una membrana de PVDF (Millipore™) a 250mA por una 1 hora. En seguida,
la membrana se bloqued a temperatura ambiente durante 2 horas y en agitacion constante
con buffer de bloqueo (leche sin grasa al 5% en TBS-T (1L: 2.4 g Trizma HCI, 8 g NaCIl. 1 mL
tween20, pH 7.6).

La membrana se incubd con los anticuerpos primarios de interés toda la noche a 4°C con
agitacion constante, en buffer de bloqueo. Los anticuerpos secundarios se incubaron 2 horas
a temperatura ambiente en buffer de bloqueo con agitaciéon constante. En su caso, las
condiciones de incubacién con estreptavidina fueron las mismas que los anticuerpos

secundarios. Posterior a cada incubacién se realizaron 3 lavados de 10 minutos con TBS-T.

Los anticuerpos utilizados fueron los siguientes: para c-Kit (Ab81 Mouse mAb #3308,
CellSignalling) 1:1000. Secundario Biotinilado (Dako) 1:2000 vy posteriormente
Estreptavidina/HRP 1:3000. Para GAPDH, que se incluyé como un control de carga, se utilizé
el anticuerpo Rb-GTX-100118, 1:30000, secundario anti-Rb IgG/HRP (sc-2004, 1:20000).
Las bandas se detectaron por quimioluminiscencia con Inmobilon Western Chemiluminescent
HRP Substrate (Millipore).

6.2.3 Andlisis de la presencia de c-Kit por citometria de flujo

Las células se lavaron dos veces con PBS y se recolectaron 1x10° células. Enseguida se
fijaron (PBS, 0.1% Azida de sodio, 1% paraformaldehido) durante 15 minutos en hielo.
Posteriormente, las células se lavaron dos veces con buffer de tincién (PBS, 0.1% azida de
sodio, 0.5% BSA). Se afiadieron 90 ul de buffer de tincién para resuspender las células y se

agrego el anticuerpo para c-Kit acoplado a ficoeritrina (RD Systems FAB332P).
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Las muestras se incubaron 1 hora a temperatura ambiente en oscuridad. Se realizaron dos
lavados mas y se resuspendié en 500 ul de buffer de tincidn. Las muestras se colocaron en
hielo y oscuridad hasta su lectura. Como control negativo se utilizaron células con el mismo
tratamiento sin la tincién (sin anticuerpo hacia c-Kit). Se utilizé el citometro de flujo FACS
Calibur BD, Biosciences. El programa utilizado para analizar los datos fue BD FacStation. El
porcentaje de células positivas a c-Kit se determind con base en el nUmero de eventos
positivos de la muestra menos los eventos positivos del control negativo y se dividié entre el

total de eventos por lectura del citémetro (10000 eventos).

6.3 Ensayos de viabilidad celular

Ensayo de MTT. Este ensayo se basa en la reduccion del tetrazolio MTT (bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazol) a cristales de formazan por la succinato-deshidrogenasa.
En condiciones Optimas de cultivo, la cantidad de formazan producido es directamente

proporcional al nimero de células viables.

En breve, se sembraron 5000 células por pozo en placas de 96 pozos con un volumen final
de medio completo de 200 pl. Las células fueron estimuladas con diferentes concentraciones
de SCF (0, 1, 5, 10, 25, 50 y 100 ng/ml, Preprotech) y se incubaron por 24, 48, 72 y 96 horas.
Una vez cumplido el tiempo de incubacién, se retiré el medio del pozo, posteriormente se
afiadieron 100 ul de medio fresco a cada pozo y 50 pl de solucién de MTT (2.4mM en PBS).
Se incubé a 37°C 5% CO; por 2 horas. Pasado el tiempo, se retir6 el medio y se
resuspendieron los cristales de formazan en 150 pl de isopropanol. Se midié la absorbancia

del compuesto a 570nm en el espectofotdmetro BioTek ELx800.

Para la linea DU4475, se resuspendieron las células en cada pozo y se traspasaron a tubos
de microcentrifuga de 1.5 ml, se centrifugd 5 minutos a 3 000 rpm, se descarté el
sobrenadante. Posteriormente se afiadieron 100 pl de medio fresco a cada tubo y 50 pul de
solucion de MTT (2.4mM en PBS), se resuspendid. Se incubo a 37°C 5% CO; por 2 horas.
Una vez completada la incubacién se centrifugd por 3 minutos a 6 000 rpm y se desecho el
sobrenadante. Se resuspendié con 150 pl de isopropanol, enseguida se centrifugd de nuevo
3 minutos a 6 000 rpm y el sobrenadante se traspaso a placas de 96 pozos en donde se midié

la absorbancia del compuesto a 570nm en el espectofotometro BioTek ELx800.

Los porcentajes de células viables se obtuvieron normalizando al 100% el promedio de las

lecturas de absorbancia de las células sin SCF (Control) y se evalud la significancia
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estadistica de esta con las lecturas obtenidas en las muestras evaluadas para cada tiempo

en cada linea celular.

6.4 Analisis de la migracién celular en respuesta al ligando de c-Kit

La migracion celular utilizando como quimioatrayente el ligando de c-kit, SCF, se midi6 con
el kit QCM™ 24 Well Colorimetric Cell Migration Assay (Millipore), basado en el principio de
Boyden, en el que las células en ayuno deben atravesar una membrana porosa hacia un
compartimiento con una concentracion definida del quimioatrayente a evaluar. Los insertos
utilizados contenian una membrana de PET con poros de 8 um de diametro (BD FAIcon™) y
se colocaron en placas de 24 pozos. Para el ensayo, se utilizé un cultivo celular el cual se

mantuvo en ayuno durante 4 horas (Medio sin SFB).

Las células se lavaron 1 vez con solucion quelante (50 ml: 2.5 g albimina sérica bovina, 12.32
mg MgSOa-7H20, medio RPMI-1640 sin SFB) y se resuspendieron en RPMI sin SFB a una
concentracion de 1x10° células/ml. En la camara de Boyden, en el inserto se sembraron
300000 células. En la parte inferior de la camara se afiadieron 500 pl de medio con la
concentracion deseada del quimioatrayente. Se utilizé6 SCF a concentraciones de 1, 10 y 100
ng/ml; como control negativo a la migracion se utilizé6 medio sin suero ni SCF, y, como control
positivo de migracion se utiliz6 medio suplementado con 10% de SFB. La placa se incubé a
37°C 5% CO, durante 24 horas.

Para evaluar la migracién celular, se agregé a un pozo nuevo 400 pl de colorante Cell Stein
del kit y se incubd 20 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se limpié la parte
interna del inserto que contenia a las células no migratorias con un hisopo de algodén,
retirando a su vez el exceso de colorante con agua destilada. El inserto se colocé en un pozo
nuevo con 200 ul del buffer de extraccion del Kit y se incubé 15 minutos a temperatura
ambiente. Finalmente se tomaron 100 ul y se midio la absorbancia a 570nm. Los porcentajes
de migracién se obtuvieron normalizando al 100% el promedio de las lecturas de absorbancia
de las células sin SCF ni SFB (Control negativo a migracion) y se evalué la significancia
estadistica de esta con las lecturas obtenidas en las muestras evaluadas para cada condicion

en cada linea celular.
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6.5 Ensayos de crecimiento independiente de anclaje

Para monitorear el crecimiento independiente de anclaje y transformacion celular, se utilizé
el kit CytoSelect™ 96-Well Cell Transformation Assay (CBA-135, Cell Biolabs, Inc.) basado
en la formacién de colonias en agar suave. En este ensayo las células crecen aisladas en un
medio semisoélido adverso, en el que para sobrevivir y formar colonias, las células deben
mostrar un fenotipo transformante, el cual esta asociado con la agresividad de las células
tumorales (Mori et al., 2009). El procedimiento se realizd de acuerdo a las condiciones del
fabricante.

En breve, en placas de 96 pozos, se colocd una capa base de agar, sobre la que se afiadieron
5000 células en una suspension de medio completo con la matriz de agar. Enseguida se
afiadié medio de cultivo con SCF a concentraciones de 1, 10 y 100 ng/ml, ademas de un pozo
con medio sin SCF como control negativo. La placa se incub6 a 37°C y 5% de CO; durante 7
dias. Para cuantificar la formacién de colonias, la matriz de agar se disolvié con la solucién
solubilizadora del Kit y se prosiguié a una cuantificacion de la viabilidad celular por MTT con
una solucién provista en el kit, midiendo la absorbancia a 570nm. Los porcentajes de
formacion de colonias se obtuvieron normalizando al 100% el promedio de las lecturas de
absorbancia de las células sin SCF (Control) y se evalud la significancia estadistica de esta
con las lecturas obtenidas en las muestras evaluadas para cada concentracion de SCF en

cada linea celular.

6.6 Analisis estadistico de los datos

Los resultados de los ensayos de proliferacion, migracion y crecimiento independiente de
anclaje fueron normalizados respecto al control sin tratamiento como 100%. Para los ensayos
de proliferacion y crecimiento independiente de anclaje se muestra el promedio de tres
experimentos independientes realizados por triplicado. En los ensayos de migracién celular
se muestran el promedio de tres experimentos independientes realizados por duplicado. Las
diferencias significativas entre las condiciones de los ensayos se analizaron mediante una
ANOVA de una via y se realiz6 una prueba post hoc de Dunnet para comparar todos los
tratamientos con respecto al control, y fueron consideradas cuando p<0.05. Los andlisis

estadisticos se realizaron con el programa Graph Pad Prism 6.
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7. RESULTADOS

7.1 El receptor c-Kit en lineas celulares de cancer de mama triple negativo

Para analizar la presencia del receptor c-Kit en las lineas celulares propuestas de cancer de
mama triple negativo, se analiz6 la presencia de su mRNA mediante RT-PCR. Como control
positivo de la presencia del mMRNA del receptor se utilizd RNA extraido de la linea celular
K562 derivada de una leucemia mieloide crénica, ya que en estudios previos del grupo de
trabajo se ha utilizado como control positivo a la presencia del receptor c-Kit (Jiménez
Sanchez, 2014).

El fragmento amplificado es de un tamafio de 289 pb, indicando la presencia del transcrito
para c-Kit. Al realizar el RT-PCR en las cinco lineas celulares de CMTN y la linea control K562
se observod la presencia del transcrito de c¢-Kit, en otro gel la amplificacién de un fragmento
de 268 pb correspondiente al transcrito de B-Globina se utiliz6 como control interno (figura
7A).

Después de haber comprobado la presencia del transcrito de c-Kit, se analiz6 la presencia de
la proteina por medio de Western blot en extractos totales de proteina. En estas
determinaciones se observo que la proteina c-Kit se encuentra presente en las 5 lineas de

cancer de mama con un peso molecular esperado de 145 kDa (figura 7B).

pb _KS62 DU4475 MDAMB HCC70 HCCI937 HCCI806
289 — c-Kit

A

kDa K562 DU4475 MDAMB HCC70 HCCI937 HCC1806 B

|4sw——c‘~udc«n

Figura 7. c-Kit en lineas celulares de CMTN. A) RT-PCR para una region del transcrito de c-Kit de 289
pb, el cual se observa en todas las lineas celulares, en la franja inferior se observa un fragmento de
268 pb el cual corresponde a un fragmento del gen de S-Globina utilizado como control interno. B)
Western blot de extractos totales de proteina en el que se observa la presencia de la proteina c-Kit en
las cinco lineas celulares de TNBC y en K562, se observa ademas GAPDH como control de carga.
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Después de corroborar la proteina c-Kit en extractos totales, se analizé su presencia en la
membrana citoplasmatica por citometria de flujo, procedimiento que se realiz6 sin llevar a
cabo una permeabilizacion de las células. Estos analisis nos llevaron a conocer la proporcion

de células de la poblacién total que muestra a el receptor c-Kit en la membrana.

El porcentaje de células que presento a c-kit en la membrana citoplasmética corresponde al
0.93% en la linea DU4475, 86.96% en MDA-MB-468, 88.92% en HCC70, 72.13% en
HCC1937 y, por ultimo, un 43.17% en HCC1806, con este andlisis se infiere que la presencia
del receptor c-Kit en la membrana citoplasmética se da de un modo cuantitativamente

diferencial en las lineas celulares de cancer de mama triple negativo (figura 8).

K562 DU4475

- control negativo anti c-Kit + control negativo anti c-Kit
= =

MDA-MB-468 HCC70

anti C'Kit - control negativo - anti C'Kit
=

HCC1937 HCC1806
- control negativo - anti c-Kit - control negativo anti c-Kit

Figura 8. Dot plots de c-Kit en la membrana plasmatica de las cinco lineas CMTN. Para cada linea
celular, el control negativo corresponde a células sin tincion y la gréfica de la derecha corresponde a
células con el anticuerpo acoplado a ficoeritrina anti-c-Kit. El porcentaje celular que expresa a el
receptor se determiné en base al nimero de eventos positivos entre el total de eventos medidos.
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Debido a el porcentaje de células positivas a c-Kit de 0.93% de la linea DU4475, esta linea
celular se utilizé en los ensayos posteriores como comparativo en la respuesta a los distintos
fendmenos celulares como viabilidad, migracién y crecimiento independiente de anclaje ya
gue representa un modelo de cancer de mama triple negativo que no tiene al receptor c-Kit

en la membrana celular.

7.2 Efecto de la estimulacion de c-kit en la viabilidad celular de lineas de CMTN

Posterior a la determinacion de la presencia del receptor c-Kit en las diferentes lineas
estudiadas de CMTN, se decidi6é determinar si la estimulacion de c-Kit con SCF tendria algun
efecto en la viabilidad celular, para ello se adicioné SCF a concentraciones de 0 (como control
negativo al tratamiento), 1, 5, 10, 25, 50 y 100 ng/ml. La viabilidad celular se analizé a las 24,
48, 72 y 96 horas con ensayos de MTT.

En los datos obtenidos en los ensayos de viabilidad por MTT, el aumento de la concentracion
de SCF, asi como los tiempos evaluados de 24, 48, 72 y 96 horas, no mostraron cambios
estadisticamente significativos en la viabilidad en ninguna de las lineas celulares evaluadas,
ni siquiera en la concentracibn mas alta utilizada de SCF que fue de 100 ng/ml
independientemente del porcentaje de células con c-Kit exportado a membrana

correspondiente a cada linea celular (figuras 9-13).

Estos resultados sugieren que no existen cambios en la viabilidad celular al adicionar SCF a
las lineas de cancer de mama triple negativo, sin embargo no conocemos si se activo el
receptor, o si las células no respondieron al SCF debido a las condiciones 6Optimas de
crecimiento en las que se encontraban, sin una limitacion del SFB en el medio de cultivo al

momento de realizar la incubacion con el SCF.
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Figura 9. Porcentaje de células viables de la linea HCC1806. Se sembraron 5000 células por pozo y
se afladi6 SCF a concentraciones de 0, 1, 5, 10, 25, 50 y 100 ng/ml. Se realiz6 un ensayo de MTT a
las 24, 48, 72 y 96 horas posteriores a la adicion de SCF, no se observé cambio estadisticamente
significativo a ninguna concentracion de SCF o tiempo evaluado. Las graficas representan el promedio
de tres experimentos independientes realizados por triplicado, los porcentajes de proliferacién se
obtuvieron normalizando al 100% el promedio de las lecturas de absorbancia de las células sin SCF
(Columna blanca) y se evalué la significancia estadistica de esta con las lecturas obtenidas para cada
concentracion de SCF, los datos fueron analizados con ANOVA y prueba de Dunnet p>0.05.
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Figura 10. Porcentaje de células viables de la linea HCC1937. Se sembraron 5000 células por pozo y
se afadiéo SCF a concentraciones de 0, 1, 5, 10, 25, 50 y 100 ng/ml. Se realiz6 un ensayo de MTT a
las 24, 48, 72 y 96 horas posteriores a la adicion de SCF, no se observé cambio estadisticamente
significativo a ninguna concentracion de SCF o tiempo evaluado. Las graficas representan el promedio
de tres experimentos independientes realizados por triplicado, los porcentajes de proliferacién se
obtuvieron normalizando al 100% el promedio de las lecturas de absorbancia de las células sin SCF
(Columna blanca) y se evalué la significancia estadistica de esta con las lecturas obtenidas para cada
concentracion de SCF, los datos fueron analizados con ANOVA y prueba de Dunnet p>0.05.
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Figura 11. Porcentaje de células viables de la linea HCC70. Se sembraron 5000 células por pozo y se
afiadié6 SCF a concentraciones de 0, 1, 5, 10, 25, 50 y 100 ng/ml. Se realiz6 un ensayo de MTT a las
24, 48, 72 y 96 horas posteriores a la adicion de SCF, no se observé cambio estadisticamente
significativo a ninguna concentracion de SCF o tiempo evaluado. Las graficas representan el promedio
de tres experimentos independientes realizados por triplicado, los porcentajes de proliferacién se
obtuvieron normalizando al 100% el promedio de las lecturas de absorbancia de las células sin SCF
(Columna blanca) y se evalué la significancia estadistica de esta con las lecturas obtenidas para cada
concentracion de SCF, los datos fueron analizados con ANOVA y prueba de Dunnet p>0.05.
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Figura 12. Porcentaje de células viables de la linea MDA-MB-468. Se sembraron 5000 células por pozo
y se afladié SCF a concentraciones de 0, 1, 5, 10, 25, 50 y 100 ng/ml. Se realiz6 un ensayo de MTT a
las 24, 48, 72 y 96 horas posteriores a la adicion de SCF, no se observé cambio estadisticamente
significativo a ninguna concentracion de SCF o tiempo evaluado. Las graficas representan el promedio
de tres experimentos independientes realizados por triplicado, los porcentajes de proliferacién se
obtuvieron normalizando al 100% el promedio de las lecturas de absorbancia de las células sin SCF
(Columna blanca) y se evalué la significancia estadistica de esta con las lecturas obtenidas para cada
concentracion de SCF, los datos fueron analizados con ANOVA y prueba de Dunnet p>0.05.
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Figura 13. Porcentaje de células viables de la linea DU4475. Se sembraron 5000 células por pozo y se
afiadié6 SCF a concentraciones de 0, 1, 5, 10, 25, 50 y 100 ng/ml. Se realiz6 un ensayo de MTT a las
24, 48, 72 y 96 horas posteriores a la adicion de SCF, no se observé cambio estadisticamente
significativo a ninguna concentracion de SCF o tiempo evaluado. Las graficas representan el promedio
de tres experimentos independientes realizados por triplicado, los porcentajes de proliferacién se
obtuvieron normalizando al 100% el promedio de las lecturas de absorbancia de las células sin SCF
(Columna blanca) y se evalué la significancia estadistica de esta con las lecturas obtenidas para cada
concentracion de SCF, los datos fueron analizados con ANOVA y prueba de Dunnet p>0.05.
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7.3 Efecto del SCF sobre la migracion celular

El SCF es ampliamente identificado como un promotor de la migracion celular, y los estudios
se extienden tanto a condiciones fisiolégicas como es el caso de la migracién de los
progenitores de los linajes hematopoyéticos; asi como a contextos fisiopatoldgicos de
diversos tipos de cancer. Teniendo en cuenta que las lineas celulares utilizadas en este
trabajo presentan en membrana al receptor c-Kit en diferentes proporciones, se prosiguio a
evaluar el efecto que tiene el SCF como quimio-atrayente y la activacion del receptor c-Kit en
el incremento de la capacidad migratoria de estas lineas celulares.

Para evaluar esta caracteristica celular se realizaron ensayos in vitro basados en el principio
de la cdmara de Boyden en el que las células deben de mostrar cambios en la dinamica del
citoesqueleto y otras respuestas celulares para poder desplazarse por los poros de una
membrana de PET. Para tal efecto, se examiné la respuesta a concentraciones de 1, 10 y
100 ng/ml de SCF, el control negativo para este ensayo fue medio fresco sin ningun tipo de
suplemento ni quimio atrayente, y como control positivo a la migracién se utiliz6 RPMI
suplementado con SFB al 10%, el cual contiene diversos nutrientes que lo convierten en un

guimio-atrayente por excelencia para cualquier tipo celular.

La linea metastasica DU4475 (en la que menos del 1% de la poblacién presentaba c-Kit en
la membrana) no mostré efecto migratorio alguno en respuesta a las dosis crecientes del
SCF. Y, aunque la migracion celular de estas células hacia el SFB no fue tan exacerbada
como en otras lineas celulares, el control positivo resulté en una migracion celular del 25.33%

mayor en comparacion con las células sin quimio-atrayente (figura 14a).

En el caso de la linea metastasica MDA-MB-468, la cual mostré en la citometria la presencia
de c-Kit en una alta proporcién de la poblacién (86.96%), no se observé migracién celular en
respuesta al SCF, por lo que el alto porcentaje de c-Kit en membrana no se correlacion6 con
una respuesta activa de migracion celular (figura 14b). La capacidad intrinseca de migrar fue
de 193% (figura 14b, columna SFB 10%), sugiriendo que los mecanismos involucrados en la

migracion se encuentran regulados por la activacion de estimulos distintos al SCF.
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Figura 14. Efecto del SCF en la migracién celular de las lineas DU4475 (a), MDA-MB-468 (b) y HCC70
(c). En ninguna de estas lineas celulares se observé migracion estadisticamente significativa hacia
ninguna concentracion de SCF. En d se muestran micrografias representativas de las membranas de
la camara de Boyden en las que se observan las células MDA-MB-468 que migraron hacia el SFB,
tefiidas con cristal violeta, mientras que, en las concentraciones de 0, 1, 10 y 100 ng/ml de SCF no se
observan células en la membrana de PET. Los porcentajes de migracién se obtuvieron normalizando
al 100% el promedio de las lecturas de absorbancia de las células sin SCF ni SFB (Control negativo a
migracion) y representan el promedio de 3 experimentos independientes realizados por duplicado. Los
porcentajes fueron analizados con ANOVA y prueba de Dunnet p>0.05, ***p<0.001.

En la linea celular correspondiente a una etapa intermedia de TNBC, HCC70, los datos
observados indicaron que el SCF a concentraciones de 1, 10 0 100 ng/ml no son suficientes

para fomentar la migracién en un tiempo de 24 horas (figura 14c).

En lineas celulares correspondientes a etapas tempranas del carcinoma mamario, si se
observd migracion celular en respuesta a SCF, a diferencia de lo observado en lineas

representativas de etapas mas avanzadas 0 metastasicas.

La linea de etapa temprana HCC1806 mostré un incremento estadisticamente significativo
del 17% en la migracion celular en la concentracion de 100ng/ml de SCF. En concentraciones
mas bajas de SCF, 1y 10 ng/ml, se observé un aumento en la migracion celular del 7% y del
12% respectivamente, sin embargo, este aumento no fue estadisticamente significativo, lo

gue sugiere una posible respuesta migratoria dosis dependiente hacia el SCF (figura 15a).

Por ultimo, los resultados mostraron que la respuesta quimio-tactica de las células HCC1937

hacia el SCF fue la mas amplia. Comparados con el control negativo, la migracién hacia
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concentraciones de 1, 10 y 100 ng/ml de SCF fue 20%, 22% y 28.5% mayor, respectivamente
(figura 15b). La migracién observada corresponde con una relacién dosis dependiente hacia

el SCF, al igual que en la otra linea celular de etapa temprana HCC1806.

En la Figura 15¢ se muestran micrografias de las membranas de la cAmara de Boyden donde
se puede observar en la parte superior las micrografias de las células HCC1937, mientras
gue en la parte inferior se observan las de las células HCC1806. Ambas lineas muestran en
el control positivo con SFB una alta cantidad de células que migraron a través de los poros
de la membrana de PET hacia el estimulo quimio-tactico y se encuentran teflidas con cristal
violeta, mientras que en las distintas concentraciones de SCF se observa la respuesta

guimiotactica de las células hacia dicho estimulo.

Interesantemente, aunque el porcentaje poblacional de estas lineas celulares que presenta a
c-Kit en membrana es de 72.13% y 43.17% para HCC1937 y HCC1806 respectivamente, los
cuales son menores comparados con el porcentaje poblacional de las lineas representativas
de etapas avanzadas, fueron las células que mostraron una activacion en la migracién celular

dependiente de c-Kit.
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Figura 15. Efecto del SCF en la migracién celular en las lineas de etapas tempranas HCC1937 y
HCC1806. a) La linea celular HCC1806 mostré un aumento en la migracion celular del 7%, 12%y 17%
hacia concentraciones de 1, 10 y 100 ng/ml de SCF respectivamente. b) La linea celular HCC1937
mostré un aumento en la migracién celular del 20%, 22% y 28.5% hacia concentraciones de 1, 10 y
100 ng/ml de SCF respectivamente. En ambas lineas celulares el patrén de migracién mostré un
comportamiento dosis dependiente. c) Micrografias representativas de las membranas de PET de las
camaras de Boyden en donde se observan tefiidas con cristal violeta las células que mostraron
quimiotaxis hacia las distintas concentraciones de SCF o hacia el SFB. Los porcentajes de migracion
se obtuvieron normalizando al 100% el promedio de las lecturas de absorbancia de las células sin SCF
ni SFB (Control negativo a migracion) y representan el promedio de 3 experimentos independientes
realizados por duplicado. Los porcentajes fueron analizados con ANOVA y prueba de Dunnet *p<0.05,
**p<0.01 y ***p<0.001.

Los resultados de los ensayos de migracion sugieren que en las lineas celulares
correspondientes a etapas tempranas de TNBC existe un efecto de quimiotaxis hacia el SCF
de una manera dosis dependiente, mientras que en las lineas representativas de etapas

tardias no se observa dicho comportamiento.
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7.4 Efecto de la activacion de c-kit por su ligando SCF en el crecimiento
independiente de anclaje

Una de las principales caracteristicas de la transformacién de las células a un fenotipo
maligno es precisamente el crecimiento independiente de anclaje, el cual es una
caracteristica esencial para el desarrollo de metéstasis. El método tradicional para evaluar

dicho fendmeno es la formacién de colonias en un medio semisélido (agar suave).

En las lineas de CMTN se investigd si la activacion de c-Kit por su ligando a concentraciones
crecientes de 1, 10 y 100 ng/ml tenia algun efecto en la capacidad de formar colonias en un
medio con agar suave, como control negativo se sembraron células a las que no se afiadié
SCFy los resultados se obtuvieron cuantitativamente por el método de reduccién de sales de
tetrazolio MTT.

En los datos obtenidos para las lineas celulares metastasicas DU4475 y MDA-MB-468 no se
observaron cambios significativos en la capacidad de formacion de colonias en agar suave al
ser estimuladas con SCF en concentraciones crecientes comparados con el control sin

tratamiento (figura 16).

DU4475 MDA-MB-468

8 150- & 1501

[ c

) )

3 8

2 1004 —E _- 2 1001 X

= =S c

k] e

8 8

£ 504 £ 504

e e

(=] (=]

w w

3 3

= 0 T T T = 0 T T

N N K & ° ~ ] &

[SCF ng/mL] [SCF ng/mL]

Figura 16. Formacién de colonias de las lineas celulares de metastasis DU4475 y MDA-MB-468. Se
afadié SCF a las concentraciones indicadas y las células se incubaron en agar suave durante siete
dias, sin embargo, no se observaron diferencias en la formacion de colonias para ninguna de estas
dos lineas celulares en ninguno de los tratamientos. Los porcentajes de formacion de colonias se
obtuvieron normalizando al 100% el promedio de las lecturas de absorbancia de las células sin SCF ni
SFB (Control negativo, columna blanca) y representan el promedio de 3 experimentos independientes
realizados por triplicado. Los porcentajes fueron analizados con ANOVA y prueba de Dunnet p>0.05.
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Por otro lado, en la linea de etapa intermedia HCC70, y en las lineas de etapas tempranas
HCC1937 y HCC1806 si se observd una tendencia que sugiere un incremento en la
capacidad de formar colonias en agar suave de una manera dosis dependiente al estimulo
de SCF.

En la linea HCC70 se observdé una diferencia estadisticamente significativa a las
concentraciones de 10 y 100ng/ml de SCF con un incremento en la formacién de colonias del
18% y 21.88% en comparacion con el control sin tratamiento. En la concentracion de 1 ng/ml
de SCF se observd un incremento del 9%, sin embargo, este aumento no fue

estadisticamente significativo (figura 17a).

En HCC1937, la adicion del ligando de c-kit se tradujo en un incremento en la formacion de
colonias del 15%, 39% y 41% en comparacién con el control, al ser estimuladas las células
con 1, 10 y 100 ng/ml de SCF respectivamente. Los datos vuelven a repetir una tendencia
dosis respuesta hacia el SCF, sin embargo, las diferencias estadisticamente significativas
contra el control sin tratamiento para esta linea fueron a las concentraciones de 10 y 100
ng/ml (figura 17b).

La linea celular HCC1806 mostrd un incremento en la capacidad de formar colonias en agar
suave de 25%, 75% y 72% con la adicion de 1, 10 y 100 ng/ml de SCF respectivamente

comparados contra el control sin tratamiento (figura 17c).
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Figura 17. Formacion de colonias de la linea celular de etapa intermedia HCC70 y de las lineas
celulares de etapas tempranas HCC1937 y HCC1806. a) En HCC70 se observd un incremento en la
formacién de colonias del 9%, 18% y 21.88% a concentraciones de 1, 10 y 100 ng/ml de SCF
respectivamente. b) En HCC1937 se observé un incremento en la formacion de colonias del 15%, 39%
y 41% a concentraciones de 1, 10 y 100 ng/ml de SCF respectivamente. c) En HCC1806 se observé
un incremento en la formacién de colonias del 25%, 75% y 72% a concentraciones de 1, 10 y 100 ng/ml
de SCF respectivamente. En las tres lineas celulares se observé un patrén dosis dependiente a la
adicién de SCF. Los porcentajes de formacion de colonias se obtuvieron normalizando al 100% el
promedio de las lecturas de absorbancia de las células sin SCF ni SFB (Control negativo, columna
blanca) y representan el promedio de 3 experimentos independientes realizados por triplicado. Los
porcentajes fueron analizados con ANOVA y prueba de Dunnet p>0.05, **p<0.01 y ***p<0.001.
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Finalmente, cabe recalcar que, comparando las absorbancias medidas de la formacion de
colonias en agar suave de las cinco lineas celulares, las lineas pertenecientes a etapas
metastasicas DU4475 y MDA-MB-468 muestran intrinsecamente muy desarrollado el
potencial para formar colonias, traduciéndose en un tamafio y numero de colonias formadas
mucho mas grande. En contraste, las lineas representativas de etapas tempranas como
HCC1937 y HCC1806 no presentan esta capacidad tan marcada ya que las colonias
formadas eran mucho méas pequefias tanto de tamafio como de nimero que las formadas por
las otras lineas celulares, aunque en ellas es donde la estimulacion de c-Kit con su ligando
incrementé de manera estadisticamente significativa la capacidad de formacién de colonias
(figura 18).
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Figura 18. Absorbancia medida en los ensayos de formacion de colonias en agar suave. En esta gréfica
se observa una comparacién entre las absorbancias de los ensayos de MTT en las diferentes lineas
celulares y las distintas concentraciones de SCF. Las lineas de etapas avanzadas muestran
absorbancias mas altas, lo que se traduce en un mayor nimero de colonias formadas o en un tamafio
mas grande de las mismas, en comparacién con las formadas por células de lineas de etapas
tempranas, sin embargo, en estas ultimas el potencial para formar colonias aumenta a concentraciones
mayores de SCF, mientras que en las lineas de etapas tardias no se observa este comportamiento.
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8. DISCUSION

El estudio de los patrones de expresion de proteinas en las células cancerosas ha sido de
gran ayuda para el entendimiento del cancer y su progresion. La asociacion de marcadores
celulares a tipos especificos de cancer ha ayudado a la clasificacion de los mismos y al
desarrollo de nuevos tratamientos. El ejemplo més claro es la presencia o ausencia de ER,
PRy HER2 en cancer de mama para indicar el tipo y el curso de la enfermedad, ademas de
las terapias disponibles que puedan resultar mas efectivas cuando se encuentra presente
alguno o varios de estos receptores (Veer et al., 2002). En el caso que estén ausentes los
tres receptores y se presente el denominado cancer de mama triple negativo, da como
resultado una alta heterogeneidad en el curso clinico y las alteraciones celulares asociadas
a la evolucion tumoral de los pacientes con este tipo de enfermedad. Otro punto importante
en los triple negativos es que la informacion generada por los estudios de este tipo de tumores
aun no ayuda a comprender totalmente el curso metastasico de esta enfermedad, por lo que
impera una necesidad de hacer nuevos estudios a moléculas que generen oportunidades

para el desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento (Engebraaten et al., 2013).

Tomando en cuenta la necesidad de blancos terapéuticos en tumores triple negativos de la
mama, en este estudio se analizé la presencia del receptor c-Kit en cinco lineas de CMTN y
se analizé su posible participacion en caracteristicas del potencial metastasico de las células
tumorales. Las lineas celulares utilizadas en este trabajo se escogieron con la premisa de la
subclasificacion de los CMTN de Burstein y colegas en la que el subgrupo BLIS, con el peor
pronéstico clinico asociado al desarrollo de metastasis, muestra una sobreexpresion del gen
c-Kit. Si bien no se clasificé a las lineas celulares utilizadas en este trabajo con la firma de
expresion génica que dan Burstein y colegas para el subgrupo BLIS, se utilizaron lineas
celulares negativas a la presencia de los marcadores celulares de cancer de mama ER, PR
y HER2 (ubicandose en el grupo de tumores triple negativo) y que ademas presentan una
morfologia tipo basal (B. D. B. Lehmann et al., 2011), caracteristicas incluyentes dentro de la

descripcion del subgrupo BLIS de Burstein y colegas.

El andlisis de la presencia del receptor en las lineas celulares de CMTN se realiz6 a tres
niveles: el mMRNA por medio de RT-PCR, en la que se observé su presencia en las cinco
lineas celulares, indicando una expresién basal de este gen (figura 7A), la proteina en
extractos totales por Western blot, en donde se observé que las cinco lineas contenian a la
proteina, sugiriendo la traduccién del mensajero (figura 7B), y finalmente la presencia del

receptor en la membrana celular por citometria de flujo.
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En el presente trabajo se encontré que el porcentaje poblacional de la linea DU4475 positiva
a c-Kit en membrana esta por debajo del 1% (Figura 8), el que exista un mMRNA y la proteina
se encuentre presente en extractos totales de esta linea pero no se observe al receptor
exportado a la membrana celular puede indicar una regulacion a nivel de splicing alternativo,
como se observa en seminomas o en tumores de etapas avanzadas de carcinoma prostatico
en las que se expresa frecuentemente la version trunca del receptor (tr-Kit), la cual induce la
activacion de la familia de cinasas Src, a pesar de no encontrarse traslocada a la membrana
por la falta de ciertos dominios protéicos (Paronetto et al., 2004). La presencia de c-kit
membranal en menos del 1% de las células DU4475 hizo que esta linea se utilizara como
ajena 0 no perteneciente al subgrupo que sobreexpresa al receptor, ya que no responde al
estimulo del SCF del medio extracelular.

En cambio, las otras cuatro lineas celulares de CMTN analizadas en este estudio, el
porcentaje de células con c-Kit en la membrana fue significativamente mas alta, con mas del
80% de células de las lineas MDA-MB468 y HCC70, y con aproximadamente el 70% y el 40%
de las células de las lineas HCC1937 y HCC1806 respectivamente.

Un aspecto interesante de nuestros resultados con respecto al porcentaje poblacional de
células que expresan c-Kit es el hecho de que las lineas celulares representativas de etapas
tempranas, como HCC1806 y HCC1937, muestran un menor porcentaje de expresion;
mientras que las lineas de una etapa intermedia HCC70, y de una etapa avanzada MDA-MB-
468, el porcentaje poblacional de células c-Kit positivas es mayor (Figura 8). Esta observacién
es contraria a lo descrito en algunos estudios anteriores que mencionan una reduccion en la
expresion de c-Kit conforme progresa la transformacién maligna del epitelio de la glandula
mamaria (Talaiezadeh et al., 2012; Ulivi et al., 2004). Esta contradiccién puede sustentarse
principalmente en las metodologias empleadas y en la seleccion de las muestras evaluadas,
ya que en los estudios mencionados se utiliza Gnicamente inmunohistoquimica para detectar
c-Kit, y en el caso de Ulivi, se utiliza ademés RT-PCR con la cual se detecta la presencia del
transcrito para c-Kit tanto en tejido sano como en tumores invasivos de cancer de mama. De
igual manera, Talaiezadeh y colegas y Ulivi y colegas no mencionan si los tumores evaluados
muestran alguna positividad a los tres marcadores celulares ER, PR y HER2, y mucho menos
los subclasifican en algun subgrupo de CMTN, lo que ya Burstein y colegas mencionan como
una caracteristica esencial para distinguir la etiologia y progresion de los diferentes tipos de
cancer de mama triple negativos, sin embargo, cabe resaltar que en todos estos estudios se
esta de acuerdo en que la expresion de c-kit en etapas tempranas puede estar relacionado

con la transformacion celular en el cancer de mama.
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Los grupos de trabajo de Jansson, Kashiwagi y Kishen también han estudiado la relacion de
c-Kit con cancer de mama, sin embargo, ellos si utilizan la clasificacién de los marcadores
ER/PR/HER2 y separan a los tumores triple negativos de los positivos para cualquiera de
estos receptores, especificamente en los CMTN han encontrado una alta presencia de
expresion de c-Kit, ademas de otros marcadores celulares como las citoqueratinas 5/6 y
EGFR, que, en conjunto, estos marcadores celulares indican un fenotipo tumoral tipo basal
(Jansson et al., 2014b; Kashiwagi et al., 2013; Kishen et al., 2012). Estas observaciones
apoyan a los resultados obtenidos en este trabajo que indican una alta expresion de c-Kit en
las lineas de triple negativo con morfologia basal MDA-MB-468, HCC70, HCC1937 y
HCC1806. Con estudios posteriores en estas lineas celulares se podria analizar la expresion
génica con la firma de genes propuesta por Burstein y asignarlas a un subgrupo de CMTN,
con la finalidad de correlacionar los datos presentados en este trabajo de una manera mas
certera a el subtipo BLIS y determinar si la expresion de c-Kit puede ser utilizada como un
marcador de pronéstico y posible blanco terapéutico para este subtipo tumoral.

Una vez caracterizada la expresién de c-Kit en nuestras lineas celulares se prosiguié a
evaluar el efecto que presenta la activacion de dicho receptor por su ligando en distintas
caracteristicas celulares del potencial metastasico en células de CMTN, entre ellas la

viabilidad celular, la migracién y el crecimiento independiente de anclaje.

En el presente estudio, la viabilidad celular se midié por medio del ensayo de MTT (figuras 9-
13). En los resultados obtenidos no existe un cambio estadisticamente significativo en la
viabilidad celular en ninguna de las lineas de CMTN evaluadas, independientemente de las
concentraciones de SCF utilizadas para activar a c-Kit o del tiempo de exposicién al factor
(hasta 4 dias).

En proyectos anteriores de nuestro grupo de trabajo, se habia reportado en una linea celular
no comercial de cancer de mama (MBCD5) un aumento notable en la viabilidad celular a partir
de las 48 horas de incubarlas con SCF a 10 ng/ml (Gonzalez Jimenez, 2014), sin embargo,
ellos utilizan 50 000 células por cada condicion a evaluar, mientras que en nuestro trabajo se
utilizaron 5000 en cada condicién, lo que pudo haber reducido la sensibilidad del ensayo MTT
utilizado para evaluar la viabilidad celular. Otra posible explicacién es que debido a que el
MTT se reduce por el complejo Il mitocondrial, la succinato deshidrogenasa y el NADH, la
reaccion pudo verse alterada debido a la diferente actividad metabdlica inherente a cada linea
celular (Berridge & Tan, 1993). Para descartar esta posibilidad se podrian utilizar otros
marcadores de proliferacion celular como Ki-67, la cual es una proteina nuclear asociada a la
proliferacion celular (Schonk et al., 1989); PCNA, otra proteina nuclear involucrada en la

sintesis de DNA (Matsumoto, Moriuchi, Koji, & Nakane, 1987); o un ensayo con

42



bromodeoxiuridina (BrdU), la cual se incorpora al DNA recién sintetizado de las células en

proliferacion y se puede detectar mediante una prueba de ELISA.

Los resultados de viabilidad celular observados en este trabajo muestran que no existe un
efecto en la viabilidad celular en este tipo de CMTN a causa de la estimulacion SCF, a
diferencia de lo que se ha reportado para otros tipos de cancer, en los que c-Kit promueve la
viabilidad y proliferacion celular en células troncales cancerosas de higado (Huang, Hu, Li,
Lu, & Li, 2015), en leucemia mieloide aguda (Pietsch et al., 1992), asi como en el desarrollo
normal y patoldgico de las células germinales (Rossi, 2013), en estos tipos de tumores es
conocido que c-Kit potencializa la viabilidad y proliferacion celular por medio de la activacion
de la via de PI3K/AKT, existiendo generalmente un decremento en la actividad de p53 que
conlleva al aumento de ciclina D1 actuando como un promotor del ciclo celular y llevando a
la célula de la fase G1 a la fase de sintesis (Engelman, 2009; Koyasu, 2003; A. Yasuda et al.,
2007).

Una aproximacion que podria realizarse para corroborar nuestros resultados de viabilidad
celular seria analizar si la via PISBK/AKT se encuentra restringida, en las condiciones en las
gue se realizé el ensayo de MTT, en algun punto que limite la liberacion de la ciclina D1 u
otra molécula intermediaria involucrada en la progresion del ciclo celular; o, si bien, se
encuentre activa alguna otra via con una mayor sinergia que ocasione que la activacion de c-
Kit no sea suficiente para desencadenar la respuesta proliferativa en las lineas de TNBC

estudiadas en este trabajo.

El hecho de que exista un control de la proliferacién no descrito en células de cancer de mama
también se ha sugerido a partir de observaciones en la linea no comercial MBCD5 en nuestro
equipo de trabajo, ya que en esta linea celular no se observa una sinergia en la sefalizacién
desencadenada por c-Kit y el receptor para eritropoyetina en cuanto a la proliferacion celular
cuando ambos receptores son estimulados de manera simultanea (Gonzalez Jimenez, 2014).
Este efecto es contrario a lo descrito para células troncales hematopoyéticas en los que si se
observa un efecto sinérgico al estimular estos dos receptores (Joneja, Chen, Seshasayee,
Wrentmore, & Wojchowski, 1997). Lo que refuerza la sugerencia de que pueda existir algun
tipo de regulacion de la proliferacion en las células de TNBC mas fuerte que la dada por c-
Kit.

Por otro lado, se sabe que la interaccion del SCF con c-Kit puede inducir un efecto
guimiotactico en ciertos linajes celulares, como la quimiotaxis en células cebadas inducida
por SCF, que ocurre principalmente en cuadros alérgicos y puede ser inhibida por el bloqueo
del SCF por un anticuerpo (Kiener et al., 2000; Olsson, Rak, & Nilsson, 2000). En condiciones

fisiologicas, el efecto quimiotactico del SCF sobre c-Kit también se ve involucrado en la

43



migracion de células progenitoras hematopoyéticas hacia la médula 6sea (Méndez-Ferrer,
Lucas, Battista, & Frenette, 2008), y de melanocitos en el desarrollo embrionario (Jeon, Kim,
Kim, & Lee, 2009).

En un contexto tumoral, c-kit se ha visto relacionado con la migraciéon de células de cancer
de pancreas (A. Yasuda et al., 2006) y colon (Bellone et al., 2001), y en trabajos previos del
laboratorio demostraron la quimiotaxis hacia SCF de la linea MBCD5 de cancer de mama
(Gonzélez Jimenez, 2014), por lo anterior se pens6 que en las lineas celulares de CMTN
evaluadas en este trabajo era posible observar algun efecto quimiotéctico hacia el SCF.

Primeramente, en los ensayos de migracion en las células DU4475 no se observé migracion
hacia el SCF, lo que corresponde con la no expresion membranal del receptor, al igual que
los datos de proliferacién en los que no se observé respuesta alguna. En el caso de las lineas
MDA-MB-468 y HCC70, a pesar de que un 86.96% y un 88.92% de la poblacién celular,
respectivamente, presentaban c-Kit membranal, no se observé una activacion en la migracion
celular hacia el SCF. Sin embargo, la respuesta hacia el control positivo (SFB) fue muy
evidente como se observa en la figura 14.

En el caso de las lineas HCC1937 y HCC1806, correspondientes a etapas tempranas de
TNBC, es donde se observdé una respuesta quimiotactica hacia el SCF. Para la linea
HCC1806 se observo a la maxima concentracion de SCF utilizado un aumento en la migracion
del 17%, mientras que a concentraciones mas bajas el efecto sobre la migracién disminuyo,
mostrando un patron dosis respuesta (Figura 15a). Para HCC1937 se observé un aumento
estadisticamente significativo en la migracion de mas del 20% repitiendo el patron dosis

respuesta (Figura 15b).

A pesar de que en los estudios de Ulivi y de Talaiezadeh se evalUa Unicamente la expresion
de c-Kit en tumores mamarios y no evalian la migracion, concluyen en ambos estudios que
las vias activadas por c-Kit pueden tener un papel relevante en las etapas tempranas del
cancer de mama, lo que coincide parcialmente con los resultados obtenidos en este estudio
sobre la migracién. A pesar de que en las lineas celulares de etapas avanzadas de este
trabajo no se pierde la expresion del receptor, como mencionan Ulivi y de Talaiezadeh, la
nula respuesta migratoria puede estar involucrada con una disminucién de la sefializacion
activada por c-Kit, por lo que seria interesante analizar las principales moléculas
sefializadoras que activa c-Kit bajo este estimulo y analizar las diferencias entre las vias de
sefializacion activadas en las lineas de etapas tempranas de TNBC contra las de etapas

tardias.

Se sabe que la migracién celular guiada por la activacion de c-Kit involucra la via de las

MAPK, por medio de p38 principalmente (Jeong, Na, Hong, & Kim, 2003), sin embargo, la
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migracion de las células tumorales es altamente adaptativa y los mecanismos moleculares
empleados por las células para este proceso pueden estar determinados en gran medida por
las propiedades quimicas y fisicas del estroma y la matriz extracelular, como la composicion
proteica y la arquitectura de la misma (Tozluoglu et al., 2013). Debido a que la migracion
celular responde a todas estas propiedades externas, se han realizado muchos trabajos en
modelos de dos y tres dimensiones (2D y 3D) para tratar de definir los mecanismos de la
migracion celular en lo mas parecido a un microambiente tumoral donde se esta en contacto
con mas proteinas ademas del quimioatrayente (Carey et al., 2014), por lo tanto, seria
interesante analizar con ensayos de este tipo si la respuesta migratoria en las lineas celulares
de etapas tardias de TNBC se mantiene nula o si existe un cambio, y, de igual manera si
aumenta la respuesta migratoria observada hacia el SCF en las lineas de etapas tempranas.

En la Ultima parte de este trabajo, se buscé evaluar una caracteristica inherentes al proceso
metastasico: el crecimiento independiente de anclaje, que se midié6 mediante la formacién de
colonias en agar suave (Hamburger & Salmon, 1977). Este ensayo es que permite cuantificar
la tumorigenicidad midiendo la habilidad de las células de proliferar y formar colonias en una
suspension semisélida de agar, lo que puede traducirse en la agresividad celular y la
capacidad para formar nuevos tumores. En el medio de agar suave las células no
transformadas no pueden duplicarse debido a la ausencia de un sustrato y comienzan un
proceso de “anoikis”. En las células que sobreviven se da una activacion de vias de
sefializacion que conllevan a la transformacion celular y pueden comenzar a formar colonias
(Wang, 2004).

En los ensayos realizados de formacion de colonias para las lineas DU4475 y MDA-MB-468
no se observd ninguna diferencia significativa al aplicar el SCF en comparacion con células a
las que no se les agregd el factor de crecimiento (figura 16). Sin embargo, para HCC70,
HCC1937 y HCC1806 si se observo una respuesta positiva en la formacion de colonias por
causa de la activacion de c-Kit con SCF. Este aumento en la capacidad de formacion e
colonias mostré un patron dosis dependiente, aunque una diferencia significativa contra el

control sin tratamiento se observo a partir de 10 ng/ml de SCF (figura 17).

En las lineas tempranas de CMTN es donde se observé que c-Kit ejerce un papel importante
en la progresion tumoral, aumentando la capacidad de formar colonias hasta en un 41% en
HCC1937 y un 72% en HCC1806 con la concentracion mas alta de SCF, mientras que en las
lineas de etapas avanzadas no existe un porcentaje de cambio en la capacidad de formar
colonias en la presencia o ausencia de SCF, a pesar de que es en estas lineas donde se

encuentra expresado en un mayor porcentaje de células c-Kit.
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Mattox y Von Hoff mencionan que cada linea celular, independientemente del tipo de cancer
gue sea, presenta una diferente capacidad de formacion de colonias en agar. En otros
estudios se ha reportado también que lineas celulares o células obtenidas de etapas
avanzadas o sitios metastisicos muestran la mayor capacidad para crecer de manera
independiente de anclaje, en comparacion con aquellas lineas celulares que provienen de
etapas iniciales (Mattox & Von Hoff, 1980; Nomura, Tashiro, & Hisamatsu, 1989; Sutherland,
Mather, Carter, Cerise, & Krementz, 1983). Los ensayos de formacion de colonias que se
presentan en este trabajo coinciden con la observacion anterior, en la figura 18 se sefiala a
las lineas celulares derivadas de sitios metastasicos (DU4475 en rojo y MDA-MB-468 en
anaranjado) como aquéllas que muestran una mayor facilidad para formar colonias en el agar
suave, mientras que en la linea celular HCC1806 (amarillo) derivada de una etapa temprana
de CMTN son pocas las células que logran el proceso de transformacién para adquirir la
capacidad de formar colonias, sin embargo, éstas se ven favorecidas al ser estimuladas con
SCF.

Esto sugiere que las células presentan perfiles de expresion génica distintos, asi como
diferentes vias de sefalizacién activas que les permiten tener un crecimiento independiente
de anclaje mucho mayor en las lineas derivadas de etapas metastasicas, por lo que este
trabajo abre la perspectiva de analizar éstas vias de sefializacion en respuesta a la activacion
de c-Kit en las caracteristicas asociadas al potencial metastasico como el crecimiento

independiente de anclaje y la migracion celular.

En resumen, los resultados de este trabajo soportan la idea de que el receptor c-Kit puede
tener un papel relevante en etapas tempranas en la progresion de la enfermedad, ya que
lineas celulares representativas de estos estadios de TNBC muestran una respuesta positiva
y dosis dependiente al SCF, tanto en migracién como en formacion de colonias, ademas,
permite el planteamiento de futuros analisis que ayuden a dilucidar los mecanismos
moleculares por los cuales se da la migracién y formacion de colonias dependiente de la
activacion de c-Kit, por lo que un estudio méas a fondo de estas interrogantes puede proponer
al receptor c-Kit como un posible marcador de prognosis y blanco terapéutico en tumores de

etapas tempranas de CMTN que sobreexpresen a este receptor.
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9. CONCLUSIONES

El receptor c-Kit tiene una expresion diferencial en las lineas celulares de etapas avanzadas
MDA-MB-468, intermedias HCC70, y tempranas como HCC1937 y HCC1806 de TNBC,
siendo la expresion mayor en las etapas avanzadas, sin embargo, esta expresion diferencial
no se encuentra relacionada con la respuesta a SCF. En la linea DU4475 a pesar de estar
presente el mMRNA y proteina de c-Kit, la exportacion a la membrana celular es casi nula, ya
gue solo el 0.93% de la poblacién lo presenta.

En cuanto a las caracteristicas evaluadas asociadas al potencial metastasico, la estimulacion
de c-Kit no tiene efectos en la viabilidad celular de las cinco lineas evaluadas. Tampoco se
observa migracion celular en las lineas representativas de etapas avanzadas como respuesta
a la activacion de c-Kit, sin embargo, en las lineas de etapas tempranas hay un efecto de

migracion celular a SCF dependiente de la dosis.

En el caso del crecimiento independiente de anclaje, de manera similar, en las lineas
celulares de etapas tardias DU4475 y MDA-MB-468 no hay cambios en su capacidad de
formar colonias, mientras que ésta aumenta por la activacion de c-Kit en las lineas celulares
de etapas tempranas HCC1806 y HCC1937, e intermedias como HCC70.
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