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Resumen

La quimiorresistencia es un fenédmeno complejo que involucra alteraciones en vias de
sefalizacion relacionadas con el ciclo celular, el metabolismo de farmacos, la apoptosis, etc.
Este fenbmeno se correlaciona con la adquisicion de fenotipos de tipo troncal y/o de transicion
epitelio-mesénquima. En este estudio, la Doxorubicina (DOX), un miembro de la familia de las
antraciclinas que se utiliza en la terapia de primera linea para varios tipos de cancer, se utilizo
para establecer un modelo celular de cancer mamario quimiorresistente. En este modelo se
analizo el efecto del yodo molecular (I2) tan solo como en coadyuvancia con DOX en los
procesos de quimiorresistencia e invasion. Células de carcinoma mamario humano (MCF7/W)
fueron tratados cronicamente con 10 nM de DOX para generar la linea DOX-resistente (MCF-
7/D). Esta linea se establecio después de 30 dias de tratamiento cuando el cultivo mostré una
tasa de proliferacién similar al de las células MCF-7/W. Las células DOX-resistentes también
mostraron aumentos en marcadores relacionados con sobrevivencia, anti-apoptosis y
quimiorresistencia como p2l1, Bcl-2 y MDR-1. La administracion de Iz indujo efectos
antiproliferativos (40%) en ambas lineas celulares y su co-administracion con DOX aumento
significativamente el efecto antineoplasico de DOX (60%). La combinacién I2/DOX también se
acompafo de una mayor retencion del farmaco dentro de las células y de incrementos en la
expresion de los receptores PPARy. Todos estos cambios se asociaron a la disminucion
significativa de las sub-poblaciones CD44*/CD24" y E-Cad*/Vim*. Los cultivos suplementados
con I2+#DOX durante 96 horas mostraron una débil induccion de xenotransplantes, lo que indica
que el suplemento de |2 es capaz de revertir la capacidad tumorigénica de las células MCF-7/D.
En conclusion, el yodo molecular reduce la resistencia a DOX posiblemente re-diferenciando a
la célula cancerosa hacia un fenotipo menos invasivo y por lo tanto representa un agente anti-

quimiorresistencia con potencial clinico.

Palabras clave: Quimiorresistencia, Doxorubicina, Yodo, MCF-7.



Abstract

Chemoresistance is a complex phenomenon that involves alterations in signaling pathways
related to cell cycle, drug metabolism, apoptosis, etc., and correlates with the acquisition of
phenotypes of Stem Cell and/or epithelial-mesenchymal transition. In this study, Doxorubicin
(DOX), a member of the anthracycline family which is widely used as first-line therapy for various
cancers, was used to establish a breast cancer chemoresistant in vitro model. Through this
model we analyzes the effect of molecular iodine (I2) alone and co-administrated along with DOX
over chemoresistance mechanisms and tumor initiating ability. Cells of human breast carcinoma
(MCF-7/W) were chronically treated with 10 nM of DOX to generate DOX-resistant line (MCF-
7/D). This line was established after 30 days of treatment when the cellular proliferation showed
a similar rate to that of MCF-7/W. The DOX-resistant cells also showed increases in survival
related markers, anti-apoptosis and chemoresistance as p21, Bcl-2 and MDR-1. |2 supplement
showed antiproliferative (40%) effects in both cell lines and its co-administration with DOX
significantly increased the antineoplastic effect of DOX (about 60%). 12/DOX combination was
also associated with increased drug retention and increases in expression of PPARYy receptors.
All these changes were associated with significant reduction in CD44*/CD24* and E-Cad*/Vim*
sub-populations. Cultures supplemented with I2+DOX for 96 hours showed a weak induction of
xenotransplantation, indicating that |2 treatment is able to reverse the tumorigenic ability of MCF-
7/D cells. In conclusion, the molecular iodine/DOX reduces resistance by re-differentiation of the
cancer cell to a less invasive phenotype and therefore represents an agent with anti-

chemoresistance clinical potential.

Key words: Chemoresistance, Doxorubicin, lodine, MCF-7.
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Introduccion

El cancer es una familia heterogénea de patologias caracterizadas por la desregulacion, tanto
de la proliferacion como de la muerte celular, asi como por la capacidad de invadir tejidos y
diseminarse a distintos 6rganos (metastasis). EI cancer mamario es la neoplasia de mayor
incidencia a nivel mundial, se caracteriza por una gran capacidad de resistencia a los farmacos
y una temprana transformacion hacia células con capacidad invasiva y metastasica. En los
altimos afios enormes esfuerzos se han encaminado al desarrollo de terapias eficaces que
combinen farmacos conocidos y altamente efectivos con compuestos novedosos que sinergizan
las acciones antineoplasicas y aminoren los efectos adversos. La Doxorubicina (DOX) es la
antraciclina mas usada en el tratamiento de cancer mamario tanto por su potente efecto
antineoplasico como por su bajo costo. Sin embargo, su uso terapéutico como monoterapia se
ha limitado ya que genera una rapida resistencia y alta cardiotoxicidad. Por otro lado, la baja
incidencia de cancer mamario en paises asiaticos se ha asociado con una elevada ingesta de
yodo a través del consumo de algas marinas. Varios grupos de investigacion, incluyendo el
nuestro han demostrado que dosis moderadamente altas de yodo molecular (I2) tienen efectos
antitumorales en varios modelos de cancer, y que dichos efectos se ejercen a través de la re-
diferenciacion celular evitando la instalacion de resistencia e induciendo la apoptosis. En este
estudio, se desarroll6 un modelo celular resistente a DOX semejando el ambiente celular
durante la terapia convencional. Células parentales de cancer mamario humano MCF-7 fueron
suplementadas con una concentracion constante de 10 nM de DOX permitiendo su adaptacion
y adquiriendo la resistencia al farmaco. Con este modelo celular (MCF7/D) se analizaron los
mecanismos involucrados en la instalacion de la quimiorresistencia y los efectos ejercidos por
el yodo molecular (I2) sobre dichos mecanismos. Los resultados mostraron que la instalacion de
la resistencia a DOX se acompairia de la seleccion de grupos celulares con fenotipo troncal y/o
induccion de laTransicion Epitelio-Mesenquima y de la adquisicidon de mecanismos de expulsion
de farmacos y antiapoptoticos. La presencia de Iz indujo la transdiferenciacion de los grupos
celulares a fenotipos menos agresivos evitando la instalacion de quimiorresistencia. En
conclusion este trabajo provee datos que soportan la propuesta del 12 como adyuvante en el

tratamiento de canceres mamarios quimiorresistentes a DOX.
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. Antecedentes

I.1. Fundamentos y teorias del cancer

Segun el Instituto Estadounidense de Cancerologia (NCI, por sus siglas en inglés) con el termino
cancer se describen mas de 100 enfermedades, en las que células anormales proliferan sin
control y pueden invadir tejidos cercanos o también diseminarse a otras partes del cuerpo a

través de los sistemas circulatorio y linfatico.

El nombre de las varias patologias cancerosas a nivel mundial se basa en la nomenclatura
internacional de las enfermedades oncologicas (ICD-O). En la codificacién de las distintas
patologias se puede usar un criterio topografico, es decir, dependiendo del 6rgano o tejido de
proveniencia o un criterio morfolégico que nombra las distintas patologias en relacion a las
caracteristicas del tumor. La etiologia de dichos procesos patologicos ha sido largamente
discutida originando varias hipétesis y teorias. Se pueden resumir las teorias de la

carcinogénesis propuestas en los ultimos 60 afios en cinco modelos (Vineis et al. 2010).

1.-Modelo centrado en las mutaciones y el consecuente papel que juegan el ambiente quimico,

las radiaciones y los virus como causa de dichas mutaciones.

2.-Un modelo basado en inestabilidad genética con un enfoque en los factores hereditarios.
3.-Modelo no genotdxico en el cual los mecanismos propuestos son expansion clonal y
fendbmenos epigenéticos.

4.-Seleccion de células somaticas semejante a una seleccion darwiniana y que puede abarcar
los tres modelos previos.

5.-Modelo que localiza la carcinogénesis en un contexto de organizacion tisular

En la concepcién de estos modelos se reconoce que la patogénesis del cancer y su desarrollo
temporal es un proceso multi-etapas. En un modelo de carcinogenesis en la piel, por ejemplo,
se han demostrado la ocurrencia secuencial de tres etapas: iniciacion, promocioén y progresion
(o conversion maligna). La iniciacion a causa de la exposicion a agentes mutagénicos se puede
explicar a través de la mutacion en un unico gen importante (Ej.. rasHa). Aparentemente se
observa solamente en pocas células epidérmicas y se trata de un cambio irreversible. La
promocién causa la formacion de numerosos papilomas benignos y se obtiene a través de
estimulos no mutagénicos repetidos que promueven la amplificacion de las células previamente

inicializadas. El hecho de que un anico estimulo de promocidén no sea suficiente para obtener
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un efecto estable presupone que los cambios en este nivel son primordialmente de tipo
epigenético. Los estimulos de promocion tales como inflamacion y respuesta al dafio tisular
proveen un ambiente que a través de sefales proliferativas y mitéticas, favorece la formacion
de poblaciones clonales de células inicializadas. La Ultima etapa, que se denomina progresion
o conversion maligna es un fenémeno que de forma espontanea se observa con baja frecuencia
y que es estimulado por la exposicion a agentes genotoxicos. La progresion se da por cambios
en genes especificos que alteran el ciclo celular y la apoptosis, entre otros (Hennings et al.
1993).

Se ha demostrado que para el establecimiento de cancer a nivel clinico se requieren por lo
menos 6 o 7 mutaciones. A través de un modelo matematico se ha propuesto que para la
acumulacion de dichas mutaciones se requiere de un aumento en la tasa mutacional resultado
de la inestabilidad tanto genética como genomica (Loeb et al. 2008). La tasa mutacional
espontanea en un contexto celular con eficientes mecanismos de reparacion génica no es
suficiente para la acumulacién de las mutaciones necesarias al desarrollo tumoral. La alteracion
en los mecanismos de reparacion y de control de la integridad génica proveen un mecanismo
racional para explicar el desarrollo tumoral en los tiempos descritos en epidemiologia (Loeb et
al. 2008).

En este sentido algunos autores introdujeron el concepto de fenotipo mutador, fenotipo que
resulta de mutaciones de genes caretaker, es decir genes responsables de la integridad del
DNA y de su reparacion (Negrini et al 2010). Para racionalizar y proveer un marco teorico
necesario para comprender la enorme heterogeneidad de las patologias tumorales y los
fenbmenos necesarios para su crecimiento maligno (entre los cuales se encuentra la
inestabilidad genética), se describieron caracteristicas distintivas (Hallmarks) comunes en la
biologia de todas las patologias cancerosas. Hanahan, inicialmente en el 2000 y con ulteriores
detalles y ampliaciones en el 2011, propuso seis Hallmarks: proliferacion celular sostenida, la
evasion a los supresores del crecimiento, la invasividad/capacidad metastasica, la inmortalidad
celular, la angiogénesis y la resistencia a la apoptosis (Hanahan et al. 2000; Hanahan et al.
2011).

En su revision del 2011, ademas de incluir mayores evidencias en soporte de su propuesta
anterior, extiende el nimero de Hallmarks a ocho, introduciendo la capacidad de evadir el
control del sistema inmunitario y la desregulacién del metabolismo energético (efecto Warburg).

En la misma revision, la discusion se extiende también a la inestabilidad génica y al papel del
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componente inflamatorio atribuyéndoles la habilidad de favorecer el establecimiento del fenotipo
tumoral. Segun el autor la adquisicién de los Hallmarks a lo largo de la progresién tumoral es
dependiente de la inestabilidad génica, enfatizando la importancia de este fenotipo en el

desarrollo de las patologias neoplasicas.

La complejidad observada en la etiologia y en las caracteristicas macroscopicas de estas
patologias se refleja también a nivel molecular. La activacion de onco-genes (Felsher 2008) la
desactivacion de genes supresores de tumores (caretakers y gatekeepers) por medio de
mutaciones 0 mecanismos epigenéticos son los cambios moleculares que mas se asocian a

carcinogénesis (Levitt & Hickson 2002).

Un amplio numero de genes y mutaciones han sido investigados para determinar su asociacion
con el cancer y ninguno ha demostrado ser fundamental para la carcinogénesis. Por ejemplo la
proteina p53 se encuentra mutada en el 43.28% de los canceres colorrectales, mientras que en
cancer de hueso estd mutado solo en el 14.43%. Estos datos sugieren que aungue las
patologias cancerosas encuentran una clasificacién clinica, cada caso representa una situacion
Gnica en su género debido a las numerosas combinaciones posibles de los mecanismos que

potencialmente pueden ser involucrados.

Aunado a lo anterior, diversos estudios experimentales y epidemiolégicos han mostrado

numerosos factores de riesgo asociados al cancer.

Los factores ambientales y de estilo de vida que mas se correlacionan con el aumentado del
riesgo de cancer son: El tabaquismo, la alimentacién, el sobrepeso, virus, bacterias, parasitos,

exposicion ocupacional/ambiental a carcindgenos y factores hormonales/reproductivos.

Ademas, se han descrito para algunos tipos de cancer, factores genéticos familiares que

incrementan el riesgo de este padecimiento (Weinberg. 2014).

I.2. Teorias del origen celular del cancer

Como se deduce de los antecedentes presentados previamente, las masas cancerosas estan
conformadas por numerosas poblaciones celulares heterogéneas en morfologia, expresiéon de
antigenos, tasas de proliferacion, capacidad metastasica y sensibilidad a las terapias. El origen
de dicha variabilidad es todavia causa de discusion. Dos teorias han surgido para intentar a

explicar dicho fenbmeno: las células troncales cancerosas o CTC (Cancer Stem Cells; CSC)
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(teoria jerarquica) y la expansion clonal (teoria estocastica). La teoria de las CTC se basa en la
existencia de una sub-poblacion particular de células que comparten caracteristicas con las
células troncales o CT (Stem Cells SC) las cuales son responsables de la iniciacion, progresion
y reincidencia tumoral. Por definicion, estas células posen la habilidad de autorenovarse; es
decir, la posibilidad de replicarse un numero tedricamente infinito de veces manteniendo
constante la poblacién de CTC y reproducirse asimétricamente dando lugar también a células
progenitoras capaces de diferenciarse. En conjunto estas dos caracteristicas explican la
heterogeneidad celular encontrada en las masas tumorales. Por otro lado, la teoria estocéastica
propone que en un plazo suficiente de tiempo la acumulacion de mutaciones y cambios
epigenéticos al azar junto con un proceso selectivo juegan un papel central en la etiologia de
las patologias cancerosas (Campbell & Polyak 2007; Alkatout & Kalthoff 2008). Sin embargo,
se ha propuesto una teoria que unifica las dos teorias anteriores. En este sentido se esta
discutiendo el concepto de plasticidad celular que presupone que la activacién de programas
embrionarios como es el caso de la Transicién Epitelio-Mesenquima (EMT por su hombre en
inglés) son suficientes para conferir a las células somaticas diferenciadas las caracteristicas
troncales (Mani et al. 2008; Radisky et al. 2008).

|.2 a. Las células troncales cancerosas

Las CT son importantes fisiolégicamente, tanto en el desarrollo embrionario debido a sus
propiedades de auto-renovacion y multipotencialidad, como en los procesos de reparacion de
dafios durante la vida del organismo adulto. La multipotencialidad se refiere a la capacidad de
las CT de originar mediante divisiones asimétricas todos o algunos de los tipos celulares
presentes en algin 6rgano o tejido. Ademas, por su naturaleza, las CT son altamente
resistentes al efecto citotoxico de numerosas moléculas, confiriéndoles una capacidad
intrinseca de resistencia a los farmacos. Ademas, el control de la actividad de la CT esta bajo
la influencia del microambiente que las rodea, que mediante sefiales paracrinas activa o reprime
su actividad. Evidencias experimentales correlacionan a las CTC con el desarrollo del cancer y
resistencia a distintos farmacos (Shipitsin et al. 2007; Fillmore & Kuperwasser 2008). Diversos
estudios explican la quimiorresistencia de las CTC con la sobre-expresion de transportadores
ABC y modulacion de mecanismos apoptéticos (An & Ongkeko 2009; Chiodi et al. 2011,
Abdullah & Chow 2013).
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[.2 b. La transicién epitelio-mesenquima

(Epithelial to-mesenchymal transition, EMT)

La EMT es también un proceso fisiolégico normal en el desarrollo embrionario (por ejemplo, en
la migracion de la cresta neural o la formacién del mesodermo) y en la etapa adulta en
situaciones de reparacion de dafio. Es un proceso en el que las células epiteliales adquieren
caracteristicas mesenquimales como la morfologia fusiforme y la capacidad de migracion entre
otras. Estas modificaciones son debidas a cambios en la expresion de proteinas de adhesion y
del citoesqueleto como Vimentina, N-Caderina, E-Caderina y fibronectina. Se conoce que
mensajeros como bHLH, Twist 1, Twist 2, Snail, Slug, Zebl, Zeb2, FOXC2, ruta de sefalizacion
Wnt/B-Catenina, Notch y TGFB1 son capaces de inducir la EMT, y que estas células
transformadas comparten con las CTC marcadores de membrana y caracteristicas de
resistencia a farmacos (Mani et al. 2008; Radisky et al. 2008; Ouyang et al. 2010, Igeri et al.
2011).

[.3. Quimiorresistencia.

Las adaptaciones metabdlicas y de la expresion génica que experimentan las células de cancer
como respuesta a la exposicidon a los farmacos se conoce como quimiorresistencia. En
numMerosos casos, la quimiorresistencia que se desarrolla por la exposicion a un farmaco es
eficaz contra una amplia gama de farmacos de distintas familias. Dicha resistencia cruzada
(Multi Drug Resistance, MDR) se debe a que varios mecanismos moleculares involucrados en
la resistencia son generales (Eskiocak 2008). En la figura 1 se muestran los mecanismos mas

importantes relacionados a resistencia a los farmacos.

Los méas importantes para este trabajo son los siguientes:

a) Sobre-expresion de proteinas transportadoras de membrana dependientes de ATP (super
famila de las ABC), que permiten expulsar al farmaco de la célula.

b) Modificaciones tanto genéticas como epigenéticas de las proteinas involucradas en la
apoptosis y reparacion del DNA.

c) Alteraciones de las proteinas reguladoras del ciclo celular.

d) Alteracion de blancos moleculares tales como mutaciones o cambios en la expresion

geénica.
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Fig.1: Mecanismos de la quimiorresistencia.

Las alteraciones producidas en la célula en respuesta a la exposicion al farmaco pueden modificar los
mecanismos necesarios para su accion. Adaptado de Gong et al. 2012.

I.3 a. Proteinas ABC

La super familia de transportadores de membrana dependientes de ATP (ATP-binding cassette,
ABC) consiste en su mayoria en proteinas transportadoras de membrana con afinidad para una
larga lista de substancias incluyendo azlcares, aminoacidos, farmacos, antibioticos, toxinas,
lipidos, esteroles, sales biliares, péptidos, nucleétidos, metabolitos endégenos e iones (Durmus
et al. 2015). El papel fisiologico de estas proteinas es expulsar componentes enddgenos de
sefalizacion o de desecho asi como substancias toxicas exdégenas. En las células eucariotas
estas proteinas actuan solo en direccidn centrifuga, exportando los substratos al exterior contra
gradiente de concentracion y utilizando la hidrolisis de ATP. En sus formas funcionales, las ABC
contienen por lo menos 4 dominios: dos transmembranales que forman el sitio catalitico y dos
de interaccién con ATP, con propiedad de ATPasa, que proveen la energia necesaria para el

transporte. Es ampliamente aceptado que estas proteinas, que actuan sobre un gran namero
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de farmacos, participan en la quimiorresistencia, permitiendo a la célula cancerosa expulsar la
droga e impidiendo el mantenimiento de las concentraciones citoplasmaticas necesarias para

obtener el efecto terapéutico deseado (Sharom 2008).

[.3 b. Expresién alterada de proteinas apoptéticas.

La apoptosis es un fendmeno fisiologico importante en distintos procesos, desde el desarrollo
embrionario hasta la homeostasis y mantenimiento de los organismos adultos. La apoptosis es
una forma de muerte celular programada regulada por un gran nimero de proteinas y rutas de
sefalizacion. En la célula se lleva a cabo dicho proceso mediante un desequilibrio entre
estimulos de supervivencia y de muerte que activan la degradacién de los componentes
celulares, del DNA y la sucesiva fragmentacion celular. Como ultima etapa, la fagocitosis de los
fragmentos celulares (llamados cuerpos apoptoticos) por los macrofagos, permite la eliminacion
completa de la célula apoptotica. Este mecanismo ademdas permite el reciclaje de algunos
componentes celulares sin derramar el contenido celular en el ambiente extracelular lo que
causaria una reaccion inflamatoria. Existen varios mecanismos de apoptosis. La respuesta a
dafio al DNA o estrés oxidativo son las causas mas frecuente de apoptosis intrinseca la cual
puede ser dependiente o independiente de caspasas que son enzimas que pertenecen a una
familia de cistein-proteasas. La letra ‘C-’ de la palabra ‘Caspasas’ de hecho representa la
cisteina mientras que ‘-aspasa’ recuerda la propiedad exclusiva de estas proteinas de hidrolizar
el enlace peptidico después de un residuo aminoacidico de aspartato. Las Caspasas se dividen
en dos categorias: inicializadoras como la 8 y la 9 y efectoras como es el caso de la caspasa 3.
En caso de dafio al DNA, estrés oxidativo o hipoxia, se produce un aumento de permeabilidad
mitocondrial tanto por alteraciones en el potencial de membrana, como mediado por proteinas
especificas como Bax, Bad y Bid (de las cuales Bcl-2 es su inhibidor). El aumento de
permeabilidad permite la libre difusion en el citoplasma de factores normalmente almacenados
en el espacio intramembranal tales como la Caspasa 9, el Citocromo C, SMAC, Diablo y
Omi/HtrA2, entre otros. Citocromo C en conjunto con APF1l y Caspasa 9 constituyen un
complejo con actividad proteolitica capaces de activar las Caspasas efectoras. Smac, Diablo y
Omi/HtrA2 tienen la funcidn de anular el efecto inhibitorio sobre la activacion de las Caspasas
efectoras que ejercen las proteinas IAP (Proteinas Inhibidoras de la Apoptosis). Las Caspasas
efectoras fragmentan numerosas proteinas esenciales a la vida celular y otras que constituyen
el citoesqueleto, ademas de activar numerosas DNAsas que se encargan de fragmentar el DNA

genomico (Fig. 2) (Wong 2011). La apoptosis, sin embargo puede darse también por
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mecanismos intrinsecos independientes de Caspasas como por ejemplo por medio del Factor
Inductor de Apoptosis (AlIF de su nombre en inglés). Se ha demostrado que dicha proteina se
encuentra anclada a la membrana mitocondrial interna por medio de su regién N-terminal. La
activacion de la poly(ADP-ribosa) polimerasa 1 (PARP1) en respuesta a dafio al DNA induce la
sintesis de polimeros de ADP-ribosa los cuales desestabilizan la membrana mitocondrial y
alteran la homeostasis de calcio. El calcio, al entrar en el espacio intermembranal de las
mitocondrias activa la Calpainas, cistein-proteasas dependientes de calcio. Estas enzimas
tienen la capacidad de cortar el fragmento N-terminal de AlF permitiéndole asi poder difundir en
el citoplasma y translocarse en el nucleo donde produce fragmentacion del DNA y la
condensacion de la cromatina.(Norberg et al. 2010; Vosler et al. 2009).

Los estimulos de tipo extrinsecos son otros mecanismos responsables de apoptosis. Las vias
extrinsecas presuponen la interaccion de ligandos especificos con receptores de membrana
tales como el Receptor del Factor de Necrosis Tumoral de tipo 1 (TNFR1) y Fas (CD95). Los
dominios intracelulares de dichos receptores al ligarse con sus propios agonistas (TNF1y FasL
respectivamente) reclutan numerosas proteinas formando los complejos proteicos adaptadores
ligando-receptor, conocidos como Complejos de induccion de muerte (DISC de su hombre en
inglés.). DISC por ultimo, es responsable de la activacion de la Caspasa inicializadora 8 la cual
como se menciond previamente, desencadena la cascada apoptética mediada por caspasas
(Wong et al. 2011).

Es importante resaltar que el mecanismo de accion de muchos farmacos empleados en
tratamientos oncoldgicos es inducir la apoptosis en respuesta al dafio al DNA o al aumento en
el estrés oxidativo. En los procesos de quimiorresistencia, las células cancerosas alteren dichos
mecanismos apoptoticos adquiriendo asi la capacidad de sobrevivir a los efectos citotoxicos de

estos farmacos.
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Fig. 2: Rutas extrinsecas e intrinsecas de activacion de apoptosis y proteinas involucradas.
(adaptado de Wong et al. 2011).

[.3 c. p21: ¢onco-supresor u oncogeéen?

Como se menciono anteriormente, la modulacién de los genes que controlan el ciclo celular es
un mecanismo observado en la quimiorresistencia. Entre las numerosas proteinas involucradas
en los mecanismos de control del ciclo celular se pueden nombrar p53, p27 y p21. P21 ha sido

histéricamente considerada una proteina onco-supresora asociada al bloqueo del ciclo celular,
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apoptosis y senescencia. Su activacion puede estar mediada o no por la proteina p53. Los
mecanismos mas conocidos de la accion de p21 incluyen su capacidad de inhibir la actividad
de los complejos ciclina-CDK (cinasas dependientes de ciclinas) esenciales a la progresion del
ciclo celular a través de la formacion de un complejo con el antigeno nuclear de células en
proliferacion (PCNA de su nombre en inglés). Sin embargo evidencias recientes reevallan a
p21 como una proteina con un papel dual, con efectos tanto apoptéticos como anti-apoptéticos
dependiendo del tipo y del contexto celular. Asi, el efecto de p21 parece ser resultado de una
intricada red en la que puede ademas interactuar con proteinas involucradas en reparacion de
dafio al DNA (Liu et al. 2003; Abbas and Dutta 2009). Debido a su dualidad, esta proteina no es
seleccionada negativamente durante la carcinogénesis: de hecho, se encuentra expresada en
un gran numero de neoplasias en las que puede ser utilizada como factor prondéstico
desfavorable. Se ha observado también que la sobre-expresion de p21 dependiente de ErbB2
confiere resistencia a Taxol en cancer mamario (Hawthorne et al. 2009). Por otro lado, el eje
erf2-p21 se ha asociado con el establecimiento de una poblacién con marcadores troncales,
con la reactivacion de los mecanismos anti-oxidantes y con quimiorresistencia en células
tumorales mamarias como MCF-7, MDA-MB231 y T47D (Achuthan et al. 2011). Otros reportes
muestran un incremento en la expresion de p21 en células MCF-7 en la sub poblacién con
marcadores troncales (CD44*/CD24"°%) (Clarke et al. 2005; Calcagno et al. 2010). Parte de la
explicacion a esta dualidad puede sustentase en el hecho de que las acciones de los agentes
citotéxicos utilizados en la terapia actual, actian sobre poblaciones de células mitéticamente
activas. La sobre-expresion de p21 proveeria a las células con un factor protector contra el

efecto de dichos farmacos permitiendo de esta manera la sobrevivencia celular.

|.4. Doxorrubicina

La historia de la Doxorubicina (14-hidroxyldaunorubicina) empieza en los afios 50 cuando una
industria farmacéutica italiana, Farmaitalia interesada en desarrollar nuevos agentes
anticancerosos descubre una cepa de Estreptomices capaces de producir un pigmento rojo de
lo que se purificé una molécula activa: la Daunorubicina (DAU). Por medio de mutaciones de
estos microrganismos en el intento de encontrar una alternativa menos téxica se obtuvo una
variedad bacteriana (Streptomyces peucetius Var. Caesius, ATCC Cat# 27952) de la cual se
purificO otra molécula de mayor eficacia antitumoral, que se le denomind Adriamicina

(Doxorubicina) en honor del mar Adriatico.
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La DOX un miembro de las antraciclinas, caracterizadas por una aglicona y una porcion
glucidica. La glicona es compuesta por 4 anillos condensados llamada estructura tetracénica.
En el anillo C se ubica una quinona mientras que en el anillo B se encuentra una hidroquinona.
En el carbono 4 de anillo D se sitta un grupo metoxilo y en el carbono 9 del anillo A se encuentra
un grupo carbonilo. La parte glucidica esta constituida por un residuo 3-amino-2,3,6-trideoxi-L-
fucosilica unido a través de enlace glicosidico al carbono 7 del anillo Ay que ha demostrado ser
esencial para la actividad anti-tumoral de la molécula. La Unica modificacion entre la DAU y la
DOX es que en la primera la cadena lateral en el carbono 9 el grupo carbonilo termina con un
grupo metilo mientras que en la DOX se encuentra un grupo —C20H (alcohol primario) (figura.
3). Aunque el cambio estructural parece minimo entre las dos moléculas, éste es responsable
de cambios marcados en el espectro de accion y potencia entre las dos variantes ( Jarvinen et
al. 2000; Czeczuga et al. 2004; AbuHammad et al. 2013). Se ha propuesto que estos farmacos
ejercen su efecto terapéutico por lo menos mediante tres mecanismos: actuando como
intercalante del DNA, inhibiendo la actividad de la Topoisomerasa lla y por una exacerbada
produccioén de radicales libres. La DAU es ampliamente utilizada en el tratamiento de leucemias,

mientras que la DOX es el farmaco de primera linea en canceres solidos.

Fig. 3: Estructura de Daunorubicina y de Doxorubicina. Se evidencian lo grupos funcionales
constituyentes las Antraciclinas y la modificacién que caracteriza la Doxorubicina. (Elaboracion
propia)
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La administracion de DOX es seguida por una rapida depuracién plasmatica y una significativa
distribucion tisular. La vida media terminal de la DOX es de aproximadamente 30 horas. La DOX
es parcialmente metabolizada en Doxorubicinolo y en menor cantidad en anglicén. La principal
via de eliminacién es por heces y via biliar. Los efectos adversos incluyen leucopenia,
trombocitopenia, anemia, alopecia y estomatitis destacando el efecto cardiotoxico que
representa el mayor limite en su utilizacion terapéutica. Se ha descrito que dicho efecto adverso
es debido a la formacion de radicales libres. La DOX sufre una reduccion a su forma semi-
quinoénica catalizada por microsomas, sarcosomas y mitocondrias. En presencia de oxigeno la
semi-quinona rapidamente se reduce nuevamente a quinona con la consecuente produccion de
superoxido (O3’) y otras especies reactivas de oxigeno (ROS, Reactive Oxygen Species). El
efecto cardiotoxico de la DOX incluye dafios y anormalidades de las membranas tanto
mitocondriales como del reticulo sarcoplasmatico. Algunos estudios apuntan a que la
responsable de la fase reductiva del ciclo Redox de la DOX es la NADH-dehidrogenasa
mitocondrial. Sin embargo, otros reportes proponen mecanismos adicionales que incluyen la
actividad del Complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial (Davies & Doroshow 1986).
Ademas, algunos autores sugieren que la cardiotoxicidad de las antraciclinas es mediada por
el efecto que estas moléculas ejercen sobre la Topoisomerasa |If expresada especificamente
en el masculo cardiaco (Zhang et al. 2012).

Otro de los efectos adversos de la DOX es la capacidad de las células cancerosas de desarrollar
resistencia al tratamiento. En tal sentido, ademas de los mecanismos generales de
quimiorresistencia, se ha demostrado que alteraciones en la expresion de la Topoisomerasa llq,
blanco molecular de la DOX, se asocia a un menor efecto citotoxico inducido por ésta
antraciclinaa (Jarvinen et al. 2000; AbuHammad & Zihlif 2013).
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I.5. Glandula mamaria y cancer
I.5 a. Desarrollo y funcion mamaria

La mama es una glandula exclusiva de los mamiferos y su funcion es sintetizar y secretar la

leche para la nutricion, proteccion y el desarrollo 6ptimo del recién nacido.

La mama esta compuesta de tejidos glandulares (secretores) y estromales (vasos sanguineos,

conductos linfaticos asi como tejido adiposo y conectivo) (Fig. 4).

Fig.4: Componentes principales de la glandula mamaria. (Adaptado de http://www.cancer.org/)

A diferencia de la mayoria de los 6rganos del cuerpo que maduran durante la vida embrionaria,
la glandula mamaria alcanza su diferenciacion funcional hasta el primer embarazo-lactancia

(Hassiotou 2013). Asi, durante el ciclo de vida de las hembras de los mamiferos, la glandula
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mamaria sufre numerosas modificaciones agrupadas en las siguientes etapas: el crecimiento
fetal e infantil (prepuberal), la expansion durante la pubertad, la remodelacion-diferenciacion
asociada con el embarazo y la lactancia, y finalmente la involucion post-lactancia y post-

menopausica.

En la etapa fetal las lineas mamarias provenientes del ectodermo emergen a la superficie ventral
a cada lado de la linea media desde la axila hasta la ingle. Dependiendo de la especie,
apareceran nodulos de células hacia la dermis para formar los brotes mamarios. Al nacimiento,
la glandula mamaria consta primordialmente de conductos poco arborizados. Hasta este punto
del desarrollo, el crecimiento de la glandula es isométrico y esta confinado principalmente a una
extension modesta del sistema de conductos dentro del cojinete graso. Durante la pubertad se
presenta un crecimiento alométrico de la glandula mamaria donde prolifera tanto el sistema
glandular como del estroma. De hecho, en la mujer el crecimiento del estroma mamario precede
al del glandular y la ganancia neta de tejido epitelial es menor comparada con la cantidad de
tejido adiposo. En las hembras juveniles y adultas nuliparas se da un proceso ciclico de
proliferacion-diferenciacion-apoptosis en el epitelio glandular que es regulado primordialmente
por las hormonas del ciclo ovéarico. Durante la gestacion ocurre una rapida e intensa
proliferacion celular y se lleva a cabo la diferenciacion terminal alveolar que trae como
consecuencia la capacidad de sintetizar la leche. Una vez que cesa la lactancia, los alvéolos
sufren de un proceso apoptético masivo y de remodelacion del estroma denominado involucion,
gue da como resultado un epitelio mamario similar al que se tenia antes de la gestacion (Mephan
1987).

El crecimiento y diferenciacion del epitelio mamario esta regulado por una gran diversidad de
mensajeros neuroenddécrinos entre los que se incluyen a los esteroides ovaricos (estradiol y
progesterona), a hormonas peptidicas (hipofisiarias, placentarias), tironinas, aminas y factores
de crecimiento paracrinos (Tresguerres-Fernandez 2010). Estos mensajeros actlan
directamente y se conoce que también participan en la sintesis y liberacion de otros factores
locales paracrinos y autécrinos, tanto en el parénquima como en el estroma mamario (Hassiotou
& Geddes 2013).

El estroma intra-lobular se conforma de células mesenquimales que son altamente sensibles a
las sefiales del micro-ambiente hormonal. Dicho estroma ha sido asociado con la iniciacion y la
progresion de diversas etapas de desarrollo mamario a través del crosstalk con el epitelio

glandular. Poco se sabe acerca de las cascadas de sefializacion entre el estroma y el epitelio
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que estimulan el desarrollo mamario, asi como de los cambios histologicos dentro del estroma
y el epitelio durante el ciclo embarazo-lactancia. También se tiene poca informacién relativa a
los marcadores que identifican los varios tipos celulares presentes en la glandula en descanso

y en la glandula funcional (Hassiotou & Geddes 2013).

Se cree que la capa basal perilobular contiene poblaciones de células troncales mamarias bi-
potentes. La presencia de células troncales en la glandula mamaria fue postulado con base a
su capacidad para expandirse e involucionar repetidamente a lo largo de la vida adulta. Un
cultivo en tres dimensiones de mamoesferas demostro la presencia de células bi-potentes con
capacidad de auto renovacion, ademas de una poblacion de células progenitoras en el epitelio
mamario en reposo (Dontu et al. 2003). Se ha reportado que el perfil CD493©/CD29*/CD24ba°
caracteriza una poblacion bi-potente de células troncales en la glandula en reposo, con
capacidad de diferenciarse tanto en células l6bulo-alveolares como en células mioepiteliales.
Se cree también que la citoqueratina 5 (CK5) es un marcador especifico de las células troncales
mamarias, y parece ser altamente especifica de la capa basal tanto en la mama en reposo como
en la lactante (Hassiotou & Geddes 2013). En el tejido glandular, la identificacion de los tipos
celulares que la constituyen se realiza generalmente utilizando distintas citoqueratinas
especificas de cada tipo celular: 19 (CK19) para células ductales, 18 (CK18) para células
alveolares y 14 (CK14) para las células mioepiteliales, las cuales también son positivas para
actina de musculo liso (SMA).

Aunque la expresion de las distintas citoqueratinas se utiliza para diferenciar entre estos
subtipos epiteliales, algunas investigaciones han demostrado la presencia de una pequeiia
poblacion de células doble positivas CK19/CK14 6 CK18/CK14 en el epitelio mamario, lo que
indica células en transicion. Ademas se ha postulado que CK14 es un marcador para células
troncales mamarias o de progenitores mioepiteliales. Esto demuestra la presencia de una
jerarquia dentro del epitelio mamario por lo que todavia es necesario identificar marcadores
mas especificos de las distintas etapas de diferenciacion celular a lo largo de este continuum
jerarquico (Hassiotou & Geddes 2013). De hecho, esta caracteristica de multipotencialidad
celular que distingue al epitelio mamario ha permitido explicar en parte la elevada incidencia de
cancer mamario en mujeres nuliparas donde los componentes |6bulo-alveolares mamarios no
completan su diferenciacion terminal y las células troncales con el pasar del tiempo parecen ser

mas susceptibles de volverse cancerosas (Gleicher et al. 2013).

26



.5 b. Cancer mamario

Segun un criterio histopatologico, la OMS clasifica los canceres que afectan la glandula mamaria
en siete familias: epiteliales, mioepiteliales, mesenquimales, fibroepiteliales, tumores del pezon,
linfomas y metastasis de otros canceres primarios. A su vez, estas familias se pueden dividir en
subgrupos con caracteristicas histoldégicas y moleculares que reflejan distintas prognosis y
perfiles clinicos (IARC 2003).

De todos los tipos de cancer mamario (CM), los mas frecuentes son el carcinoma ductal invasivo
con una prevalencia de 40-75% y el carcinoma lobular invasivo que representa el 5-15%; ambos
originados del componente epitelial de la glandula. Segun las estadisticas mas recientes de
Globocan (IARC) 2012, el CM a nivel mundial tiene una incidencia de 1,761,000 nuevos caso
anuales con una mortalidad de 522,000. So6lo en México cada afio se detectan 20,444 nuevos
casos Yy la muerte de 5,680 mujeres por este tipo de cancer, representando por lo tanto una

patologia de fuerte impacto a nivel social y econémico.

Diversos datos experimentales y epidemiolégicos sustentan la existencia de factores tanto de

riesgo como protectores en la incidencia de CM.

Los factores de riesgo mas determinantes son el género y la edad. Se estimé que las mujeres
tienen un riesgo 100 veces mayor que los hombres y una mujer de 70 afios tiene un riesgo 10

veces mayor que en una mujer de 30 afos.

Factores hereditarios y genéticos (Apostolou & Fostira 2013)

Entre las mutaciones genéticas de alta penetrancia destacan:

El gen BRCAL (Breast Cancer 1) codifica por una fosfoproteina nuclear que actia como gen
supresor de tumores a través de mantener la estabilidad gendmica. Mutaciones germinales en
dicha proteina aumentan el riesgo de desarrollo de CM al 80% y el riesgo de cancer ovarico al
40%. Las células tumorales con mutaciones en este gen han demostrado tener un fenotipo triple
negativo [ausencia de receptor de estrogenos (ER)], de progesterona (PR) y de factor humano

de crecimiento epidermal 2 (hEGF2).
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El BRCA2 (Breast Cancer 2) contiene 27 exones y varias mutaciones pueden ocurrir a lo largo
de todo el gen. Los canceres caracterizados por mutaciones en BRCA2 normalmente expresan

ER y PR y muestran un comportamiento similar a los canceres esporadicos.

El p53: es un gen supresor de tumores involucrado en el control de ciclo celular e induccién de
apoptosis en caso de dafio génico. Mutaciones de p53 en la linea germinal aumentan el riesgo
de desarrollar canceres a lo largo de la vida en un 90%, y aumentan el riesgo de desarrollar CM

juvenil (antes de los 45 afios) de 18-60 veces.

El gen PTEN (Homologo de fosfatasa y Tensina) codifica por una proteina con funcion de
fosfatasa que defosforilando proteinas y lipidos induce arresto del ciclo celular y apoptosis.
Mutaciones en su secuencia aumentan el riesgo de CM en un 50%, de tiroides en un 10% vy el

de endometrio de un 5-10%.

El STK11 es el gen que codifica una proteina con funciones de cinasa de serin-treonina y
participa en la regulacién del ciclo celular e induccion de apoptosis siendo de tal forma un gen
supresor de tumores. Mutaciones de dicho gen correlacionan con el aumento de en el riesgo de
desarrollar cualquier tipo de patologia cancerosa hasta en un 85%.

Mutaciones en la linea germinal de E-Caderina (CDH1), proteina de adhesién dependiente de
calcio se asocian a un aumento de riesgo de cancer lobular de mama, asi como canceres

colorrectal y gastrico.

Alteraciones génicas de moderada penetrancia se han encontrado en: CHEK2 (Checkpoint

kinase 2), PALB2 (FANCN, gen de la anemia de Fanconi), ATM (gen ataxia telangiectasia
mutado), BRIP1 (BRCAL interacting protein C-terminal helicase 1), RAD51C (RAD51 paralogo
C) y XRCC2.

El producto del gen CHEK2 (Checkpoint kinase 2) es una cinasa de treonina activada por dafios
al DNA que media la activacion de complejos de reparacion. Una mutacién especifica en este
gen (c.1100delC) incrementa el riesgo de CM bilateral y duplicacion en la incidencia cancer
mamario masculino. Familias homocigotas para esta mutacién tienen 6 veces mas riesgo de

desarrollar CM.

El gen PALB2 (FANCN, gen de la anemia de Fanconi) codifica una proteina que interacttia con

BRCA2 durante la recombinacion homologa y de reparacion de las rupturas de la doble hélice
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del DNA. Mutaciones en la linea germinal se asocian a un aumento del riesgo de CM de 5.3

veces.

La proteina producida por el gen ATM (gen Ataxia Telangiectasia Mutado) es una cinasa
relacionada a PI3K, la cual muestra multiples funciones complejas como orquestar la reparacion
de dafio al DNA, a través de un mecanismo que incluye a p53, BRACAl y CHECK2. Se ha
propuesto que mutaciones de este gen se asocian a un aumento en el riesgo de desarrollar CM

de 2 veces llegando a ser de 5 veces en mujeres con menos de 50 afios de edad.

La proteina originada de BIRP1 (BRCA1 interacting protein C-terminal helicase 1) interactia
con BRCAL. La expresion de una version trunca de BRIP1 incrementa el riesgo de CM en
familias con alto riesgo no asociado a mutaciones de los genes BRCA1 y BRCAZ2.

El gen RAD51C (RAD51 paralogo C) codifica una proteina esencial en la recombinacion
homologa durante la reparacion de dafio al DNA. RAD51C se ha investigado en 1100 familias
con alto riesgo de cancer tanto mamario como ovarico. En las que previamente de determiné
no tener mutaciones en BRCA1 o BRCA2. 1.3% de estas familias afectadas por ambas
patologias cancerosas han demostrado tener una mutacion en la linea germinal de dicho gen.

Ninguna mutacion se ha detectado en las familias afectadas unicamente por CM.

La proteina producida por el gen XRCC2 al igual que numerosas proteinas mencionadas
previamente estd involucrada en la reparacion por recombinacién homéloga de los dafios al
DNA. Mutaciones de esta proteina se han asociado a un aumento de riesgo para desarrollar

diversas patologias cancerosas, especialmente en la mama.

La densidad de glandula mamaria también es un factor de riesgo y esta altamente asociado a
la raza, donde las mujeres caucésicas presentan una mayor densidad. Este riesgo varia desde
el 1.76 en las mujeres con baja densidad mamaria hasta un 4,64 en las mujeres con densidad
elevada.

Factores Reproductivos

La nuliparidad, la menarca temprana, la menopausia tardia y una edad avanzada para el primer
embarazo se relacionan con un mayor riesgo de cancer mamario. Por otra parte, el embarazo

antes de los 20 afios, la menarca tardia, la menopausia temprana y la ovariectomia en las
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mujeres menores de 35 afios de edad se cuentan como factores que protegen contra el cancer
mamario. Este conjunto de datos han dado lugar a la hipdtesis de que la completa diferenciacion
del tejido l6bulo-alveolar mamario que ocurre después del primer embarazo y lactancia son
factores decisivos en la susceptibilidad de las células mamarias a volverse cancerosas (Bray et
al. 2004).

Por otra parte, otro factor reproductivo considerado como posible factor de riesgo es el uso de
anticonceptivos hormonales. Formulaciones a base de estrogenos y progestagenos es la forma
de anticoncepcion mas utilizada en el mundo bajo diferentes modalidades, dosis y
combinaciones de esteroides. En diversos estudios epidemiolégicos no se ha encontrado una
asociacion consistente entre el uso de anticonceptivos orales y el riesgo de cancer mamario.
Sin embargo algunos estudios, han identificado que dicho riesgo se incrementa en mujeres que
inician el consumo de anticonceptivos orales antes de los 25 afios y por un periodo mayor a

veinte afos (Danaei et al. 2005).

Estilo de Vida

Estudios epidemiolégicos de poblaciones migrantes mostraron la primera evidencia solida de
que los factores culturales/ambientales son factores determinantes en la incidencia de cancer
mamario (Bray et al. 2004). Esta bien documentado que en poblaciones asiaticas, que
comunmente presentan una baja incidencia de cAncer mamario en sus paises de origen, cuando
emigran a paises occidentales, incrementan el riesgo y la incidencia de esta enfermedad en las
generaciones sucesivas. También se ha observado un incremento en la incidencia de CM en
los paises en vias de desarrollo que modifican sus habitos de alimentacion y calidad de vida
semejantes al de los paises desarrollados (Ziegler et al. 1993). Con base en estos hallazgos se
han sefialado varios factores nutricionales asociados al riesgo/prevencion de cancer mamario.
Algunos de los factores que aumentan el riesgo son: 1) la obesidad, 2) el alto consumo de grasa
total y grasa saturada, 3) el consumo de carne al carb6n quemada o muy cocida, y 4) la ingesta
de alcohol. En contraste, los factores que reducen el riesgo son: 1) el consumo de frutas y
verduras, 2) el consumo de carotenoides, 3) el consumo de soya y algas marinas, 4) el consumo
de fibra y 5) el aumento de la actividad fisica (Cann et al. 2000; Gerber et al. 2003; Danaei et
al. 2005).
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I.6. El yodo en los procesos fisiolégicos y neoplasicos.

El yodo es un elemento de la tabla periddica perteneciente a la familia de los halégenos con
simbolo I. Al igual que los otros halégenos posee 6 nimeros de oxidacién (-1, 0,+1,+3,+5,+7) lo
que le confiere la capacidad de formar un gran nimero de compuestos. En la naturaleza el yodo
se presenta mas comunmente en forma de yodatos (103"). El yoduro (I) y el yodo con nimero

de oxidacion cero, es decir en forma molecular (I2), son otras de sus configuraciones naturales.
Todas estas formas quimicas se encuentran con mas abundancia en las aguas marinas que en
la tierra solida. El intercambio de yodo desde el ambiente marino a los ambientes terrestres es
mediado por compuestos organicos yodados tales como CHsl, CH2CIl, CHzl2, CH3(CH2)2l, que
por su volatilidad abandonan las aguas marinas para depositarse en la tierra firme (Hou et al.
2009). La introduccién de estos compuestos yodados en el ciclo biologico es resultado de
numerosas transformaciones tanto espontaneas como mediadas por enzimas. Asi el 103 es
introducido por medio del metabolismo de bacterias y fitoplancton. La reduccion del 103 a su
forma I- se realiza por medio de enzimas que también catalizan la reduccion de los nitratos a
nitritos. Por medio de peroxidasas el I es oxidado a forma molecular (Amachi et al. 2007;
Kazuaki 2009). Algunos autores demostraron que la internalizacion del yodo por parte de las
células sigue una cinética de tipo Michaelis-Menten sin dependencia de ATP, caracteristicas de
mecanismos de difusién facilitada (Kipper et al. 1998). Aunque el papel fisiol6gico mas
estudiado en vertebrados es su participacion en la sintesis de las hormonas tiroideas,
numerosos estudios han demostrado la participacion de este elemento en muchas mas
funciones. Efectivamente, numerosas investigaciones han mostrado que el yodo a
concentraciones moderadamente altas exhibe variados efectos extra tiroideos (Miller 2006). Se
ha demostrado a través de gammagrafia que el radioisétopo 13!l es detectado en estémago,
glandulas salivares, liquido periencefalico y mama a partir de 30 minutos después de su
administracion (Venturi 2010). En 1961 Brown-Grant reporté que algunos organos concentran
transitoriamente el yodo entre los cuales se incluyen: leucocitos, placenta, utero, glandulas

lagrimales, plexo coroideo, 0jos, corteza suprarrenal, pancreas, higado, mucosa intestinal,
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nasofaringe, piel, y ovarios (Brown-Grant 1961). Aunque no se conoce con certeza el papel
fisiologico del yodo en estos tejidos, se ha mostrado que su presencia actia como un poderoso
antioxidante (Hincal 2009). Venturi ha propuesto que la falta de yodo participa en la patogénesis
del cancer géstrico (Venturi 1993). En la tiroides también existen evidencias que correlacionan
la carencia de yodo con procesos cancerosos (Belfiore et al. 1987). Se ha observado que la
escasez de yodo es suficiente para provocar tanto en el humano como en la rata, atipia,
displasia y mayor incidencia de neoplasias en la glandula mamaria (Eskin et al. 1968, Kilbane
et al. 2000). Estudios clinicos utilizando yodo molecular a concentraciones milimolares
mostraron la disminucion significativa tanto en los sintomas como en los procesos inflamatorios
de fibrosis mamaria (Ghent et al. 1993; Kessler 2004).

El andlisis de datos poblacionales también considera el yodo como compuesto activo contra el
desarrollo canceroso. La baja incidencia de cancer de mama ha sido ampliamente estudiada en
la poblacién japonesa. Segun las estadisticas de 1997, la incidencia de cancer mamario
ajustada por edad entre la poblacion japonesa era de 6.6 casos cada 100000 habitantes en
comparacion con los 22 y los 27 de Estados Unidos e Inglaterra respectivamente (Parker et al.
2008). Ademas, estudios de migracion confirman que la menor incidencia en estas poblaciones
es debida a factores ambientales y de estilo de vida mas que a elementos genéticos
(LeMarchand et al. 1985; Shimizu et al. 1991; Minami et al. 1996; Parker et al. 2008). Entre los
factores considerados el mas notorio es la alimentacion. La alimentacion oriental se basa en
ingredientes muy distintos respecto a la alimentacion occidental, entre los cuales sobresale una
alta ingesta de fitoestrégenos (a través de la soya) y de yodo por el consumo de algas marinas
(Pisani et al. 1999). Entre las varias familias de algas utilizadas en la dieta japonesa tres son
las mas conocidas: nori (Porphyra sp.), wakame (Undaria pinnatifida) y la kombu (Laminaria
sp.). Se sabe que las algas marinas son almacenes naturales de yodo en numerosas formas
guimicas. Las algas nori y la wakame tienen un contenido de yodo de alrededor de 20-40 ug/g
mientras que las algas kombu contienen una cantidad alrededor de 2500ug/g ( Mussig 2009;
Zava & Zava 2011). Dicho estilo de alimentacién resulta en una ingesta de yodo en la poblacién
oriental de 25 veces mayor respecto a las poblaciones occidentales (Konno et al. 1993). El
aumento de la incidencia de cancer mamario observado en los ultimos decenios en la poblacion
japonesa moderna parece asociarse en el abandono de la dieta “oriental” tradicional (Zava &
Zava 2011).

De las numerosas formas quimicas del yodo, no todas tienen la capacidad de contrarrestar las

patologias cancerosas. Se ha demostrado que mientras el yoduro es mas efectivo en
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restablecer un perfil eutiroideo en sujetos hipotiroideos, la forma quimica mas activa como anti-
carcinégeno es la forma molecular (I2). Usando el modelo murino de carcinogénesis por N-metil-
N-nitrosourea se demostro que la ingesta especifica de yodo molecular y no de yoduro o tiroxina,
previene la incidencia de cancer mamario alrededor del 70 por ciento (Garcia-Solis et al. 2005).
El yoduro también ha demostrado ejercer efectos antineoplasicos. Sin embargo su actividad es
dependiente de peroxidasas (TPO y LPO), indicando que el mediador de dichos efectos es el
yodo molecular resultado de la oxidacion del yoduro (Vitale et al. 2000; Soriano et al. 2011).
Los mecanismos de accion del yodo se dividen en efectos directos o indirectos. Entre los
directos se describe su accién antioxidante a concentraciones bajas y oxidante en altas
concentraciones actuando sobre la permeabilidad mitocondrial involucrando entre otros la
apoptosis mediada por el factor inducible de apoptosis (AlF por su sigla en inglés) (Shrivastava
et al. 2006). Entre los efectos indirectos se describen los mediados por la formacion de
yodolipidos. Varios yodolipidos pueden formarse en la tiroides después de un suplemento
moderadamente alto de yodo en la dieta, pero pocos han demostrado tener actividad bioldgica.
Entre ellos destacan el 2-yodohexadecanal (2-IDHA) y la 8,11,14-eicosatrienoic-6-yodo-6-
lactona (6-IL) derivados de la reaccién del yodo con un fosfolipido perteneciente a la familia de
las plasmenil etanol-aminas y el acido araquidonico (AA), respectivamente. El 2-IDHA ha
demostrado inhibir tanto la sintesis de peroxido de hidrégeno dependiente de NADPH asi como
la actividad de la adenilato ciclasa. En altas dosis ha mostrado también la capacidad de inhibir
tanto la formacion dependiente de hormona estimulante de tiroides de adenilato ciclico (CAMP)
como la formacion de Inositol-3-fosfato (Preedy et al. 2009).

Por otro lado, la 6-IL se produce a partir del acido araquidonico (AA). El AA es un acido graso
esencial en la composicién de la membrana citoplasmatica y es el precursor leucotrienos y
prostaglandinas, compuestos que median inflamacién y la respuesta inmune. También es
percusor de tromboxanos presentes en las plaquetas. La 6-IL ha sido detectada in vivo tanto en
tiroides como en tejido sano y canceroso de glandula mamaria después de haber administrado
concentraciones moderadamente elevadas de yodo molecular en la dieta (Dugrillon et al. 1994;
Nufiez-Anita et al. 2009). En un reporte de nuestro laboratorio se observo que las células
cancerosas (MCF-7) eran mas susceptibles a la induccion de apoptosis que las células
mamarias sanas (MCF-12) al ser suplementadas con 200 pM de yodo molecular. Esta
susceptibilidad se correlacioné con una mayor generacién de 6-IL y que dichas células

cancerosas contenian una mayor cantidad AA. Por lo tanto se concluy6 que el efecto diferencial
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del 12 en células cancerosas estaba relacionado a presencia de AA que constituye en
consecuencia el factor limitante en la sintesis de 6-IL (Aceves et al. 2009). Ademas, a traves de
un ensayo de retardo electroforético (EMSA por su nombre en inglés), se demostré que la 6-IL
se une especificamente y con alta afinidad a las proteinas PPAR, y es capaz de activar los
elementos de respuesta especificos (PPRE) en un modelo de trans activacion con células MCF-
7 (Nufiez-Anita et al. 2009).

I.7. Receptores Activados por Proliferadores de Peroxisomas (PPAR)

Los PPAR son una familia de proteinas que abarca tres miembros: alfa, beta/delta y gama. Su
papel es de reguladores del metabolismo energético y sus ligandos endégenos son moléculas
derivadas de lipidos. PPAR alfa se encuentra en el higado y, en niveles menores, en el misculo
cardiaco y huesos. La forma beta/delta es ubicua y, aunque no se conocen los detalles, ejerce
un efecto general en el control energético. El tipo gama a su vez se encuentra en cuatro distintas
isoformas, cada una con su propia ubicacion (Fig. 5):

Gamal es expresada virtualmente en todos los tejidos, incluyendo masculo cardiaco, musculo
estriado, colon, rifion, pancreas y bazo. La isoforma Gama 2 se expresa especialmente en tejido
adiposo blanco mientras que la Gama 3 se expresa en macrofagos, intestino y tejido adiposo

blanco. Por ultimo, la isoforma 4 se encuentra en las células endoteliales (Tyagi & Gupta 2011).

Gen

PPARY! . m 477aa

PPARY2 [ 505w
PPARys [ 477

PPARy4 [ 1 477aa
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Fig.5: Estructura del gen de PPARY y sus productos. Como se observa las cuatro isoformas son
originadas por promotores alternativos. Adaptado de Zappavigna et al. 2013

La estructura de la proteina es constituida por 4 dominios.

El dominio A/B es responsable de reclutar los co-factores para la regulacion de la transcripcion.
El dominio C es un dominio de dedos de zinc y es el sitio de reconocimiento del elemento de
respuesta y de interaccion con el DNA. D conecta el dominio C con el dominio E/F, en donde
se encuentra el sitio de unién a los ligandos (Astraci & Banerjee 2009). Se ha demostrado que
el receptor gama, tiene numerosos efectos fisioldgicos tanto en el metabolismo de los acidos
grasos como en la mediacion de la inflamacion, asi mismo es relevante en contextos patologicos
como la resistencia a la insulina y el cancer (Astraci and Banerjee 2009). Por su capacidad de
disminuir la concentracion de glucosa y de revertir la resistencia a la insulina, los agonistas
sintéticos de alta afinidad como la Rosiglitazona (RGZ) han sido utilizados en estudios clinicos
y propuestos como tratamiento de la diabetes de tipo 2 (Willson et al. 2001). Su activacion
favorece el almacenamiento y la oxidacién de &cidos grasos en adipocitos a través de la
activacion de la proteina que liga los acidos grasos (fatty-acid-binding-protein, FABs) y de la
proteina desacoplante 3 (UCP3). En el masculo, la activacién de PPARYy se ha asociado con un
incremento de la oxidacion de glucosa a través de la regulacion de piruvato dehidrogenasa-
quinasa (PDK4) y de &cidos grasos por el aumento de UCP3. En los macréfagos, los eventos
que participan en la regulacion de los acidos grasos abarcan un aumento en la absorcién de
lipoproteinas de baja densidad oxidadas (oxLDL) relacionado al aumento de CD36 y un
incremento de la expulsién de colesterol producido por la sobrexpresion de una bomba de
membrana ABC (ABCal). Por ultimo, el higado en respuesta a los agonistas de PPARy
presenta un aumento en la glucogénesis que se propone ocurre a traves de la regulacion de
fosfoenolpiruvato carboxil-quinasa (PEPCK) (Fig. 6). En conjunto, estos mecanismos provocan
un aumento en la sensibilidad a insulina y una disminucion en los niveles circulantes de glucosa

y triglicéridos (Willson et al. 2001).
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Fig. 6: Esquema de los efectos de la activacién del PPARy sobre el metabolismo de los
acidos grasos. AGL = Acidos Grasos Libres. Adaptado de Willson et al. 2001.

En relacién al cancer, la activacion de PPARYy induce procesos de re-diferenciacion en células
cancerosas pequefias de pulmon y en cancer de cerebro (Chang & Szabo 2000; Pestereva et
al. 2012). Se ha demostrado también la reversién parcial de EMT en cancer anaplasico de
tiroides (Aiello et al. 2006). Su activacion por agonistas sintéticos como RGZ, Pioglitazona y
Trosiglitazona generan disminucion en la expresion de las bombas de membrana ABC y por
tanto reversion de multi-resistencia (Girnun et al. 2008; Davies et al. 2009; Weiss et al. 2009;
Chen et al. 2010), aunque existen reportes donde contrariamente se observa un aumento en la
expresion de dichos transportadores (Apostoli & Nicol 2012). Agonistas de PPARYy se relacionan
con un aumento en la apoptosis a través de activacion de caspasa-3, aumento en el cociente
Bax/Bcl-2 y baja en la expresion de survivina y ciclooxigenasa-2 (Liu et al. 2005; Liu et al. 2007,
Yang 2013).
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[.8. Antecedentes especificos

Numerosos grupos se han enfocado en mejorar la eficacia de los tratamientos
quimioterapéuticos utilizando moléculas naturales para limitar el establecimiento de
quimiorresistencia y para evitar un aumento en la toxicidad. El Iz ejerce efectos antineoplasicos
en distintos canceres, y su accion parece estar mediada por diversos mecanismos. A una
concentracion moderadamente alta el I2 produce una marcada despolarizacion de la membrana
mitocondrial desencadenando la apoptosis (Shrivastava et al. 2006). De forma indirecta y
dependiendo del contexto celular, el yodo genera el yodolipido 6-yodolactona (6-IL) que al
activar a los receptores PPARYy induce mecanismos de diferenciacién y apoptosis. Estudios de
nuestro laboratorio demostraron que en co-administracion con DOX, el |2 sinergiza el efecto
antineoplésico permitiendo disminuir hasta 4 veces las dosis de DOX manteniendo la eficacia
del tratamiento en roedores (Alfaro et al. 2013) y evitando la instalacion de quimiorresistencia
tanto en roedores como en humanos (Peralta et al. 2011; Alfaro et al. 2013). En este trabajo se
desarrolld una linea celular DOX-resistente como modelo para describir los mecanismos
moleculares involucrados en dicha quimiorresistencia y analizar la participacién del Iz en dichos

procesos.

Il. Hipotesis

El yodo posiblemente revierte la quimiorresistencia en células MCF-7/D resistentes a través de
la activacién de los receptores PPARy induciendo la re-diferenciacion celular a un fenotipo

sensible y menos agresivo.

lll. Objetivos

[ll.a Objetivo General
Analizar el efecto del yodo molecular en los mecanismos de quimiorresistencia inducidos por

Doxorubicina.
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lll.b Objetivos Especificos

1. A partir de la linea celular MCF-7 silvestre (MCF-7/W), establecer un modelo celular de
quimiorresistencia mediante su exposicion continla a bajas concentraciones de DOX (MCF-
7/D).

2. Cuantificar la expresién de genes involucrados en la quimiorresistencia y caracterizar el
efecto de 2 sobre dichas expresiones.

3. Caracterizar las poblaciones de tipo troncal y EMT presentes de las células MCF-7/D en
presencia de DOX y/o l2.

V. Materiales y métodos

IV.1. Cultivos celulares

Se utilizaron células MCF-7 (ATCC® HTB-22) obtenidas de American Type Culture Collection
(ATCC). Dicha linea celular fue obtenida a partir de una metastasis pleural y es ampliamente
utiizada como modelo de adenocarcinoma mamario bien diferenciado y positivo para
receptores de estrégeno. Ademas esta linea celular se ha utilizado como linea preferencial para
el establecimiento de sub-lineas quimiorresistentes. Todos los cultivos se llevaron a cabo en
medio DMEM (GIBCO) Suero bovino fetal (FBS) al 10% y 100U/ml de penicilina y 100ug/ml de

estreptomicina. Los cultivos se mantuvieron en incubadora a 37°C y 5% de CO..

IV.2. Establecimiento de linea quimiorresistente (MCF-7/D) a partir de MCF-7/W

A partir de la linea celular de MCF-7 silvestre (MCF-7/W) se obtuvo una linea MCF-7 resistente
a Doxorubicina a través de tratamientos con Doxorubicina (10nM) en solucién acuosa por lo
menos por 4 pasajes (aprox. 30 dias).

La Doxorubicina se utilizé en la forma farmacéutica de Adriblastina (farmacéutica Pfizer) con la
siguiente composicion: 250mg fructosa/5Smg metilparabeno cada 50mg de clorhidrato de
Doxorubicina (P.M. 579,99g/Mol). Por lo tanto se siguio la siguiente proporcion para preparar

las soluciones: 6.1mg Adriblastina = 1mg de Doxorubicina-HCI pura.
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IV.3. Determinacién de proliferacion celular y calculo del coeficiente de interaccion.

Se sembraron 25000 células en cada pozo de cajas de seis pozos de 3.5 centimetros. Al dia
siguiente se hizo un conteo inicial para verificar el numero efectivo de células sembradas
obteniendo el valor de tiempo cero (TO) y se inicio el tratamiento experimental. EI medio se
cambio diariamente repitiendo los tratamientos especificos. Al grupo I2/DOX los dos compuestos
fueron administrados juntamente. A las 96 horas las células se trataron con 1ml de tripsina se
disgregaron por pipeteo y se contaron en camara Neubauer contabilizando 5 campos. Todos
los ensayos se hicieron por duplicado. La cuantificacion se repiti6 por lo menos en tres

experimentos independientes.

El coeficiente de interaccion (Cl) se calculd con la siguiente formula modificada de Gong et al.

CI=AB/(AXB)

Donde AB es el cociente entre proliferacion celular en co-tratamiento sobre control. A 'y B
representan los cocientes de proliferacién con tratamiento con Iz y DOX en mono-tratamiento
sobre el control. Se considera que existe efecto sinérgico en valores inferiores a 1, efecto aditivo
valores iguales a uno y efecto inhibitorio con valores mayores a 1. EIl método propone que
efectos sinérgicos significativos son con valores inferiores a 0.7 (Gong et al. 2010). Por simetria
proponemos que los efectos inhibitorios significativos se consideren con valores mayores a 1.3

por lo tanto los valores en el rango entre 0.7 y 1.3 se consideran como efecto aditivo.

IV.4. Expresiéon de genes implicados en la qguimiorresistencia (RT-gPCR en tiempo real)

El RNA total se obtuvo a partir de los cultivo después de 72 horas de tratamiento como sigue.
La suspension celular obtenida por tripsinizacion se centrifugd a 2500 RPM (635xg) por 2
minutos. Se retird el sobrenadante y se re-suspendieron las células en PBS para limpiar los
restos de tripsina. Se centrifugaron nuevamente, se retir6 el sobrenadante y se adicioné 1 ml
de trizol (invitrogen). Se mezclo por pipeteo para permitir la lisis celular. Se agregaron 200uL de

cloroformo (Sigma), se mezclé suavemente por inversion. Se centrifugd 10 minutos a 12000
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RPM (13684xg) a 4°C. Se separo la fase acuosa y a ésta se le adicioné 0.5ml de isopropanol
(Sigma), se mezcld por inversion y se dejé reposar 5 minutos a temperatura ambiente. Se
centrifugd 10 minutos a 12000RPM (13684xg) a 4°C para la formacion del botdn. Se retir6 el
sobrenadante y se enjuagoé el botén con 1 ml de EtOH 75%. Por centrifugacion a 7500 RPM
(5345xg) por 10 minutos, se retird el sobrenadante y se dejo secar por 30-45 minutos. Se
resuspendio el botdn en 50l de agua destilada estéril y se guardaron a -70°C por lo menos por
24 horas. Se cuantifico la cantidad de RNA por espectrometria (Nanodrop 2000 Thermo
Scientific, Waltham, MA, U.S.A.) a una longitud de onda de 260nm. La calidad del RNA se
analizo a través de electroforesis en agarosa al 2% por medio de fluorescencia con bromuro de
etidio. La amplificacion del cDNA se realiz6 a partir de 2 pug del RNA total y como inicializador
de polimerizacion en las siguientes reacciones de PCR se utilizd el oligo antisentido
correspondiente a cada gen a una concentracion final de 2 nM. Se incubd 5 minutos a 70°C y
después se adjuntaron 10ul de una mezcla compuesta como sigue: 5ul de buffer de reaccion
5%, 0.7ul RNasinout y 1.25ul dNTPs 10pM, 1ul de transcriptasa inversa (M-MLV reverse
transcriptase 200U/ul, Promega) y 2.05ul de dH20. La mezcla final se incub6 una hora a 40°C
en termociclador (DNA thermal cycler 480, Perkin Elmer). Los cDNA se utilizaron en la
cuantificacion de MDR-1, ABCg2, BCL-2, Bax, vimentina, E-caderina, CD24, PPARYy, p21 por
medio de un equipo rotor-gene RG 3000, Corbett research con el siguiente protocolo: a 0.5pl
de cDNA se adicion6 una mezcla de los oligos sentido y antisentido (0.4ul a concentracion de
10pMol/pl, concentracién final de cada uno 400 nM), 5ul de mezcla de reaccién (Maxima Sybr
green/Rox gPCR, Fermentas #cat. KO221) y agua hasta el volumen final de 10pl. El perfil de
amplificacion se muestra en Tabla 2.

La expresién de cada gen se normaliz6 por un gen estructural (Actina ). Las secuencias de los
oligos para Vimentina, E-caderina, CD24, Bcl-2 y Bax se encontraron en literatura mientras que
PPARYy, p21, MDR-1 y ABCg2 se disefiaron utilizando Primer-BAST

(Secuencias en Tabla 1)
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome).

Para evaluar la calidad de los productos se analizaron las respectivas curvas de disociacion.

Los experimentos se repitieron por lo menos tres veces por triplicado.
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Gen Oligo sentido Oligo antisentido pb amplicon
ABCQ2 AGTGTTTCAGCCGTGGAACT GCATCTGCCTTTGGCTTCAA 194
NM_001257386.1
B 415

ax AAGCTGAGCGAGTGTCTCAAGCGC | TCCCGCCACAAAGATGGTCACG 327
NM_001291428.1 366
Bcl-2
NM. 000633.2 GTGGAGGAGCTCTTCAGGGA AGGCACCCAGGGTGATGCAA 306
Birc5(survivina) TTCTCAAGGACCACCGCATC CCAAGTCTGGCTCGTTCTCA 126
NM_001168.2
CD24
NV 013230.3 CCCACGCAGATTTATTCCAG GACTTCCAGACGCCATTTG 255
E-Caderina
NM. 0043503 TGCCCAGAAAATGAAAAAGG GTGTATGTGGCAATGCGTTC 200
MDR-1
NM. 0008274 GAGAGATCCTCACCAAGCGG ATCATTGGCGAGCCTGGTAG 122
P21
NM. 000389.4 GACCATGTGGACCTGTCACT GCGGATTAGGGCTTCCTCTT 176
Vimentina
NM. 003380.3 GAGAACTTTGCCGTTGAAGC GCTTCCTGTAGGTGGCAATC 163
Actina-B CCATCATGAAGTGTGACGTTG ACAGAGTACTTGCGCTCAGGA 175
NM_001101.3

Tab. 1: Se reportan los nombres, los simbolos de las variantes amplificadas, las secuencias de los
oligos y el tamafio de los amplicones en pares de bases de los genes medidos en este estudio.

Fase Temperatura(°C) Tiempo Repeticiones
Hotstart 95 10 min. x1
Melting 95 15 sec.

Anealing 60 30 sec. X35
Elongation 72 30 sec.
Melting curve De 65 hasta 95 - x1

Tab. 2: Programa de la PCR en tiempo real. La fluorescencia del Cybr green se detect6 al final de
cada fase “Elongation”
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IV.5. Caracterizacion de sub-poblaciones de tipo troncal y EMT.

La tincién por los marcadores de troncalidad (CD44 y CD24) se realiz6 de la siguiente manera:
después de tratar las células con DOX/I2 durante 72 horas se realizé un lavado con PBS y se
despegaron con EDTA 0.05% / PBS. A una alicuota de 1-2x10° células se adicion6 EDTA
0.05%, suero fetal bovino (BSA) 0.05% y anticuerpos contra CD24 (Abcam, Cambridge, Reino
Unido; acoplados a PE cat. #AB77219) y CD44 (BD Biosciences, San José, California, EE.UU.,
acoplado a FITC cat. #BD560977) ambos en proporcion 1:50 en PBS. Posterior a una hora de
incubacion en hielo se realiz6 un lavado en PBS y se fijaron con formaldehido al 2% durante 10
minutos; nuevamente se lavaron las células en PBS y se resuspendieron en 1 ml de PBS para
su andlisis.

Para la tincion de los marcadores de EMT (E-Caderina y Vimentina), se realizé la separacion
de las células con una solucion de tripsina-EDTA, se lavaron con 0.05% de EDTA/PBS y se
fijaron en formaldehido al 2% (diluido en PBS) durante 10 minutos en hielo. Las células se
permeabilizaron con una solucién 1:1 de metanol/acetona a -20°C durante un minuto. Después
de un lavado con PBS, se incubaron durante una hora en hielo con anticuerpos anti E-Cad
acoplados a Alexa647 (BD Biosciences, San Jose, CA, EE.UU. dilucion 1: 2000 -cat.
#BD560062) y Vim acoplado a PE (BD Biosciences, San Jose, CA, EE.UU. dilucién 1:20 cat.
#BD562337). Posteriormente se realizé un ultimo lavado y las células se resuspendieron en 1
ml de PBS.

Para el analisis de las poblaciones se utilizé un citémetro de flujo BD Biosciences Accuri C6.
Se aplico VirtualGain® para normalizar la fluorescencia de fondo entre los tratamientos. Los
datos fueron adquiridos y visualizados usando el software BD Biosciences Accuri C6.

IV.6. Cuantificacion intracelular de DOX.

Después de un pretratamiento de 72 horas con Iz 200 uM, el medio de los cultivos fue
reemplazado con Dulbecco’s Modified Eagle’s médium (DMEM), y las células se incubaron
durante una hora. Se afiadié una solucion concentrada de DOX directamente al cultivo y se
realizé una incubacion de 1.5 horas a 37°C. Posteriormente se adicion6 una solucion de tripsina-
EDTA 0.05% para despegar las células. Una muestra con 1-2x10° células se fij6 con

formaldehido al 2% (diluido en PBS). La fluorescencia de DOX se detecto con el citometro de
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flujo BD Biosciences Accuri C6 con excitacion a 488 nM Yy filtro de emision 585/40. Los datos

fueron adquiridos y visualizados usando el software BD Biosciences Accuri C6.

V. Resultados

V.1. Establecimiento y caracterizacién del modelo de exposicidén a baja concentracion de
DOX y estandarizacién de los tratamientos con DOX.

Con el proposito de analizar del efecto del |2 sobre la quimiorresistencia fue necesario establecer
un modelo de quimiorresistencia que reflejara la condicion clinica de exposicion al farmaco
(DOX) y sucesivamente definir las caracteristicas de dicho modelo. Inicialmente analizamos a
través de ensayos de proliferacion el efecto de la DOX para determinar su potencia. La curva
dosis-respuesta de DOX mostré una disminucion de la proliferacion alrededor del 50% a una
concentracion de 10 nM mientras que a 20 nM se produjo un arresto total de la proliferacion
(Fig. 7a). Durante el protocolo para la obtencion del modelo de resistencia se determiné la
dindmica de crecimiento para analizar el proceso de desarrollo de la resistencia. Se observé un
retraso en el crecimiento de los cultivos después de los primeros dos pasajes (8 y 14, dias
respectivamente) recuperandose la tasa de duplicacion después de 25 dias de cultivo. Se
consider6 que las células eran DOX resistentes después de los 30 dias de cultivo (Fig. 7b). El
tratamiento crénico con 10 nM DOX se asocido a menor sensibilidad al farmaco como se
demuestra en la reactivacion de la proliferacion de la linea MCF7/D (Fig. 7c). Con el fin de definir
molecularmente los cambios entre la linea silvestre y la resistente se analiz6 la expresién de
marcadores relacionados con quimiorresistencia y se detectdé un aumento en la expresién de
p21, Bcl-2 y MDR-1 (Fig. 7d). La interrupcion del tratamiento crénico en MCF-7/D se reflejo en

una disminucién de la expresion de p21 y MDR-1.
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Fig. 7: a) Proliferacion dosis-respuesta de DOX en MCF-7/W. b) Dinamica de crecimiento de las MCF-7/W
durante el protocolo de instalacidn de quimiorresistencia. ¢) Proliferacién de MCF-7/W y MCF-7/D después de
96 horas de tratamiento con DOX respecto a células no tratadas (n.t.) d) Expresion diferencial de genes en
ambas lineas celulares después de 72 horas de tratamiento. Letras distintas representan una diferencia
significativa entre los grupos (p<0.05). n>=3 ANOVA 2-vias Tukey post hoc test. +SD
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V.2. Sensibilidad de las lineas celulares a yodo y analisis del coeficiente de interaccion

Obtenido el modelo y definidas sus caracteristicas se realizd6 un ensayo de proliferacion en
triplicado para determinar el nivel de sensibilidad al yodo de dicha linea celular con 10 nM de
DOX (Fig. 8). Se observé que 96 horas de tratamiento con indujeron una inhibicion de la
proliferacion de aproximadamente el 35% y el co-tratamiento inhibié en aproximadamente el
55% en ambas lineas celulares. Con el fin de entender cuantitativamente la naturaleza y la
magnitud de la interaccion entre 2 y DOX se calcul6 el coeficiente de interaccion (Cl) el cual

revel6 que en co-administracion los dos compuestos ejercen un efecto de tipo aditivo (Fig. 8).
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Fig. 8: Efecto de DOX y I. en la tasa de proliferacion (Exclusion de Azul de Tripano) y coeficiente de interaccion en las
lineas celulares silvestres (MCF-7/W) y DOX-resistente (MCF-7/D). 96 horas de tratamiento, I 200uM, DOX 10nM.
Letras distintas representan una diferencia significativa entre los grupos (p<0.05). n>=3 ANOVA 2-vias Tukey post hoc
test. £SD
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Para analizar los mecanismos moleculares involucrados en la quimiorresistencia y la respuesta
al yodo se analiz6 la expresion de genes (RT-PCR tiempo real) relacionados con arresto celular,
apoptosis y los posibles mediadores funcionales. La administracion de yodo tanto solo como en
combinacion con DOX resulté en un aumento en la induccion de apoptosis (cociente Bax/Bcl-2)
en ambas lineas celulares, resultado principalmente por la disminucién en la expresion de Bcl2.

Survivina no mostroé diferencias en ningun tratamiento y en ninguna de las lineas celulares

(Fig. 9).

Fig. 9: Cuantificacion de la expresion de genes asociados a apoptosis (a) y sobrevivencia (b). 72 horas de
tratamiento. Letras distintas representan una diferencia significativa entre los grupos (p<0.05). n=>3.ANOVA 2-vias.
Tukey post hoc test. +SD
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La expresion de la proteina p21 increment6 en presencia de DOX en ambos tipos celulares,
siendo significativamente mas estimulada en las células resistentes a DOX (MCF-7/D). La
combinacion 12/DOX cancel6 dicho aumento (Figura 10). En relacion con los PPARY, el yodo
incrementd significativamente la expresion del receptor en ambas lineas celulares

independientemente de la presencia de DOX (Figura 10).

Fig. 10: Analisis de la expresion de p21 y PPARYy. Letras distintas representan una diferencia
significativa entre los grupos (p<0.05). n=>3. ANOVA 2-vias Tukey post hoc test. £SD

Con respecto a los mecanismos de expulsion de farmacos, se analizaron dos de los principales
transportadores de membrana descritos para la quimiorresistencia a DOX: MDR1 y ABCg2. El
analisis mostré que la presencia de DOX induce la expresion de MDR-1. El suplemento de yodo
no modificé por si solo la expresion de este transportador, pero evité el incremento inducido por
DOX. En el caso del transportador ABCg2, solamente el yodo estimula significativamente su
expresion (Fig. 11).
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Fig.11: Analisis de la expresién de MDR-1 y ABCg2, dos proteinas pertenecientes a la familia ABC
involucradas en la expulsién de DOX. Letras distintas representan una diferencia significativa entre
los grupos (p<0.05). n=>3. ANOVA 2-vias Tukey post hoc test. £SD

Para investigar si los cambios en la expresion de los trasportadores correlacionaban con la
expulsion de DOX, se analizé su contenido intracelular mediante la evaluacién de su

fluorescencia por citometria de flujo. El tratamiento con Iz por 72 horas se acompafd de una

mayor retencion de DOX (Fig. 12).
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Fig. 12: Ensayo de retencion de DOX.
Después de 72 horas de pretratamiento con |2
las células se tifieron con DOX a 20 o0 500 nM.
La DOX se excito con laser 488nm y la
fluorescencia se detecto en citdmetro de flujo
BD biosciences Accuri C6 a través de filtro
585/40. n=3, T-test. +SD

V.4. Analisis de los fenotipos CTC y EMT.

El andlisis citometrico de los marcadores de CTC (CD44 y CD24), para entender el efecto tanto
de DOX como de Iz sobre la poblacién troncal, mostré que el tratamiento con DOX no altera
la expresion de dichos marcadores en las células MCF7/D. De hecho, la poblacién con perfil
candnico de CTC (CD44*/CD24") que se esperaba como predominante en estas células, mostré
ser poco representativa (2%). Por otro lado, el I2 generd una disminucion de la poblacion
CD44/CD24 doble positiva asociado con un aumento en la poblacion doble negativa (CD44"
/ICD24). El tratamiento con |2 incrementé moderadamente la poblacion con perfil CTC candnico
(6%) (Fig. 13).
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Fig. 13: Citometria de los marcadores CD44 y CD24. a) se reporta un diagrama de salida de BD Accuri C6
software como referencia. b) Cuantificacion de la distribucién de la poblacion en tres ensayos independientes.
En el marco se muestra en detalle la poblaciéon con marcaje candnico por CTC. Letras distintas representan
diferencia significativa entre los grupos (p<0.05). n=3, ANOVA 1-via, Tukey post hoc test. £SD

La citometria de los marcadores de EMT reveld que la poblaciones mas abundantes en las
MCF-7/D son las E-Cad*/Vim* y E-Cad*/Vim™ (Figura 14a). No se detectaron niveles en la
poblacion con perfil de EMT (E-Cad/Vim*). La administracion de DOX sola no produjo ningun
cambio en las sub-poblaciones seleccionadas. En contraste, el tratamiento con Iz tanto solo
como en coadministracion indujo una seleccién de la poblacion considerada como normal (E-
Cad*/Vim’) con una significativa disminucién en la poblacion doble positiva. Este efecto también
se confirmo a través del analisis de expresion por RT-gPCR, donde se observé una disminucién

en la expresion de Vim pero no de E-Cad en estas células (Fig.14b).
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Fig. 14: a) Citometria de los marcadores E-Caderina y Vimentina. Se reporta un diagrama de salida de
BD Accuri C6 software como referencia y la cuantificaciéon de la distribucién de la poblacién en tres
ensayos independientes. b) Evaluacion de la expresion de E-Cad y Vim por RT-gPCR en células MCF-7/D
después de 72 horas de tratamiento. Letras distintas representan una diferencia significativa entre los
grupos (p<0.05). n=3, ANOVA 1-via, Tukey post hoc test. +SD
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VI. Discusion

Protocolos experimentales de mudltiples etapas se han utilizado comUnmente para establecer
modelos in vitro para el estudio de la quimiorresistencia. Sobre la base de este método, las células
resistentes se seleccionan a través de tratamientos con concentraciones crecientes de DOX a partir
de concentraciones nanomolares hasta milimolares, dependiendo del autor (Mehta 1994; Kars et al.
2006; Calcagno et al. 2008; Calcagno et al. 2010). Sin embargo, como sefiald6 Calcagno (Calcagno
et al, 2008), este modelo tiene una correlacién débil con la realidad clinica, donde los tumores no
sufren de incrementos subsecuentes, ni concentraciones tan altas de DOX durante los tratamientos
clinicos convencionales (Lankelma et al, 1999; Weinberg et al, 2007). Por esta razén, en este trabajo
se utilizé un tratamiento de una sola concentracién durante 30 dias, lapso que se asemeja al intervalo
gue separa un ciclo de tratamiento del siguiente en la practica clinica. En nuestra experiencia DOX a
baja concentracién (10 nM) favorece la adaptaciéon a la droga, como es sugerido por la tasa normal
de proliferacion celular y la disminucion de la sensibilidad a la DOX. A nivel molecular, el efecto
antineoplésico de DOX es consecuencia de una variedad de mecanismos; los mas conocidos son su
capacidad para intercalarse en el DNA vy la habilidad de formar un complejo con la Topoisomerasa
lla y el DNA gque desencadena la apoptosis, aparentemente a través de la via de p53-caspasas
(Jarvinen et al. 2000; Thorn et al. 2012). Numerosos informes concuerdan que las células DOX
resistentes se adaptan por la disminucién de la expresion de la topoisomerasa lla, asi como por el
aumento de la expresiéon de transportadores membranales y de mensajeros anti-apoptoticos
(Calcagno et al. 2008; AbuHammad and Zihlif 2013). Algunos de estos mecanismos se observaron
en nuestras células MCF-7/D, tales como la detencion del ciclo celular (sobre-expresion de p21),
mayor expulsiéon del farmaco DOX (sobre-expresion de MDR-1) y la evasion de la apoptosis
(incrementos en Bcl-2), o que indica que estas células pueden considerarse como un modelo de

células quimiorresistentes.

El aumento aparentemente paradgjico en la expresion de p21 en respuesta a DOX en ambos tipos
celulares concuerda con informes recientes que muestran que p21 puede ejercer tanto efectos anti-
como pro-apoptoticos en respuesta a los farmacos anti-tumorales, dependiendo del tipo de tejido y
del contexto celular (Abbas & Dutta 2009). Los farmacos citotéxicos actian habitualmente en células

en mitosis en las que desencadenan la apoptosis mediante la induccion de dafio en el DNA. A partir
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de esto, es razonable suponer que las primeras alteraciones celulares en reaccion a esas drogas
pueden incluir la evasion de la apoptosis y la quiescencia celular. Esta afirmacion parece contrastar
con nuestro hallazgo de que las células MCF-7/D re-adquieren la velocidad de proliferacion del tipo
silvestre. Sin embargo el analisis poblacional de estas células DOX resistentes mostro la presencia
de varias subpoblaciones que podrian tener diferentes tasas de proliferacion. Estudios encaminados
a analizar la tasa de proliferacion y la expresion diferencial de esta proteina (p21) estan en curso en

nuestro laboratorio.

El objetivo principal del presente trabajo fue analizar el efecto de Iz en la instalacién de mecanismos
de quimio-resistencia. Como se ha mencionado antes, el I2 ejerce un efecto apoptotico directo a
través de la despolarizacién de la membrana mitocondrial y/o por una accién indirecta a través la
formacién de 6-yodolactona (6-IL). Este yodolipido se genera por yodacion del acido araquidénico y
mediante su accion agonista en los receptores PPARYy ejerce efectos antineoplasicos como la
induccion de apoptosis y de diferenciacién (Nufiez-Anita et al. 2009; Nava-Villalba et al. 2015). En el
presente trabajo, el 12 mantiene su efecto apoptoético independientemente de los mecanismos de
resistencia a DOX adquiridos por las células MCF7/D. Varios informes han demostrado que la
adaptacion a DOX confiere resistencia a otros farmacos, principalmente por la sobreexpresion de
transportadores ABC (Kars et al. 2006; AbuHammad & Zihlif 2013). Es posible que estos
transportadores de membrana no transporten yodo. De hecho, nuestros resultados muestran que el
I2 per se inhibe moderadamente la expresion de MDR-1, pero evita significativamente la induccion de
MDR-1 en respuesta a la exposicién a DOX en MFC-7/D. Estos hallazgos sugieren que los cambios
asociados al tratamiento de |2 son capaces de interferir con la instalacion de la resistencia a DOX.
Una observacion interesante es el aumento significativo de la expresiéon del transportador ABCg2 en
ambas lineas celulares tratadas con I2. Esta bien documentado que la activacion de PPARy regula
de manera inversa la expresion de los transportadores, disminuyendo la expresion de MDR-1 y
aumentando la de ABCg2. Aunque el gen MDR-1 no contiene elementos de respuesta a PPAR, estos
receptores ejercen efectos inhibitorios sobre la via Wnt/B-catenina, que participa directamente en la
regulacion de MDR-1 (Moldes et al. 2003; Krause et al. 2010; Zhang et al. 2015). Por otro lado, ABCg2
se estimula directamente por los agonistas de PPARy (Weiss et al. 2009) y aunque estos
transportadores se sobre-expresan en algunos tipos de tumores, también se ha detectado en varios
tejidos normales tales como el intestino, higado, cerebro, placenta, glandulas mamarias, etc. (Liang
et al. 2015). Ademas, esta proteina de resistencia (ABCg2) se induce fuertemente en la glandula

mamaria durante el embarazo y la lactancia y es responsable de transportar la vitamina B2 hacia la
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leche, lo que indica un papel fisioldgico en células mamarias diferenciadas (van Herwaarden et al.
2007). Estos hechos, junto con la observacion de que el tratamiento |2 se acompafia de un aumento
en la retencion intracelular de DOX, sugieren que el efecto antineoplasico del |2 podria estar
relacionado con la activacion de PPARy que resulta en el mantenimiento y/o aumento de la
sensibilidad a la droga (regulacién a la baja de MDR-1 y por lo tanto permanencia del farmaco dentro
de la célula) y la induccién de la diferenciacion celular. Esta bien establecido que las células MCF-7
pueden responder a los agonistas sintéticos de PPARYy produciendo un aumento en la acumulacion
de lipidos, inhibicion de la proliferacion celular y cambios caracteristicos hace a un fenotipo menos
maligno (Davies, Juurlink, and Harkness 2009; Ruiz-Vela et al. 2011; Bhat-Nakshatri et al. 2013).
Estas respuestas también fueron descritas anteriormente por nuestro grupo en este tipo celular
después de tratarlas con 6-IL (Nufiez-Anita et al. 2009). En este contexto, es posible que el aumento
significativo en el transportador ABCg2 corresponda mas a la induccion de diferenciacion que a

mecanismos de quimiorresistencia.

El andlisis de los marcadores de CTC y EMT muestran que el perfil canénico para CTC

(CD44*ICD24°) que se esperaba enriquecido en células resistentes, fue muy escaso (menos del 4%)
en las células MCF-7/D. En contraste, las poblaciones méas abundantes fueron los sub-tipos
CD44*ICD24* y CD44°/CD24* (~40% cada uno). La suplementacién con |2 muestra un discreto
aumento de la sub-poblacion CD44*/CD24 (aprox. 6%), ningin cambio en CD44°/CD24"* y una clara
seleccion diferencial disminuyendo la poblacion CD44*/CD24*y con un aumento significativo en la
poblacién doble negativa (CD44°/CD24"). Informes previos describen que el perfil CD44*/CD24 no es
el Unico perfil que se asocia a un fenotipo invasivo. Existen reportes que muestran que el aumento
en la poblacién doble positiva se asocia con una mala prognosis en cancer de la glandula salival
(Soave et al. 2013) y en carcinomas de pancreas (Ohara et al. 2013). De hecho, en el cancer
colorrectal, esta poblacién doble positiva representa el marcador especifico de CTC (Yeung et al.
2010). Resultados controversiales han sido reportados en relacion con el perfil CD44°/CD24*. En
algunos estudios, el aumento de las células CD24* se correlaciona con un fenotipo mas agresivo
(Kristiansen et al. 2003; Bretz et al. 2012; Ma et al. 2015), mientras que en otros reportes no se
evidencio ninguna relacion de este fenotipo con el pronostico de agresividad (Mylona et al. 2008;
Chen et al. 2015). En contraste, el fenotipo doble negativo no tiene ningun significado prondstico en
pacientes con cancer de mama y en estudios preclinicos estas células resultaron incapaces de inducir
crecimiento tumoral en un modelo de xenotrasplante en ratones SCID NOD (Chen et al. 2015), lo que

sugiere una menor invasividad de esta poblacion celular.
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En relacion al andlisis de EMT, el perfil caracteristico E-Cad/Vim* estuvo ausente en las células MCF-
7/D donde prevaleci6 el enriquecimiento de células doble positivas (E-Cad*/Vim*). Una vez mas el
tratamiento con yodo se acompafié de cambios diferenciales de un fenotipo doble positivo a un
fenotipo mas diferenciado descrito como E-Cad*/Vim. E-Caderina es una glicoproteina
transmembranal que participa en las uniones adherentes de células epiteliales. Su pérdida demuestra
ser suficiente para promover la induccion de un fenotipo invasivo, a través de la activacion de vias
especificas que otorgan a las células alta motilidad mediante la induccion de proteinas tales como
Vimentina y N-Caderina (Onder et al. 2008). Por el contrario, Vim es el miembro mas expresado y
altamente conservado de la familia de proteinas de filamentos intermedios de tipo Ill. Se considera
el principal marcador EMT y su alta expresion en varias lineas celulares de cancer correlaciona con
su capacidad de invasion. En células MCF-7, la sobre-expresién de Vim se acompafia de un aumento
en la motilidad e invasividad (Satelli & Li 2011). Estas caracteristicas se redujeron en un modelo de
RNA de interferencia contra Vim en células MDA-MB-231, que constitutivamente expresan esta
proteina (Satelli & Li 2011). En congruencia con estos datos, nuestros resultados mostraron que las
células tratadas con |2 exhiben una baja expresion de Vim. Mas adn las células seleccionadas con el
tratamiento DOX+ I2 fueron incapaces de inducir xenotransplantes en ratones inmunodeprimidos,

corroborando su débil potencial invasivo (datos adicionales en el articulo).

Finalmente, la participacion de los receptores PPARy en los procesos antineoplasicos del yodo
parece ser clara. Nuestro estudio mostré que asociado al suplemento de |2, ambos tipos celulares
sobre-expresan el mensajero de PPAR isoforma y. Est4 bien establecido que la activacion de esta
isoforma genera su propia sobre-expresion y disminuye a la isoforma tipo alfa, potenciando asi los
efectos diferenciadores (NUfiez-Anita et al, 2013). En este contexto, se ha descrito que el proceso de
la EMT, que se desencadena por factores tales como el factor de crecimiento transformante B (TGF-
beta), SNAIL y TWIST, es revertido por la activaciéon de PPARy ( Reka et al. 2010; Tan et al. 2010;).
Estudios previos han demostrado los efectos antineoplasicos de los ligandos de PPARYy en varios
modelos preclinicos (Elrod & Sun 2008; Yang 2013). Sin embargo, los agonistas de estos receptores
utilizados como monoterapia no mostraron efectos benéficos en pacientes con cancer en estado
avanzado (Burstein et al. 2003). De manera contraria, la activacion de PPARy en combinacion con
farmacos antineoplasicos convencionales, como el carboplatino o el farmaco conocido como ligando
relacionado con el factor inductor de apoptosis (TRAIL), mostraron reversion de la quimiorresistencia

sugiriendo que la diferenciacion inducida por la activacion de PPARYy, restaura la sensibilidad al
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farmaco citotéxico (Girnun et al. 2008; Brautigam et al. 2011). Mas aun, estudios en nuestro
laboratorio utilizando a la DOX como terapia convencional, replicaron estos efectos sinérgicos.
Efectivamente tanto en estudios preclinicos (Alfaro et al. 2013) como clinicos (Peralta et al. 2011), el
suplemento de Iz se acompafi6 de efectos antitumorales como potenciacion en la induccion de

apoptosis y el impedimento de la instalacién de quimiorresistencia.

VIl. Conclusiones

El uso de I2 a concentraciones moderadamente altas restaura la sensibilidad de las células de
cancer de mamario resistentes a Doxorubicina. Entre los mecanismos moleculares involucrados
en dicho efecto destacan, 1) el bloqueo de la expresion de transportadores membranales
asociados a la expulsion de Doxorubicina como el MDR-1, 2) la disminucion de la expresion de
mensajeros de arresto celular como p21 y antiapoptoticos como Bcl2, asi como la inducciéon de
marcadores de diferenciacion como el transportador ABCg2. Estas modificaciones parecen dar
lugar a la seleccién de una poblacion celular menos agresiva incapaz de generar nuevos tumores
(xenotrasplantes). Todos estos resultados nos permiten proponer al suplemento de I2 como un

agente clinicamente Util en el tratamiento de canceres quimiorresistentes
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Material suplementario

Tipificacion de las lineas celulares MCF-7/W y MCF-7/D 40nM

En el 2012 se habia desarrollado una primera linea celular quimiorresistente a una
concentracion de 600 nM de DOX a patrtir de una linea parental MCF-7 obtenida de ATCC en
el 2012. Se iniciaron los analisis moleculares y morfolégicos de dicha linea encontrando
inconsistencias en la expresién de genes estructurales como la sobrexpresion de B-Actina y
Ciclofilina y una baja expresion de RSP18 entre las células parentales y la quimiorresistentes
MCF7/D 600 nM. Ademas la morfologia observada en la linea resistente correspondia mas a
un tipo fibroblasto que a una epitelial. Por estas razones se decidio verificar la naturaleza de
dichas células para confirmar su parentesco con la linea de origen. Estas diferencias se iniciaron
en las clonas resistentes a 40nM donde por primera vez se notaron los cambios morfolégicos.
Por tal razon se decidié tipificar el cultivo celular de 40nM. Se realiz6 una genotipificacién por
medio de perfil STR (short tandem repeat) en ambas células. Se realizd la extraccion de DNA
utilizando kit QlIAamp DNA Mini de Quiagen y PCR en multiplex utilizando IDplex Plus de
Quiagen. El analisis de los productos se realiz6 a través de electroforesis en capilar en equipo
ABI 310 y con software genescan y genotyper. Los marcadores analizados fueron: CSF1PO,
D13S317, D16S539, D5S818, D7S820, THO1, TPOX, Vwa, D3S1358, D21S11, D19S433,
D2S1338, FGA, D18S51, D8S1179, y amelogenina. Este andlisis lo realizé la compafia BiMoDi,
Querétaro, QRO, México.

Para confirmar los datos se realizaron los siguientes analisis en nuestro laboratorio y en la
Unidad de Proteogenomica del INB. Se corrié una PCR en condiciones no especificas utilizando
oligos de humano de MDR-1 y Bcl-2. Los productos de la PCR en su totalidad se utilizaron en
una reaccion de clonacién en pGEM easy vector de la Promega y utilizados para transformar E.
cori cepa X-Blue. Después de digestiébn con enzima de restriccion EcoRI de los plasmidos
purificados a partir de 10 clonas bacterianas se seleccionaron tres insertos con distintos peso

molecular para su siguiente secuenciacion. La secuencias se alinearon utilizando Blast.

La congruencia entre el perfil que obtuvimos con el descrito en la base de datos de ATCC

confirmd la autenticidad de las MCF-7/\WW. Por el contrario en el caso de las MCF-7/D 40nM no
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se obtuvo amplificaciéon de los marcadores indicando que dichas células no eran de origen

humano y sugiriendo una contaminacién en el cultivo (Tabla 4).

MCF-7/W ‘ MCF-7/D 40nM ‘ ATCC
marcadores

CSF1PO 10,10 N/A 10,10
D13S317 11,11 N/A 11,11
D16S539 11,12 N/A 11,12
D5S818 11,12 N/A 11,12
D7S820 8,9 N/A 8,9
THO1 6,6 N/A 6,6
TPOX 9,12 N/A 9,12
vWa 14,15 N/A 14,15
D351358 16,16 N/A
D21S11 30,30 N/A
D19S433 13,14 N/A
D2S1338 21,23 N/A
FGA 23,25 N/A
D18S51 14,14 N/A
D8S1179 10,14 N/A
Amelogenina X N/A X

Tab. 4: Anélisis de STR. Se reportan los resultados de la anélisis de lo STR en la linea silvestre
(MCF-7/W) y en la linea resistente a 40nM (MCF-7/D 40nM). En la 4 columna se reporta la
tipificaciéon que se encuentra en la base de datos de ATCC (American Type Culture Collection).

La alineacién de las secuencias aleatorias permitieron identificar su origen con el genoma de

Mus musculus como se puede observar en la tabla 5.
Por lo tanto fue necesario abandonar la linea celular previamente desarrollada. Se obtuvo un

nuevo lote de células MCF-7 del ATCC para reiniciar la linea DOX resistente a 10 nM. Se esta
elaborando una nota técnica de la contaminacion para enviarla a ATCC.
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Tab. 5: Alineacion de las secuencias aleatorias. Se reportan los resultados de la secuenciacién aleatoria
(BLAST) de tres fragmentos de cDNA de las células MCF-7D 40nM. Se observa que se obtuvo identidad con Mus
musculus en los tres casos.
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