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Abreviaturas

ADN
AMPK
ATCC
EGF
EGFR

FGF

HGF

HER2

IGF

IL-6
MAPK

MTF
PDGF

RE
RP
STAT3

T3
TGF-B

TEM
TME
VEGF

WB

Acido desoxirribonucleico.

Cinasa activada por AMP (del inglés AMP-Activated Protein Kinase).
American Type Culture Collection

Factor de Crecimiento Epidérmico (Del inglés: Epidermal Growth Factor).

Receptor de Factor de Crecimiento Epidérmico (Del inglés: Epidermal
Growth Factor Receptor).

Factor de Crecimiento de Fibroblastos (FGF, del inglés Fibroblast Growth
Factor).

Factor de Crecimiento de los Hepatocitos (del inglés Hepatocyte Growth
Factor).

Receptor 2 de Factor de Crecimiento Epidérmico Humano (del inglés,
Human Epidermal Growth Factor Receptor 2).

Factor de Crecimiento Similar a la Insulina (IGF, del inglés Insulin-like
Growth Factor).

Interleucina 6

Cinasas activadas por mitégenos (del inglés Mitogen-Activated Protein
Kinase).

Metformina.

Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (del inglés, Platelet-Derived
Growth factor).

Receptores de Estrégenos.
Receptores Progesterona.

Transductor de sefiales y activador de transcripcion 3 (del inglés, Signal
Transducer and Activator of Transcription 3).

Tumor mayor a 50 milimetros en su didmetro mayor.

Factor de Crecimiento Transformante 3 (del inglés Transforming Growth
Factor ).

Transicién epitelio-mesénquima.
Transiciébn mesénquima-epitelio.

Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular, (de inglés Vascular
Endotelial Growth Factor).

Western blot.
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Resumen

Antecedentes: El cAncer de mama es la primera causa de muerte por cancer en México,
la mayoria de las muertes se relaciona a la forma de presentacion de la enfermedad como
localmente avanzada 0 metastasica. La transicion epitelio-mesénquima (TEM) es uno de
los pasos indispensables para la metéstasis. Diversos factores desencadenan la TEM, entre
ellos destaca TGF-B, EGF y la Interleucina-6 (IL-6) entre otros. La TEM se caracteriza por
la pérdida de la expresion de E-cadherina y la expresién de N-cadherina y vimentina. La
TEM ha sido recientemente estudiada a fin de interferir en el proceso de progresion y
metastasis del cAncer. Reportes recientes postulan a la Metformina (MTF) con propiedades
anti-tumorigénicas. En este estudio investigamos el efecto. de la Metformina sobre la TEM
inducida por IL-6 en células de cancer de mama con fenotipo epitelial y en células de cancer
de mama que basalmente expresan un fenotipo mesenquimal. Ademas, se investigd si MTF
tiene un papel inhibitorio en la proliferacion, migracién y la resistencia a doxorrubicina

mediadas por IL-6.

Métodos: Se utilizaron los cultivos primarios MBCD23, MBCD3, MBCDF-D5, MBCDF-B3,
MBCDF, MBCD17 y MBCD25. Se midi6 la expresion de E-cadherina y vimentina mediante
Western blot. Se realizaron ensayos de citotoxicidad con MTF, la viabilidad fue evaluada
por la técnica de cristal violeta. Se estimularon las células con fenotipo epitelial con IL-6
para inducir la TEM, se midi6 la activacion de STAT3 mediante anticuerpos fosfo-
especificos. El efecto de la MTF se evalu6 después de que las células habian sido inducidas
a un fenotipo de mesénquima, se midié E-cadherina, vimentina y N-cadherina. Las células
con fenotipo de mesénquima fueron tratadas con MTF por los siguientes tiempos: 0, 2, 4y
6 dias. Se realiz6 analisis por Western blot de la fosforilacién de STAT3 y STAT3 total, asi

como expresion E-cadherina, vimentina y N-cadherina.

Resultados: Los cultivos primarios de cancer de mama MBCD23, MBCD3, MBCDF-D5 y
MBCDF-B3 expresan fenotipo de mesénquima, mientras que los cultivos primarios MBCDF,
MBCD17 y MBCD25 expresan fenotipo epitelial. En ensayos de citotoxicidad, las células
que presentan fenotipo de mesénquima son resistentes a la MTF con una ICso que varia
entre 36-60 mM, en comparacion a una ICso entre 6.5-23 mM para el fenotipo epitelial. La
estimulacion con IL-6 de los cultivos primarios MBCD17 y MBCDF de fenotipo epitelial,
indujo la fosforilacién de STAT3 sin alteracion de sus niveles totales; ademas, de la perdida
de E-cadherina y aumento en la expresion de N-cadherina y vimentina. La posterior

estimulacion con MTF junto a IL-6 gener6 una reversion al fenotipo epitelial mostrando la



re-expresion de E-cadherina y disminucion N-cadherina y vimentina. Por otro lado, en
células con fenotipo de mesénquima MBCDF-D5 y MBCDF-B3 el tratamiento con MTF
indujo la reduccién de los niveles de vimentina, N-cadherina y de la fosforilaciéon de STAT3
sin alteraciones de sus niveles totales, revirtiéndolas a un fenotipo epitelial. Finalmente, se
demostré que MTF inhibe la proliferacién, migracion y resistencia a doxorrubicina mediada

por IL-6.

Conclusiones: Los resultados del presente trabajo sugieren que la MTF puede revertir la
TEM mediada o no por IL-6 en cultivos primarios de cancer de mama. Se presenta evidencia
que apoya el uso potencial de la MTF en pacientes con cancer de mama para prevenir y

bloguear el potencial metastasico de células que se encuentren en TEM.



Introduccion

El cdncer de mama a nivel global representa el 25% de todas neoplasias malignas en
mujeres, situdndola como la més frecuente en este grupo. En México, representa desde el
2006 la primera causa de muerte por cancer en mujeres [1, 2]. En 2012 se report6 un
incremento en la incidencia de cancer de mama, siendo del 2% en 1980 y reportandose
para el aflo 2010 en 5% [2]. El sistema de vigilancia epidemiolégica de México publico en
2009 una incidencia a nivel nacional de 15 casos por 100,000 habitantes, notdndose las
mayores incidencias en el Distrito Federal (ahora Ciudad de México), Coahuila y Nuevo
Ledn, con 17, 18y 14 casos por 100,000 habitantes respectivamente, y el estado con menor
incidencia documentada fue Chiapas con 1.5 casos por 100,000 habitantes. De los datos
anteriores hay que hacer notar que en México no existe un registro nacional de cancer, por
lo que lo reportado solo hace un estimado de la situaciéon real del cAncer de mama en el

Pais.

El estudio molecular del cAncer de mama ha permitido clasificar la enfermedad en diferentes
subtipos, con el fin de traducir dicha informacion en terapias dirigidas y definir grupos
pronédsticos. En las Ultimas décadas dicha clasificacion ha sufrido modificaciones que
representan los avances en investigacion y las adaptaciones para la global interpretacion
de los criterios de clasificacion, eliminando un valor en especifico del Ki67 y agregando
parametros clinicos y marcadores moleculares multiparamétricos, como principales
modificaciones. De tal forma que ahora se reconoce como subtipos, a los luminales
caracterizados por la expresion de receptores hormonales y la no expresién de HER2, estos
se subdividen en el tipo luminal A, como aquellos tumores en los que el analisis de
inmunohistoquimica evidencia una alta expresion del receptor de estrégenos (RE) y
receptor de progesterona (RP), una determinacion claramente baja del Ki67, y tumores
clasificados por tamafio como T1 y T2 y una afeccién de 0 a 3 ganglios linfaticos, si se
dispone de acceso a una determinacion de marcadores moleculares multiparamétricos
(Oncotype DX®, MammaPrint®) el resultado debe ser una valoracién de riesgo favorable,
este subtipo representa el 40% de los canceres de mama y se relaciona con un prondstico
favorable. El subtipo luminal B lo caracteriza la baja expresion de receptores hormonales,
un Ki67 claramente alto, la afeccion nodal mayor a tres ganglios, un grado histolégico 3
(tumor poco diferenciado), invasion linfatica vascular extensa y tumores voluminosos (T3),

estos representan al 20% de los canceres de mama y se relacionan con riesgo de muerte



de 1.96 (IC 95% 1.08-3.54). La sobre expresiéon de HER2 (25% de los tumores) o la
ausencia de expresion de receptor de estrogenos (RE), receptor de progesterona (RP) y
HER?2 se define como “Triple negativo” (15 a 20% de los canceres de mama), ambos grupos
considerados de mal prondstico, con un riesgo de muerte de 7.39 (IC 95% 1.72-31.77) y
12.41 (IC 95% 5.82-26.49) respectivamente; cabe destacar que en las mujeres menores de
40 afos con cancer de mama los factores mas influyen negativamente en la supervivencia
global son la infiltracion ganglionar o ser del subtipo molecular triple negativo [3, 4]. La
introduccion de agentes dirigidos a blancos moleculares especificos como el receptor de
crecimiento epidérmico (Herceptin®, TDM-1, Pertuzumab®) han logrado respuestas
objetivas en los tumores hasta de un 70% cuando son combinados con quimioterapia y han
mejorado la supervivencia global. Esto solo es efectivo para un grupo seleccionado de
pacientes; sin embargo, se ha visto que con el tiempo la enfermedad logra progresar y

adquirir la capacidad de generar met4stasis a otros sitios [5].

La metastasis es un proceso de multiples etapas que pueden ser clasificadas en al menos
cinco pasos secuenciales: 1) El desprendimiento y la migracion de las células tumorales al
tejido adyacente, 2) la invasion de las células tumorales en el torrente sanguineo y el tejido
linfatico (intravasacion), 3) la sobrevivencia en la circulacion (resistencia a la anoikis), 4) la
invasion y la penetracion de las células tumorales fuera de la circulacién sanguinea y
linfatica (extravasacion), 5) la colonizacion, proliferacion y neo-vascularizacién de las
células tumorales en sitios distantes [6]. En el fendbmeno complejo de la diseminacion de
las células tumorales, uno de los primeros eventos importantes es la pérdida de la mayoria
de las caracteristicas epiteliales, a través de cambios drasticos en el citoesqueleto. Esta
serie de eventos se conoce como transicion epitelio-mesénquima (TEM), el cual es un
proceso en el que las células epiteliales sufren cambios bioquimicos para transformarse a
células mesenquimatosas, se pierden las uniones intercelulares y por lo tanto se vuelven
alargadas y no polarizadas, lo que les permite moverse a través de la matriz extracelular,
con lo cual generan un nuevo tejido con una polaridad diferente al epitelio que le dio origen
[7, 8]. La TEM no es un proceso exclusivo de las células tumorales, se ha descrito en 3
diferentes escenarios biologicos: La TEM tipo 1 esta involucrada en la implantacion del
embrién, la embriogénesis y la organogénesis. La TEM tipo 2 esta asociada a la
cicatrizacion de heridas, regeneracion tisular y fibrosis en 6rganos como el rifién; y la TEM

tipo 3 es la que se encuentra implicada en la tumorigénesis, explicando la progresion de un
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carcinoma in situ a uno invasor [9], también se ha asociado con la resistencia a la apoptosis
y a farmacos de quimioterapia [10]. El papel de la TEM en cancer ya esta bien establecido,
y se asume es un componente indispensable para la met4stasis [11]. Una vez que las
células tumorales alcanzaron el sitio de metastasis distante, retoman el fenotipo del tumor
primario a través de un proceso llamado transicibn mesénquima-epitelio (TME). Por lo tanto,
los pasos de la TEM parecen ser reversibles, indicando la existencia de componentes

dindmicos en la progresiéon tumoral [12].

Se han descrito diversos marcadores implicados en la TEM, uno de los mas estudiados es
la disminucion de la expresion de E-cadherina, proteina involucrada en uniones célula-
célula, la cual baja sus niveles al minimo, con un intercambio por N-cadherina. Existen otros
marcadores que son regulados positivamente en la TEM como son: la vimentina,
fibronectina, actina de musculo liso; factores de transcripcién como Snail, Twist, Slug y ZEB;
ademas de factores de crecimiento como el factor derivado de plaguetas (PDGF, del inglés,
Platelet Derived Growth Factor) [13-16]. Otras moléculas de adhesion célula-célula como
las claudinas 3, 4, 7, a-catenina, y-catenina, ocludinas son reguladas negativamente en
células con fenotipo mesenquimatoso [14, 16]. La pérdida de E-cadherina es uno de los
marcadores principales de la TEM y cabe hacer notar que el gen de e-cadherina no sufre
deleciones o mutaciones, solo se han encontrado cambios epigenéticos y transcripcionales
que silencian la expresion de E-cadherina, lo cual le permite re-expresarse tanto en el tumor
primario o en metéstasis [17]. La TEM es un proceso dinamico y es activado por diversos
estimulos del microambiente tumoral que incluyen factores de crecimiento, interacciones
célula tumoral-estroma e hipoxia [18]. Dentro de las sefales que activan la TEM se
encuentran factores de crecimiento como el factor de crecimiento transformante 8 (TGF-,
del inglés Transforming Growth Factor-beta), el factor de crecimiento de los hepatocitos
(HGF, del inglés Hepatocyte growth factor), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF,
del inglés Fibroblast Growth Factor), los factores de crecimiento similares a la insulina 1 y
2 (IGF 1y 2, del inglés Insulin-like Growth Factor) y el factor de crecimiento epidérmico
(EGF, del inglés Epidermal Growth Factor) [19].

En los Ultimos afios, se ha empezado a tomar en cuenta la influencia del microambiente
tumoral en el desarrollo y comportamiento de los tumores. Se ha visto que existen citocinas
y factores de crecimiento secretadas por las células que rodean al tumor como agentes

cruciales en los procesos bioldgicos de proliferacién, migracion, invasividad y metastasis
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de las células tumorales. Debido a esto se han explorado biomarcadores sistémicos y del
microambiente tumoral, que estan relacionados con la respuesta inmunoldgica innata y
adquirida, los cuales han mostrado tener un papel crucial en la respuesta anti-tumoral [20].
El microambiente tumoral esta conformado por diversos tipos celulares, que incluyen a
fibroblastos asociados al tumor, células neuroendocrinas, adipocitos, células inflamatorias
del sistema inmune, células endoteliales y células de la cadena linfatica [21]. Todas estas
estirpes celulares contribuyen al desarrollo del tumor secretando factores de crecimiento,

metaloproteinasas y citocinas que son necesarias para el desarrollo del tumor [22, 23].

Una de las citocinas que ha sido implicada en progresion tumoral es la interleucina-6 (IL-6).
Esta es una citocina pleiotrépica, producida por las células hematopoyéticas y células
epiteliales. Desde su identificacion en sobrenadantes de cultivos de células mononucleares,
se describi6 su papel en funciones biol6gicas como diferenciacion de linfocitos B y
proliferacion de linfocitos T [24, 25]. En cdncer de mama, rifion, prostata y mieloma multiple
se ha correlacionado con mal pronéstico y agresividad tumoral. Estudios recientes sitlan a
la IL-6 como un regulador positivo del VEGF [26, 27]. Se ha encontrado que los niveles
circulantes de IL-6 en pacientes con cancer de mama es 10 veces mayor que en mujeres
sanas, existiendo una correlacién entre mayores niveles de IL-6 con estadios mas
avanzados del cancer de mama [26, 28]. El estudio de la IL-6 en células de cAncer de mama
in vitro ha arrojado resultados controversiales, por una parte, se ha demostrado su
implicacion en resistencia a Doxorrubicina y la promocion de la motilidad celular requerida
para la metastasis [29, 30]; y por otra, se ha visto que el tratamiento con IL-6 a bajas dosis
inhibe la proliferacién in vitro via activacion de la apoptosis por fragmentacion del ADN en
células con expresion del RE [31]. La IL-6 también ha sido implicada como un promotor de

la TEM induciendo la represién de la expresion de E-cadherina [32].

La sefalizacién de la IL-6 se da a través de la interaccién con su receptor (IL-6R), y la
glicoproteina de unién a membrana gp130, que se encuentra unida a JAK1,2 . Las JAKs se
encargan de fosforilar el dominio citoplasmico distal de la gp130, esta fosforilacion sirve
para reclutar proteinas que contienen dominios SH2, como STAT3, la cual es
posteriormente activada mediante la fosforilacion del residuo de tirosina 705 (Tyr705) [25,
33-35], induciendo asi su dimerizacion. El dimero de STATS3 se transloca al nicleo, dando
lugar a la transcripcion de sus genes blanco. En la TEM mediada por IL-6, STAT3 induce la

expresion de otros factores de transcripcion como Snail, ZEB, Twist y Slug, que en comdn
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generan la represion de la E—cadherina y transcripcion de genes mesenquimales n-
cadherina, vimentina, lo que genera la desintegracion de las uniones celulares y perdida de
la polaridad epitelial [36]. Reportes recientes, destacan la importancia de oncogénica de la
activacion persistente de STAT3, proponiendo a la produccién autocrina 'y a la estimulacién
paracrina de IL-6 como el mecanismo de la activacion constitutiva de STAT3. En el
microambiente tumoral, y los frentes invasivos tumorales, se ha observado la presencia de
células inflamatorias, lo que propone a IL-6 como agente tumorigénico a través de la
activacion de la via de JAK/STAT[12, 37]. Los efectos de la IL-6 en procesos biolégicos de
la célula tumoral como, proliferacion, migracion e invasividad, se han demostrado en células
de cancer de pulmén, mieloma mudaltiple y recientemente en células de carcinoma
nasofaringeo, donde se propone a la estimulacion de la cascada de MAP cinasas
dependientes de RAS como probables mecanismos de la proliferacién tumoral dependiente
de IL-6 [38]. Lo anterior sitta a la TEM como indispensable para la generacion de
metastasis, observando a la vez que dicho proceso es reversible permitiéndole a la célula

tumoral retomar un fenotipo epitelial una vez alcanzado el sitio de la metastasis [11].

Como se menciono previamente, la TEM es una de los principales pasos para la metastasis,
por lo cual, existe una intensa investigacion tratando de encontrar estrategias dirigidas a
interrumpir dicho proceso, y asi poder dirigir nuevos tratamientos. Dentro de estas
investigaciones, se destaca el estudio de la metformina (MTF) y su papel anti-tumoral. La
MTF es una biguanida que es utilizada como droga hipoglucemiante oral y es la mas
prescrita para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Recientemente, la MTF
ha recibido atenciébn por sus potenciales efectos anti-tumorigénicos, en analisis
retrospectivos de pacientes con cancer de mama que recibieron neodyuvancia, se han
encontrado respuestas patologicas completas del 24% en las mujeres que recibieron MTF
versus un 8% en las no recibieron MTF [39]. Por otra parte, analisis retrospectivos de
pacientes diabéticos que recibieron tratamiento con MTF sefialan una disminucién del
riesgo relativo de muerte de 0.43 (IC 95% 0.23-0.80) [40]. EI mecanismo de accion es a
través de inhibir la cadena de transporte de electrones de la mitocondria, disminuyendo la
actividad del Complejo | de la cadena respiratoria y de la fosforilacion oxidativa de las
células [41, 42]. Recientemente, se ha empezado a estudiar los efectos potenciales de la
MTF en la reversion de la TEM. En células de adenocarcinoma de pulmon, se ha visto que

la MTF revierte la disminucién E-cadherina y el incremento Vimentina y Snail inducidos por
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IL-6 [43]. Por otra parte en nuestro laboratorio, se encontrd que el EGF induce TEM medida
como la disminucién de E-cadherina y aumento de la expresiéon de vimentina a través de la
induccion del factor de transcripcion Snail. Esta TEM es revertida por el tratamiento con
MTF, en donde se observa re-expresion de E-cadherina y disminucion de Vimentina y Snail

(datos no publicados).

Dados estos antecedentes, en el presente trabajo analizamos el efecto de la MTF en la
TEM inducida por IL-6. Se utiliz6 un modelo de cultivos primarios de cancer de mama, los
cuales fueron analizados para identificar su estatus en la TEM. A los cultivos con fenotipo
epitelial se les indujo la TEM con IL-6, y se investigd el cambio de marcadores epiteliales
(E-cadherina) por los mesenquimales (vimentina y N-cadherina); posteriormente, se
adicion6 la MTF y se analiz6 si esta era capaz de revertir la TEM inducida por IL-6. A los
cultivos primarios que ya se encontraban en un fenotipo epitelial se estudio si la MTF era
capaz de revertirlas a un fenotipo epitelial. Los resultados mostraron que la IL-6 induce TEM
con la caracteristica perdida de E-cadherina y expresion de vimentina y N-cadherina. La
adicion de MTF revirti6 este efecto de la IL-6 con re-expresion de E-cadherina y disminucién
de vimentina y N-cadherina. Interesantemente, en células de cancer de mama con fenotipo
de mesénquima, la MTF reduce la expresién de vimentina y N-cadherina, revirtiendo el
fenotipo mesénquimatoso. Ademas, la MTF disminuye la proliferacion y migracién inducida

por IL-6; también puede revertir la resistencia a doxorrubicina.
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DEFINICION DEL PROBLEMA

El cdncer de mama es la primera causa de muerte por cancer en mujeres mexicanas, a
pesar de los avances en el tratamiento, la recurrencia y la formacién de metastasis a

distancia siguen siendo la principal causa de muerte por esta enfermedad.

La TEM es un proceso clave para la generacién de metéstasis y la IL-6 es uno de los
principales inductores de esta, a través de la activacion de la via de JAK/STATs. La
metformina ha demostrado tener actividad inhibitoria sobre la transicion TEM inducida por
el EGF y la IL-6, en esta Ultima especificamente en células de cancer de pulmén. Sin
embargo, no se conocen los efectos que puede tener la metformina en la TEM inducida por
IL-6 en células de cancer de mama, asi como en los procesos bioldgicos de proliferacion,
migracion, y sensibilidad a farmacos citotoxicos.

JUSTIFICACION

En México, el cancer de mama representa la primera causa de muerte por cancer en

mujeres, asociado a un incremento de la incidencia de la enfermedad.

Dado que la TEM es un paso crucial para el desarrollo de invasién y metéstasis en el cancer
de mama, y esto representa la causa mas frecuente de muerte en estas pacientes, es
prioritario encontrar estrategias farmacoldgicas que permitan interferir con este proceso. La
MTF ha demostrado revertir la TEM en células de cancer de pulmén. Por lo tanto, es
importante explorar el papel de la MTF en la TEM inducida por IL-6 en células de cancer de

mama y en procesos biolégicos de proliferacién y migracion.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

En células epiteliales de cancer de mama que han sido tratadas con IL-6 y han adquirido
un fenotipo de mesénquima, ¢ Puede la MTF revertir la TEM e inhibir procesos biologicos

de proliferacion, migracién y revertir la resistencia a doxorrubicina?
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HIPOTESIS

Sila MTF es capaz de revertir la TEM inducida por la IL-6 en células de cancer de mama,

entonces serd posible detectar la represion de marcadores mesenquimales como N-

cadherina y vimentina, la re-expresion del marcador epitelial E-cadherina. Ademas, la MTF

bloqueara la proliferacion y migracién inducida por IL-6, asi como la resistencia a

doxorrubicina.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la MTF en la TEM mediada por IL-6; asi como, en los
procesos bioldgicos de proliferacion y migracion, y la resistencia a doxorubicina

en células de cancer de mama.

OBJETIVOS PARTICULARES

Caracterizar la expresion de marcadores epiteliales y mesenquimatosos en los
cultivos primarios de cancer de mama, MBCDF, MBCD17, MBCD25, MBCD3,
MBCD23, MBCDF-D5, MBCDF-B3.

Inducir la TEM con IL-6 en células de cancer de mama que sera evaluada por la
pérdida de E-cadherina, y aumento en la expresion de vimentina y N-cadherina.
Determinar el efecto de la metformina en los cultivos primarios de cancer de
mama.

Determinar el efecto de la metformina sobre los marcadores de transicion
epitelio-mesénquima, E-cadherina, vimentina y N-cadherina, en células de
cancer de mama previamente tratadas con IL-6.

Determinar el efecto de la metformina en la fosforilacion de STAT3 en células
previamente tratadas con IL-6.

Determinar el efecto de la metformina en la fosforilacion de STAT3 en células
previamente tratadas con IL-6.

Determinar los efectos de la MTF en los procesos de proliferacién y migracion
en células de cancer de mama previamente tratadas con IL-6.

Determinar los efectos de la metformina en la sensibilidad a doxorrubicina en
células de cancer de mama previamente tratadas con IL-6.
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Materiales y Métodos
Reactivos

Anticuerpos primarios contra E-cadherina, Tubulina, pSTAT3 (Tyr705) y STAT3 fueron
obtenidos de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA), Vimentina se obtuvo de Life
Science Technologies (Grand lIsland, NY), N-cadherina se obtuvo de Cell Signalling
Technology (Cambridge, MA). Los anticuerpos secundarios anti-ratén o anti-conejo-HRP se
adquirieron de Jackson ImmunoResearch (West Grove, PA). La Interleucina-6 (IL-6) se
obtuvo de PeproTech (RockyHill, NJ). La metformina fue adquirida de MP Biomedicals
(Santa Ana, CA).

Cultivo Celular

Los cultivos celulares primarios MBCDF, MBCD17, MBCD25, MBCD23, MBCD3, MBCDF-
5 y MBCDF-B3 que se derivaron a partir de una biopsia del producto de una mastectomia
realizada a una paciente con cancer de mama (protocolo aprobado por el comité de Etica
del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran Ref. 1549, BQO-
008-06/9-1). Los cultivos celulares fueron mantenidos en medio RPMI-1640 suplementado
con 10% de suero fetal bovino, antibiético y antimicotico (Invitrogen Corporation, Camarillo,

CA) a 37°C en una atmosfera humidificada con 5% de CO..

Ensayos de Citotoxicidad

Se sembraron 7,500 células/cm? en placas de 48 pozos por triplicado, se agregaron las
concentraciones crecientes de MTF (0, 0.5, 1, 5, 10, 25, 50 y 100 mM) y se incubd por 48
horas. La viabilidad celular se evalud utilizando la técnica de cristal violeta. Al finalizar las
48 horas de incubacion, se fijaron las células con glutaraldehido al 1.1% en PBS, dejando
en agitacion por 20 minutos, después las células fueron tefidas con cristal violeta, para
posteriormente medir la densidad Optica mediante espectrofotometria a 570nm. El
porcentaje de viabilidad fue calculado como la densidad éptica de los tratamientos con

respecto al control no tratado.
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Estimulacién celular

Se realizaron ensayos de estimulacion con IL-6 para evaluar mediante Western blot la
fosforilacion de STAT3, usando un anticuerpo fosfo-especifico en contra de pSTAT3 Y705.
Se sembraron las células MBCDF y MBCD17 a una densidad de 1 X 10° células en platos
de cultivo de 60 mm, mantenidas con medio RPMI-1640 suplementado con 0.1 % de suero
fetal bovino. Las células se dejaron adherir toda la noche a 37°C y 5 % de CO.. Se estimuld

con IL-6 a 1 ng/mL por los siguientes tiempos: 0, 5, 15, 30 y 60 minutos.

Para los ensayos de induccién y reversion de la TEM en células con fenotipo epitelial
MBCD17 se disefiaron dos modelos experimentales, el primero se utilizaron tiempos cortos
de induccion de TEM con IL-6 (0, 2, 4, 8, 12 y 24 h), posterior a estos tiempos con IL-6, se
adicion6 MTF por 3 h mas a estos tiempos de IL-6. En el segundo ensayo, se la TEM en
dias (0, 1y 2), para lo cual se sembraron células a una densidad de 750,000 células por
plato de cultivo de 60mm y se estimularon con IL-6 25 ng/ml, después de 24h se adicion6
MTF 10 mM e IL-6 25 ng/ml dejando actuar por otras 24 h.

Ensayo de Inmunoblot (Western Blot)

Las células estimuladas fueron lisadas con buffer de lisis que contiene: HEPES 50mM (pH
7.4), EDTA 1mM, NaCl 250mM, Nonidato P-40 1%, NaF 10mM, y 1X de inhibidores de
proteasas (Complete, EDTA-free, Roche). 25 nug de proteina total se sometieron a
electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizante y fueron transferidos a una
membrana de Immobilion-P PVDF (Millipore Corp. Bedford, MA), estas fueron bloqueadas
durante 60 minutos en leche descremada al 5% en PBS-Tween al 0.05%. Posteriormente
fueron incubadas con los respectivos anticuerpos primarios toda la noche a 4°C en
agitacion, Después, las membranas se incubaron con los anticuerpos secundarios anti-
ratén-HRP o anti-conejo-HRP segun fuera el caso por 45 minutos. La sefal fue visualizada
mediante quimioluminiscencia utilizando el kit Super Signal West Pico (Thermo, Rockford,

IL) y finalmente se expuso a una pelicula radiografica Kodak.

Ensayos de Proliferacion Celular

Para la proliferacion celular se sembraron 10,000 células/cm? en placas de 24 pozos por

triplicado. Se obtuvieron evaluaciones los dias 0, 1, 3y 5 dias. En los dias mencionados se
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agrego MTT (5ng/mL) a cada pozo y se incubo por 2 horas a 37 °C y 5% de CO., posterior
a lo cual fue aspirado el medio de cultivo del pozo. Luego de completarse los 5 dias del
experimento, se agreg6 a cada pozo 200 uL de isopropanol acidulado 0.1 N de HCIl y 200
uL de PBS, dejando en agitacion por 20 minutos. Posteriormente, se determind la
absorbancia mediante un lector de ELISA a una densidad 6ptica de 570 menos la de 630
nm. El incremento de la proliferacion se realizé mediante la normalizacion de la densidad
Optica obtenida del dia correspondiente, con respecto a la densidad Optica del dia cero. Se
realizaron los experimentos por triplicado al menos tres veces de manera independiente

reportando el promedio * el error estandar.

Ensayos de Migracién Celular

La capacidad de migracion de las células MBCDF, MBCD17 y MBCD25 se realiz6 mediante
el ensayo de migracién por caAmara de Boyden y el ensayo de la Herida en la monocapa.
Para el ensayo de migracién por cAmara de Boyden se sembraron 100,000 células/cm? por
triplicado en placas de 24 pozos. Se sembraron de acuerdo a la siguientes cuatro
condiciones: control, IL-6 5ng/mL, MTF 10 mM e IL-6 5ng/mL con MTF 10 mM. Las células
se incubaron por 6 horas a 37°C y 5% de CO.. Se aspiré el medio de la cAmara se limpio
gentilmente la parte interna de la camara con algodén, evitando deformar la membrana y/o
contactar la parte externa. Se fijaron las células con glutaraldehido al 1.1% en PBS, durante
20 minutos en agitacion, luego fueron tefiidas con cristal violeta, dejando en agitacion por
20 minutos, por ultimo, se realizaron lavados con agua para retirar el exceso de colorante.
Se procedié a contar las células que migraron mediante visualizacién con microscopio a un
aumento de 20X, escogiendo 5 campos aleatorios de cada camara de Boyden, el promedio
del conteo de células de 5 campos fue dividido entre el area del campo visual (0.001 cm?),
luego este cociente fue multiplicado por el area total de la membrana de la camara de
Boyden (0.33 c¢cm?), obteniendo asi el nimero de células que migraron a través de la

membrana.

El ensayo de la Herida en monocapa se realiz6 sembrando las células MBCDF, MBCD17 y
MBCD25 a una densidad de 250,000 células/pozo en una placa de 12 pozos, y se incubaron
por 24 horas a 37°C y 5% de CO.. Transcurrido este periodo de tiempo se observo
continuidad de la monocapa y se procedi6 a realizar tres heridas de forma continua sobre

la misma con una punta de 200 uL. Se realizé un lavado para retirar las células que fueron
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desprendidas de esta tras realizar la herida. Se evalué la migracion de las siguientes
condiciones: control, IL-6 5 ng/mL, MTF 10 mM, e IL-6 5 ng/mL mas MTF 10 mM. Las
células se incubaron por 24 horas a 37°C y 5% de CO.. Se evalué el cierre de la herida
obteniendo fotografias del tiempo 0 (adicion de IL-6 y MTF) y de las 24 horas para hacer

analisis comparativo.
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Resultados

Células de cultivos primarios de cancer de mama, expresan fenotipo epitelial y

mesénquimatoso

Se caracterizaron siete cultivos primarios en base a su apariencia morfoldgica y la expresion
de marcadores epiteliales y mesenquimales. Se determiné la expresién de E-cadherina
como marcador epitelial, y vimentina como marcador de mesénquima a través de la técnica
de Western blot. Los resultados mostraron que los cultivos MBCD23, MBCD3, MBCDF-D5
y MBCDF-B3 expresan vimentina, pero no E-cadherina. Mientras que los cultivos MBCD25,
MBCD17 y MBCDF presentan E-cadherina y ausencia de vimentina. Esta caracterizacion
demuestra que se cuenta con cultivos que presentan fenotipo epitelial y otros que tienen un
fenotipo mesenquimatoso (Figura 1a). La expresién de marcadores de TEM correlaciona
con la morfologia celular, las células epiteliales se caracterizan por ser pequefias
estrelladas y en contacto estrecho célula a célula, y las células en mesénquima presentan

una morfologia de células alargadas, creciendo de forma aislada (Figura 1b).
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Figura 1. Expresién de marcadores de TEM en diferentes cultivos primarios de cancer de
mama. (A) Se analizé la expresion de E-cadherina y vimentina en los cultivos primarios de cancer
de mama MBCD23, MBCD3, MBCDF-D5 y MBCDF-B3 por Western Blot, el grupo con fenotipo de
mesénquima muestran expresion de vimentina y ausencia de expresion de E-cadherina, contrario a
lo observado en el grupo con Fenotipo Epitelial con expresién de E-cadherina y ausencia de
expresiéon de vimentina. (B) Se presentan micrografias representativas del grupo con Fenotipo de
Mesénquima del cultivo primario MBCD23 y del grupo con Fenotipo Epitelial MBCD17.
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Células de cancer de mama con fenotipo de mesénquima son resistentes a la

Metformina

Recientemente, la MTF ha surgido como un potencial farmaco antitumoral, asociandose a
mejor pronostico en pacientes con cancer de mama [32,33,34]. Dado que el analisis de
TEM en los diferentes cultivos primarios de cancer mostré que algunos presentan fenotipo
epitelial y otro fenotipo de mesénquima, analizamos su susceptibilidad a la MTF, para lo
cual se realizaron ensayos de citotoxicidad con MTF a las dosis de 5y 10 mmol/L en células
con fenotipo epitelial MBCDF, MBCD17, MBCD25 y células con fenotipo de mesénquima
MBCD3, MBCD23, MBCD5 y MBCD3. Los resultados mostraron que las células de cancer
de mama con fenotipo de mesénquima son resistentes a la MTF comparado con las células
con fenotipo epitelial (Figura 2). Se realizaron ensayos de citotoxicidad utilizando un rango
mas amplio de concentraciones de MTF para calcular la ICso. Se encontré que las células
MBCD3, MBCD23, MBCF-D5 y MBCD3 presentan una ICsg que varian desde 23.97 mM
hasta mas de 52.61 mM; en contraste las células MBCDF, MBCD17, MBCD25 y MBCD4
tuvieron unas ICso pequefas que van 5.31 mM hasta 11.45 mM (Tabla 1).
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Figura2.LaTEMinduce resistenciaa MTF en células de cdncer de mama. Se realizaron ensayos
de citotoxicidad utilizando MTF a dosis de 5y 10 mmol/L en células con fenotipo de mesénquima
(MBCD3, MBCD23, MBCDF-D5 y MBCDF-B3) y células con fenotipo epitelial (MBCDF, MBCD17,
MBCD25), fueron sembradas 10 mil células en placas de 48 pozos y 24 horas después fueron
tratadas con las dosis mencionadas de MTF por 48 horas. Se determind la viabilidad mediante con
técnica colorimétrica de cristal violeta. Se presentan los porcentajes de viabilidad celular observando
diferencias entre las células que expresan fenotipo de mesénquima y aquellas que expresan fenotipo
epitelial.
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Tabla 1. ICsp de MTF en células de cancer de mama. Se
realizaron ensayos de citotoxicidad con MTF a 0, 0.5, 1, 5,
10, 25, 50 y 100 mM por 48 h se reporta la ICso

MBCDF-D5 44.7+1. 06
MBCD3 23.97+1.97
MBCD23 36. 65+1. 07

MBCDF-B3 52.61+1. 08
MBCD25 10.11+1. 20
MBCD17 5.31x1.10
MBCDF 11.45+1.13
MBCD4 8.17+1.14

La Tabla 1. es citada de: Esparza-L6pez, José; Alvarado-Mufioz, Juan; Escobar-Arriaga, Elizabeth;
Ulloa-Aguirre, Alfredo; JeslUs Ibarra-Sanchez, Maria (2019): Figure 6: Metformin reverses
mesenchymal phenotype of primary breast cancer cells through STAT3/NF-kB pathways. figshare.
Journal contribution. https://rdcu.be/caK67; http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/. No

se realizaron cambios en esta tabla.

IL-6 induce la fosforilacion de STAT3 en células de cancer de mama

Esta bien establecido que la IL-6 sefializa a través de la activacion de STAT3 [35]. Para
demostrar que en los cultivos primarios de cancer de mama que utilizamos, la IL-6 induce
la activacion de STAT3, estimulamos las células MBCDF y MBCD17 con 5 ng/mL de IL-6
por diferentes tiempos. La activacion de STAT3 se midié como la fosforilacion de la Tyr715
de STATS3 utilizado anticuerpos fosfo-especificos. Los resultados demuestran que la IL-6
induce la fosforilacion de STAT3. La cinética de la fosforilacion en pSTAT3-Tyr705 tuvo un

pico de activacion en las células MBCDF entre los 15 y 30 min, mientras que en las células
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MBCD17 tienen un pico de activacion del pSTAT3-Tyr705 a los 15 minutos (Figura 3). Estos
resultados confirman que en estos cultivos la IL-6 sefaliza a través de la activacion de
STATS. [27].

MBCDF MBCD17
Min 0 5 15 30 60 0 5 15 30 60
- e— - - — - pSTAT3-Tyl' 705
A e O v d— . e e t—— STAT3
IL-6 [5ng/mL] + + + + + + + + + +

Figura 3. IL-6 Induce la fosforilacion de STAT3 en células de cancer de mama MBCDF y
MBCD17. Las células fueron tratadas con 5ng/ml de IL-6 a 0, 5, 15, 30 y 60 minutos, se realizd
Western blot para analizar la fosforilacion de STAT3 en la Tyr705, se utiliz6 como control el STAT3
total.

La Metforminarevierte la TEM inducida por IL-6 in vitro en células de cancer de mama

En células de cancer de pulmon se ha reportado que la MTF revierte la TEM inducida por
IL-6 a través de STAT3 [43]. Para demostrar este efecto en los cultivos de cancer de mama
con fenotipo epitelial la IL-6 puede inducir TEM y que esta es revertida por MTF, analizamos
si estimulacion con IL-6 induce la TEM en las células MBCD17. Se midié E-cadherina y
vimentina mediante la técnica de Western blot (Figura 4). Las células fueron tratadas con 5
ng/mL de IL-6 durante diferentes periodos de tiempo a lo largo de 24 horas (0, 2, 4, 8,12y
24 h), posterior a estos tiempos a una condicion se le adicion6 MTF 10 mM por 3 h. Se
encontré que IL-6 induce una ligera caida en la expresion de la E-cadherina a partir de las
2h, que se vuelve mas pronunciada a partir de las 12h. La MTF revierte la caida en la E-
cadherina a partir de las 4h. A pesar de que los cambios en la expresion de E-cadherina
son claros, para el caso de la vimentina y N-cadherina no son significativos, excepto para
la vimentina a las 24 h. Estos resultados sugieren que la IL-6 induce cambios rapidos en la
expresion de E-cadherina y es revertido por la MTF. Sin embargo, cambios para los

marcadores de mesénquima requieren mas tiempo (Figura 4).

24



MBCD17

Horas O 2 2 4 4 8 8 12 12 24 24
“ . ..Qp .‘-“3 .”t 0“. E-cadherina
~ .. GE # % e —a e -8 Vimentina

- . — G — - S G en ww» N-cadherina

Tubulina

IL-6 (5 ng/mL) - + o+ 4+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+
MTF (10 mM) - -+ -+ -+ -

Figura 4. Metformina revierte la TEM inducida por IL-6 in vitro en células de cancer de mama.
Las células de cancer de mama MBCD17 fueron estimuladas con 5 ng/mL de IL-6 a los tiempos 0,
2,4,8,12y 24 h. Después de estos tiempos a una condicion se le adicion6 MTF 10 mM por 3 h. Se
evalué la expresion de E-cadherina, vimentina y N-cadherina mediante la técnica de WB. La Tubulina
fue utilizada como control de carga.

Basados en los resultados observados a los 24h de estimulacién de IL-6 y pulso corto de
MTF, se analiz6 si una estimulacion por mas tiempo y una mayor dosis de IL-6 (25 ng/mL)
tenia un efecto mas potente en inducir la TEM. Se estimulé con la IL-6 por un dia y se
adicion6é a una condicién la MTF 10 mM y se incub6 por otras 24 h. Los resultados
mostraron que al dia 1 habia una disminucién de la E-cadherina con incremento en la
expresion de vimentina y N-cadherina. Al dia 2, con el tratamiento con MTF se observo que
la E-cadherina se re-expresa con concomitante disminucién de vimentina y N-cadherina
(Figura 5).

MBCD17
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Figura 5. La Metformina revierte la TEM inducida por IL-6 in vitro en células de cancer de
mama con fenotipo epitelial. Las células de cancer de mama, MBCD17, fueron estimuladas con
25 ng/ml de IL-6 por 24 horas, después de este tiempo se adicion6 MTF 10 mM a una condicién y
se incubo por otro dia mas. Los cambios en TEM fueron determinados por cambios en la expresion
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E-cadherina, vimentina y N-cadherina por medio de Western blot. Tubulina fue utilizada como control
de carga.

Células con Fenotipo de Mesénquima pueden hacer una Transicién Mesénquima-

Epitelio tras el tratamiento con Metformina

Una vez demostrado que MTF revierte la TEM inducida por IL-6 en células de cancer de
mama con fenotipo epitelial, nos preguntamos si la MTF es capaz de realizar la inducir la
reversion de marcadores de mesénquima en ceélulas con este fenotipo. Para lo cual,
utilizamos los cultivos con fenotipo de mesénquima, MBCDF-D5 y MBCDF-B3, tratadas con
MTF 10 mM por 0, 2, 4 y 6 dias. Se analizo la expresion de vimentina y N-cadherina por
medio de Western blot. La MTF indujo una disminucién de la expresion de los marcadores
de mesénquima con respecto al dia 0 de tratamiento. Después de 4 dias de tratamiento con
MTF observamos que tanto la vimentina como la N-cadherina disminuyen de manera
significativa. Estos resultado sugieren que la MTF induce transicion mesénquima-epitelio
(TME), aun sin haber sido inducida por un factor de crecimiento (Figura 6). Por otra parte,
analizamos si la MTF tenia algun efecto sobre la fosforilacion de STAT3. Por lo cual, las
células MBCDF-D5 y MBCDF-B3 fueron tratadas a lo largo de 6 dias con MTF 10 mM y se
midi6 el grado de fosforilacion de STAT3 en la Tyr705 por Western blot. El tratamiento con
MTF indujo la disminucion de pSTAT3-Tyr705 a partir del dia 2. Estos datos sugieren que
la MTF induce una disminucién de la activacién de STAT3 y que este podria se un posible
mecanismo por el cual induce la TME.
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Figura 6. Células con Fenotipo de Mesénquima pueden hacer una Transicién Mesénquima-
Epitelio mediante un tratamiento con Metformina. Las células MBCDF-D5 y MBCDF-B3 fueron
tratadas con MTF 10 mM por 0, 2, 4 y 6 dias, se determino la expresion de Vimentina, N-cadherina,
pSTAT3-Tyr705 y STAT3 por Western blot. La tubulina fue utilizado como control de carga.
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La MTF inhibe la proliferacién y migraciéon inducida por IL-6 células de cancer de

mama

Reportes previos de las funciones bioldgicas de IL-6 en células de carcinoma nasofaringeo,
postulan a esta citocina como un inductor de la proliferacién y migracion celular, esto al
tratar las células con dosis crecientes de IL-6 [31]. Nosotros exploramos el papel de la IL-6
en la proliferaciéon y migracion de células de cancer de mama con fenotipo epitelial MBCDF
y MBCD25 y la reversién de estos procesos por MTF. Para los ensayos de proliferacion se
obtuvieron observaciones a los dias 0, 1, 3 y 5, utilizando tres condiciones: células
estimuladas con 5 ng/mL de IL-6, células tratadas con MTF 10 mM, y células tratadas con
la combinacion de IL-6 5 ng/mly MTF 10 mM. Se observé un incremento de la proliferacion
de las células estimuladas con IL-6, este aumento en el nivel de proliferacion fue inhibido
por la MTF, llevando los niveles de proliferacion a rangos similares e incluso inferiores al
control (Figuras 7 Ay B). Estos datos sugieren que la MTF revierte la proliferacion inducida
por IL-6.

Por otra parte, se evalué si la IL-6 aumenta la migracion de células de cancer de mamay
si este proceso puede ser inhibido por MTF. Para comprobar esto, se utilizaron células
MBCDF y MBCD17 de fenotipo epitelial en dos tipos de experimentos; ensayos de
migracion en cdmara de Boyden y ensayos de Herida en Monocapa. Los ensayos de
migracion en camara de Boyden, mostraron un incremento en el nimero de células que
migraron a través de la cAmara de Boyden tras ser estimuladas con IL-6. Este efecto fue
inhibido tras administrar MTF, tanto en las células MBCDF y MBCD17 (Figuras 7 C y D).
Por otro lado, en el ensayo de la Herida en la Monocapa se evaluaron cuatro condiciones:
1) control a las 24 horas, 2) células tratadas con IL-6 a dosis de 5 ng/mL, 3) células tratadas
con MTF a dosis de 10 mM, y 4) células tratadas con IL-6 mas MTF. Los resultados
mostraron que la estimulacion con IL-6 favorecen el cierre de la herida en comparacion con
las células control. El tratamiento con MTF induce una disminucién en la migracion lo que
se traduce en un impedimento para cerrar la herida en la monocapa. Esta disminucién en
la migracion se observa aun en las células tratadas con MTF en presencia de IL-6 (Figura
7 E). Estos datos sugieren que la MTF interfiere con el proceso de migracion inducida por

IL-6 en células de cancer de mama.
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Figura 7. La proliferacion y migracion inducidas por IL-6 en células de cancer de mama con
fenotipo epitelial son inhibidas por MTF. (A, B) El efecto de la IL-6 en la proliferacion celular se
evalué estimulando con IL-6, con o sin MTF, por 1, 3 y 5 dias, la proliferacién fue determinada
mediante ensayos con MTT. (C, D) Se evalud la capacidad de IL-6 de promover migracion celular
incubando células con IL-6, con y sin MTF. La migracién se midi6 en camaras de Boyden
cuantificando del numero de células que migraron a la parte inferior de la camara, se muestran
fotografias representativas de las cuatro condiciones experimentales de las células MBCD17. (E) El
efecto de IL-6 en la migracion, (ensayo de Herida en Monocapa). Las células fueron sembradas a
confluencia un dia antes de realizar la herida sobre la monocapa. El cerrado de la herida se evalué
24 hs después de realizada la herida. Se presentan fotografias representativas de las 4 condiciones
experimentales (10X) a las 0y 24 horas. Las figuras 7 (A) y (C) son citadas de: Esparza-Lopez, José;
Alvarado-Mufioz, Juan; Escobar-Arriaga, Elizabeth; Ulloa-Aguirre, Alfredo; JesuUs Ibarra-Sanchez,
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Maria (2019): Figure 6: Metformin reverses mesenchymal phenotype of primary breast cancer cells
through STAT3/NF-kB pathways. figshare. Journal contribution. https:/rdcu.be/caK67;
http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/. No se realizaron cambios en esta imagen.

MTF revierte la resistencia a Doxorrubicina inducida por la TEM

Existen reportes previos de que la MTF revierte la quimio-resistencia a multiples drogas en
lineas celulares de cancer de mama via activacion de AMPK, observando una re-
sensibilizacién a 5FU en las células MCF-7 y no asi con doxorrubicina y paclitaxel en células
MDA-MB-231, ambas conocidas por ser resistentes a dichas drogas; en dicho estudio se
administraron ambas drogas, quimioterapia y MTF de forma concomitante [44]. Por otra
parte, en células de cancer de vejiga urinaria, se ha observado relacién entre la expresion
del factor de transcripcion Twist, que es reconocido como un marcador de TEM vy la
resistencia a doxorrubicina, proponiendo como mecanismo de resistencia la sobre
expresion de MDR, debido a que Twist tiene un sitio de union al gen de MDR con la
consecuente sobre expresion de dicha proteina [45]. Basados en estos antecedentes, y en
el hecho que en nuestras células la MTF revierte la TEM inducia por IL-6, asi como la
proliferacién y migracion celular, se planted la hipotesis que las células enviadas del
fenotipo epitelial a mesénquima con IL-6 presentarian menor susceptibilidad a
doxorrubicina comparadas con aquellas células donde el fenotipo de mesénquima era
revertido por la MTF. Para este objetivo, se prepararon células con fenotipo epitelial
MBCD17 y MBCDF que solo se estimularon con IL-6 10 ng/mL por 24 horas, y por otra
parte se prepararon otras células que se trataron con IL-6 10 ng/mL y posterior adicion de
MTF 10 mM. Se sembr6 un ensayo de citotoxicidad con doxorrubicina a 0, 0.05, 0.5,y 5
pg/mL por 48h. Los resultados mostraron que en las células donde se trato solo con IL-6
para inducir TEM, la doxorrubicina induce una caida en la viabilidad de manera dosis
respuesta. El tratamiento con la MTF a las células previamente tratadas con IL-6 mostr6
que hay un mayor caida en la viabilidad celular (Figura 8). Estos datos apoya el hecho de

gue la MTF revierte la resistencia a doxorrubicina a través de la reversion de la TEM.
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Figura 8. MTF revierte la resistencia a Doxorrubicina inducida por la TEM Se realizé
ensayos de citotoxicidad utilizando doxorrubicina a dosis de 0, 0.05, 0.5 y 5 ug/mL en células
MBCDF, MBCD17, separadas por la expresion del fenotipo de TEM o TME como resultado del
tratamiento previo con IL-6 y MTF. Se sembraron 10 x 10* células en placas de 48 pozos, y 24 horas
después fueron tratadas con las dosis mencionadas de doxorrubicina por 48 horas. Se determiné la
viabilidad mediante con técnica colorimétrica de cristal violeta. Se presentan los porcentajes de
viabilidad celular.
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Discusion y Conclusiones

La TEM es uno de los pasos mas criticos en el desarrollo de la metastasis, por ello la
descripcion de los mecanismos moleculares por los cuales se activa y como puede ser
inhibida o revertida son de gran relevancia para el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas. En el presente trabajo presentamos evidencia de que en células primarias de
cancer de mama, la MTF es un excelente candidato para revertir la TEM mediada o no por
IL-6, revirtiendo los marcadores de mesénquima, asi como proceso biolégicos que incluyen
a la proliferaciéon y migracion. Por otra parte, también demostramos que la MTF revierte la
resistencia a la doxorrubicina. Estos datos sugieren que la MTF es un excelente candidato

para prevenir y bloquear el proceso de metastasis en cancer de mama.

Una de las principales causas de mortalidad de los pacientes con cancer de mama es la
metastasis. En el proceso de la metastasis incluyen diversos pasos que una célula
transformada tiene que pasar para migrar a un sitio distante. Entre los pasos cruciales de
este proceso, se encuentra la TEM, que se caracteriza por la perdida de la polaridad de la
célula y la adquisicion de propiedades invasivas [10, 12]. Para poder estudiar las
propiedades metastasicas de una célula desarrollamos un modelo in vitro de TEM basado
en cultivos primarios de cancer de mama. El primer paso consistié en la caracterizaron de
los cultivos para identificar cuales presentaban marcadores epiteliales. Interesantemente,
de este analisis encontramos varias de estas células presentaban marcadores de

mesénquima, lo que implica que estas células ya realizaron la TEM.

En los ultimos afios se han incrementado los estudios enfocados a interferir con la TEM, en
un intento de bloquear la metastasis. Unos de los farmacos que més atencién ha recibido
es la MTF, que es un medicamento ampliamente utilizado para el tratamiento de la diabetes
mellitus tipo Il [44]. Recientemente, se ha sugerido que la MTF tiene propiedades anti-
tumorigénicas y que pacientes con diabetes que son tratados con MTF tiene un menor
riesgo de desarrollar cancer [40]. Nosotros investigamos el efecto de la MTF sobre la
viabilidad de los cultivos primarios de cdncer de mama. En ensayos de citotoxicidad,
utilizando diferentes concentracién de MTF, las células de cancer de mama que muestran
marcadores de mesénquima mostraron resistencia a la MTF, mientras que las células con

marcadores epiteliales fueron mas sensibles. Estos resultados sugieren que las células que
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ha iniciado una TEM sufren un cambio en su metabolismo que las hace resistentes a la
MTF. Los mecanismos moleculares asociados a esta resistencia no se encuentran descritos

por el momento.

La TEM es un proceso dinamico y es activado por diversos estimulos del microambiente
tumoral que incluyen factores de crecimiento, interacciones célula tumoral-estroma e
hipoxia [18]. Dentro de las sefiales que activan la TEM se encuentran factores de
crecimiento como el factor de crecimiento transformante 8 (TGF-f3, del inglés Transforming
Growth Factor beta), el factor de crecimiento de los hepatocitos (HGF, del inglés Hepatocyte
Growth Factor), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF, del inglés Fibroblast Growth
Factor), los factores de crecimiento similares alainsulinaly 2 (IGF 1y 2, del inglés Insulin-
like Growth Factor) y el factor de crecimiento epidérmico (EGF, del inglés Epidermal Growth
Factor) [19]. La IL-6 es una citocina inflamatoria que ha sido asociada a la TEM [32, 45]. En
nuestro modelo de cultivos primarios de cancer de mama, estimulamos con IL-6 a células
con marcadores epiteliales (MBCDF y MBCD17) tratando de inducir TEM, demostramos
gue IL-6 induce disminucién de la expresién de E-cadherina en horas; sin embargo, para la
aparicion de los marcadores de mesénquima se necesitan dias para que la IL-6 induzca
una completa transformacion del fenotipo epitelial a través de la via de STAT3. Estos
resultados demuestran que nuestro modelo in vitro de cultivos primarios de cancer de
mama, el tratamiento con IL-6 es capaz de inducir una TEM, como lo demuestra la
expresion de los marcadores vimentina y N-cadherina, caracteristicos de una fenotipo

mesenquimal.

Existen varios reportes que muestran que la MTF puede revertir la TEM inducida por IL-6 a
través de la sefializacion de STAT3 en cancer de pulmén [43, 46]. En nuestro modelo de
cultivos primarios de cdncer de mama las células fueron tratadas con IL-6 durante diferentes
periodos de tiempo a lo largo de 24 horas, los resultados mostraron que el tratamiento con
IL-6 induce una ligera caida de la E-cadherina a partir de las 2 h de tratamiento. La adicion
de MTF parece revertir esta caida a partir de las 4 h; sin embargo, a pesar de los cambios
en E-cadherina, la vimentina y la N-cadherina no mostraron cambios significativos. Un
panorama distinto se observa con una estimulacion con IL-6 a mayor tiempo y dosis. Los

resultados mostraron que al dia uno habia una franca disminucién de E-cadherina, con un
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incremento de la vimentina y N-cadherina. El tratamiento con MTF mostr6 al dia 2 una re-
expresion de la E-cadherina junto con una disminucion de la expresion de vimentina y N-
cadherina. Estos resultados demuestran que los procesos de TEM y TME requieren de
cambios transcripcionales drasticos en los que la célula cambia enteramente su

comportamiento.

Por otro lado, en este estudio analizamos la capacidad de la MTF de revertir tanto la TEM
tanto en células estimuladas con IL-6 como en células que expresan un fenotipo
mesenquimal. La re-expresion de marcadores epiteliales como E-cadherina como la
reversion de marcadores mesenquimatosos como vimentina y N-cadherina, ademas de la
disminucion en la fosforilacion de STAT3 confirman este hecho. En nuestro conocimiento,
este trabajo es pionera en demostrar que la MTF puede revertir un estado mesenquimatoso
en cultivos primarios de cancer de mama. En la literatura existen otros reportes donde
analizan la capacidad de la MTF de interferir con la TEM en lineas comerciales de cancer
de mama. La mayoria de estos estudios estdn enfocados al revertir la resistencia a
farmacos que se genera al momento de pasar a un fenotipo mesenquimal. Sin embargo,

algunas de las lineas que se utilizan como la MCF-7 son resistentes al tratamiento con MTF.

El papel de IL-6 en los procesos de migracion e invasividad se ha explorado en células de
carcinoma de nasofaringe, demostrando que el bloqueo del IL-6R mediante un anticuerpo
monoclonal revierte dichos procesos, incluido el fenotipo de TEM [47]; de la misma forma
se ha estudiado el papel de la MTF en la inhibicibn de los procesos biolégicos de
proliferacién y migracién en lineas celulares de carcinoma de tiroides, prostata, pancreas y
fibrosarcoma [48-50]. Dados los resultados obtenidos anteriormente, abordamos la
pregunta de cuales eran los efectos de la MTF en procesos biolégicos como la proliferacion
y la migracion de los cultivos de cancer de mama con fenotipo epitelial y que eran inducidos
a un fenotipo de mesénquima con IL-6. De manera consistente con lo ya antes mencionado,
la MTF inhibié la proliferacion y migracion de las células de cancer de mama. Esto muy
probablemente se deba a la disminucién de la activacion de las vias de sefalizacion
inducidas por IL-6, como STAT3, y también a la baja en el metabolismo celular inducido por
la MTF.

33



La MTF se ha asociado con la reversion de quimio-resistencia a multiples drogas en lineas
celulares de cancer de mama via activacion de AMPK, observando una re-sensibilizacion a
5FU[51]. En células de cancer de vejiga, también se ha observado una relacion entre la
expresion del factor de transcripcién Twist y la resistencia a doxorrubicina, en el cual se
propone una induccion de la expresion de MDR [45]. En nuestro estudio, analizamos si el
fenotipo de TEM inducido por IL-6 y la TME inducida por MTF mostraban diferencias en la
susceptibilidad al efecto citotéxico de doxorrubicina. Las células que estaban inducidas a
TME por MTF mostraron mayor susceptibilidad a la doxorrubicina comparada con las
células que estaban en TEM. Estos resultados demuestran que la MTF también participa
en la sensibilizacién a la doxorrubicina como ya se ha demostrado en estudios antes

mencionados[51].

En resumen, nuestro trabajo sitlla a la MTF como un supresor del la TEM, ya que puede
revertir esta tanto cuando es inducida por IL-6, o cuando las células se encuentran en
estado mesenquimal. Las implicaciones de esto son muy variadas, por un lado podemos
interferir con el potencian metastasico de las células al revertirlas a un fenotipo menos
agresivo. Estos resultados estan de acuerdo con otros estudios presentes en la literatura
demostraron que la MTF puede interferir con el potencial metastasico de lineas comerciales
de cancer de mama [52]. Por otro lado, ya que varios reportes han asociado la resistencia
a farmacos con la TEM [53], resulta un abordaje muy atractivo el poder interferir con esta,
pudiendo establecer nuevas estrategias de tratamiento para el tratamiento del cancer de

mama localizado o del cancer de mama metastasico.
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