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de llegar”
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Resumen.

A nivel internacional una de cada ocho mujeres tiene o desarrolla cdncer mamario en algun
momento de su vida, es decir que el 12% de la poblacién femenina actual en todo el mundo
puede llegar a desarrollar esta enfermedad.

Cada afio se reportan un millén de nuevos casos, de los cuales aproximadamente la mitad
ocurren en los paises desarrollados y es en éstos donde se registran la mayoria de las
muertes a causa del cdncer mamario.

En México los registros epidemiolégicos muestran que los casos de cancer mamario van en
aumento asi como la tasa de mortalidad debido a esta patologia, actualmente en nuestro
pais esta enfermedad en mujeres, ocupa el primer lugar como causa de muerte por neoplasia
maligna representando un problema de salud importante en nuestro pais.

Esta enfermedad es asociada a multiples factores, cuyos efectos actlan sinérgicamente
predisponiendo a la transformacién celular maligna, estos estimulos tanto exégenos como
endégenos desregulan funciones importantes tales como la multiplicacidon y muerte celular,
alterando de manera importante el equilibrio celular, el cual es clave para el funcionamiento
correcto de la célula.

En este trabajo se analizé la participacidn de la via de transduccion PI3K/Akt en la regulacién
del efecto citotéxico de TNF a, mediado por el glucocorticoide dexametasona en células ZR-
7530 de cancer mamario.

Demostrando que el glucocorticoide dexametasona es capaz de otorgar una proteccién ante
el efecto citotdxico inducido por TNF o en células ZR-7530 de cancer de mama.

Ademas se destaca que dicha proteccidn no es dependiente de la fosforilacidon de Akt en este
sistema.
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INTRODUCCION.

SITUACION DEL CANCER DE MAMA (CaMa).

El cancer de tipo mamario, es el mas comun entre las mujeres a nivel mundial, ya que
representa el 16% de todos los canceres femeninos, se estima que en 2004 murieron 519000
mujeres debido a esta patologia y aunque es una enfermedad considerada del mundo
desarrollado, la mayoria es decir el 69% de las muertes a causa de la enfermedad se registran
en paises en vias de desarrollo (OMS, 2004 y Porter, 2008).

La incidencia del CaMa es considerada variable a nivel mundial, ya que se presentan tasas de
99.4 casos por cada 100 000 mujeres en América del Norte, en Europa Oriental, América del
Sur y Asia Occidental, se llegan a presentar incidencias moderadas aunque existen registros
de su constante aumento, por otro lado se reporta que las incidencias mas bajas se
encuentran en la mayoria de los paises africanos sin dejar de lado el constante incremento
de nuevos casos (OMS, 2012).

La variacién de casos de cancer alrededor del mundo ha contribuido a evaluar la dimensién
del problema, por ejemplo en Estados Unidos y la mayoria de los paises industrializados, este
tipo de cdncer ha sido diagnosticado en un 75% de las mujeres posmenopdusicas, mientras
gue en paises orientales como Japdn, se estima que la incidencia es cinco veces menor que
en E.U (De Vita et al. 2000).

En América del Norte por ejemplo se han reportado tasas de supervivencia variantes que van
desde el 80% 6 mas casos, en Suecia y Japdn se reporta aproximadamente un 60% de casos y
en paises de ingresos bajos esta cifra alcanza una tasa del 40% (Coleman et al. 2008; Knaul et
al. 2008).

Para México por ejemplo, los datos estadisticos de casos de mujeres que han cursado con un
cancer mamario también representan una prioridad emergente de salud (Lee et al. 2010) ya
que los casos de cancer reportados para la poblacidn mexicana superan ya el nimero de
muertes a causa del cancer cervicouterino (CaCu) (Lozano, 2008).

Datos obtenidos de el consejo Nacional de Poblacién (CONAPQO) estimaron que dentro de la
poblacién mexicana femenina de 40 afios y mas en el afio 2005, se alcanzdé una cifra de
14,104,971 la cual representa el 26.8% de la poblacion femenina total. En el afio 2010 este
grupo fue de de 16, 778,929 representando el 12.6% de mujeres entre 40 y 49 aifos de edad
y el 13.6% de mujeres entre 50 y 69 afios.
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El aumento de la poblacién femenina hace estimar que para el aiio 2020 el grupo de mujeres
podrd ser de 22, 545,450 lo cual representaria el 14% y 18.4% de casos de cancer
correspondientes a mujeres de 40 y 49 afos de edad respectivamente (CONAPO, 2012).

A partir del afio 2006 para la poblacién de mujeres mexicanas, el CaMa se convirtié en la
primer causa de muerte, de acuerdo a datos del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI), en el 2009 ocurrieron 4,964 muertes atribuidas al cdncer mamario, lo cual
representd el 2% del total de defunciones ocurridas en mujeres significando que en ese
ultimo afio murieron 14 mujeres por dia a causa del cdncer de mama (INEGI, 2009).

Al igual que en el resto del mundo, la tasa de mortalidad a causa de esta enfermedad va en
aumento conforme a la edad, asi la tasa de mortalidad con respecto a dicha enfermedad en
el afio 2009 dentro del grupo de mujeres de entre 40 y 49 afios se reporto en 14.9 por cada
100 000 mujeres, dentro de las mujeres de entre 50 y 59 afios edad fue de 29.1, en mujeres
de 60 y 69 afios de 37.0 y en las de 70 y mas la mortalidad fue de 53.1 por cada 100 000. Sin
embargo en la ultima década, se ha observado que la tendencia es ascendente en todos los
grupos de edad, aunque con un mayor incremento en las mujeres de 60 afios en
comparacion con las mujeres de 40 a 59 anos (INEGI, 2009).

Por lo anterior, en este sentido resulta importante conocer la magnitud de este
padecimiento entre la poblacidon femenina mexicana (tablas 1y 2), por ejemplo, los casos de
mayor incidencia, se reportan en el Distrito Federal con aproximadamente el 64.74% de los
casos, seguido de Jalisco con un 55.40% y Aguascalientes con un 46.62%, en contraparte la
incidencia mas baja se reporta en el estado de México con 1.75%, Hidalgo con un 2.89% y
Tlaxcala con apenas el 1.85% de casos (INEGI, 2012).
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Entidad Federativa Porcentaje de casos

reportados para CaMa en un
grupo de 1000,000 mujeres.

Baja California Norte 15.41
Baja California Sur 22.29
Chihuahua 19.67
Coahuila 19.06
Distrito Federal 64.74
Jalisco 55.40
Nayarit 17.74
Nuevo Ledn 24.64
Oaxaca 8.34

San. Luis Potosi 10.46
Sinaloa 21.49
Tamaulipas 26.75
Veracruz 16.34
Yucatan 17.85
Zacatecas 8.62

Tabla 1. Situacidn del cdncer mamario en la Republica Mexicana (Datos tomados de INEGI 2012).

Entidad Federativa Porcentaje de casos
reportados para CaMa

en un grupo de 1000,000

mujeres.
Aguascalientes 46.15
Campeche 5.40
Chiapas 3.15
Colima 16.47
Durango 15.42
Estado de México 1.75
Guanajuato 12.15
Guerrero 433
Hidalgo 2.89
Michoacan 9.28
Morelos 8.90
Puebla 12.65
Querétaro 13.25
Quintana Roo 6.32
Sonora 17.88
Tabasco 12.24
Tlaxcala 1.85

Tabla 2. Situacidn del cdncer mamario en la Republica Mexicana (Datos tomados de INEGI 2012).
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Actualmente, se estima que la incidencia y la mortalidad seguirdn en aumento de manera
importante debido al envejecimiento poblacional, a los cambios en patrones reproductivos, a
una mayor prevalencia de los factores de riesgo y a los problemas para el acceso oportuno a
deteccion, el diagndstico temprano y el tratamiento adecuado (NOM-041-SSA2-2011).

Esta situacidn en el pais representa un reto en materia de salud por ello, la realizacién de
estudios de investigacion deben contribuir a comprender mejor el comportamiento de la
glandula mamaria cuando ésta posee alteraciones que derivan en un CaMa (Lépez et
al.2009).

GLANDULA MAMARIA Y CANCER.

La mama es una glandula modificada que se encuentra en la parte media del térax, cuya
funcidn primordial es la de secretar leche (Hennighausen, 1998).

Desde el punto de vista embrioldgico, la mama se origina como un engrosamiento a manera
de banda en la epidermis, donde un pequefio segmento de ésta en la regidén tordcica,
produce pequenas invaginaciones que dan origen a la forma anatdmica mamaria tal como se
conoce actualmente (Duffy et al. 2003).

La mama como se muestra en la figura 1, estd compuesta de 12 a 20 Iébulos que se dividen
en lobulillos, éstos se diferencian en alvéolos secretorios y convergen debajo del pezén en
forma de conductos secretores de leche, tales conductos mamarios se encuentran tapizados
por una capa interna de células epiteliales y una capa externa de células mioepiteliales (Kirby
et al. 2007), a su vez estos lébulos y lobulillos se encuentran sostenidos por un tipo de
armazon compuesto por tejido fibroso conocido como ligamento de Cooper (Vadivelu et al.
2008).
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ESTRUCTURA DE LA GLANDULA MAMARIA.

- lobulos

tejido fibroso

conducto galactoforo

pezdn

Fig. 1.- Laimagen muestra la anatomia que conforma a la glandula mamaria, se observa el cumulo de Iébulos en forma de racimo llamados
I6bulos, los cuales se encuentran conectados por pequefios tubos conocidos como conductos galactoforos, los cuales convergen en el
pezoén, también se observa el tejido fibroso que da sostén a la mama conocidos como suspensorios de Cooper (tomado y modificado de
www.cancervic.org)
El tamafio y forma de la mama es variable, por lo cual ésta glandula es considerada un
organo en constante evolucion, considerando que sufre diversas modificaciones durante las
distintas etapas por las que atraviesa, por ejemplo a lo largo de la adolescencia, el embarazo,

la lactancia y las distintas fases del ciclo menstrual (Beers et al. 1999).

En términos generales es aceptado y reconocido que el factor mas importante para los
cambios por los cuales atraviesa la mama a lo largo del desarrollo y sus distintas fases, es
determinado por la influencia hormonal (Olsson et al. 2003).

Debido a ésto, las células que conforman a la glandula mamaria deben estar finamente
reguladas en proliferacién, supervivencia y diferenciaciéon (Beers et al. 2007), ya que al
originarse un desbalance dentro del desarrollo mamario, el control y la organizacién celular
se pierde de tal forma que la glandula mamaria puede ser susceptible a la transformacion
celular maligna y derivar en una patologia como el cancer (Dickson et al. 2000; De Vita et
al.2000).

Este desbalance es promovido por un mensaje celular anémalo que genera la acumulacion
dindmica de cambios a nivel gendmico (Abate-Shen, 2002) otorgando a las células que

conforman la mama nuevas caracteristicas como:

e Autosuficiencia.

e Insensibilidad a sefialamientos antiproliferativos.
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e Pérdida del recambio celular.
e Divisibilidad descontrolada.

e Angiogénesis aumentada.

e Invasion tisular (Hanahan and Weinberg, 2000).

Estas caracteristicas, promueven el establecimiento de una o varias poblaciones celulares

con una capacidad de proliferacidn descontrolada de las células que conforman conductos y

lobulillos mamarios (IMSS, 2008; Van de Viver et al. 2002), promoviendo la pérdida de su

funcionalidad y otorgandoles la capacidad para diseminarse y crecer (Fidler, 2003; Eusebi et

al. 1994).

CLASIFICACION DEL CANCER DE MAMA.

Las alteraciones derivadas de la pérdida de la funcion celular, pueden ser detectadas a
distintos niveles dentro del desarrollo de la patologia mamaria lo cual contribuye a
establecer una clasificacion del CaMa que se establece de acuerdo a tres factores

importantes

e Sitio en el que se origina el carcinoma o tumor.

e Grado deinvasion.

e Apariencia de las células vistas bajo el microscopio (Burstein et al. 2008; Susan, 2010).

/’

Tipos de cancer
mamario.

N

Cancer invasivo

Cancer lobulillar in situ (LCSI)

Cancer ductal in situ (DCSI)

e Ductal (IDC)
e Lobulillar (ILC)

o infiltrante (ICC)

Inflamatorio (Penn, 2001).

El término in situ hace referencia a un tipo de cdncer de mama no invasivo, el vocablo
significa “en el sitio,” por lo cual el cancer no invasivo es un crecimiento anormal de las
células que aun se localiza dentro del drea donde se origina.
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Cancer lobulillar in situ (Fig. 2).

Hace referencia al tipo de cédncer no invasivo, cuyas células alteradas se restringen a los
lobulillos (Dillon et al. 2010).

Cancer lobulillar.
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Fig. 2. Se observa una proliferacién celular descontrolada que deriva en el desarrollo andmalo de las células que
integran a los |6bulos de la glandula mamaria, dichas células ocupan el lumen de Iébulos y lobulillos,
originando wuna alteracion denominada carcinoma lobulillar in situ (Tomado y modificado de
Www.cancervic.org).

Cancer ductal in situ (Fig.3)

Este término se utiliza para describir una etapa temprana del cancer, y se refiere al
confinamiento de las células alteradas que se restringen a los conductos galactoforos
(Giuliano et al. 2011).
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Cancer Ductal.
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Fig. 3. En el DCSI, se observa la acumulacién de células transformadas dentro de los conductos galactéforos
(tomado y modificado de www.cancervic.org)

Céncer invasivo 0 infiltrante (ICC)

El término invasivo hace referencia células alteradas que pueden extenderse a otras partes
del cuerpo.

Cancer lobulillar invasivo (ILC).

Este término se utiliza para referirse a un tipo de cancer que comienza en los lobulillos y
puede propagarse a otras partes del cuerpo a través de un proceso conocido como
metdstasis (Lépez et al. 2005).

Céncer ductal invasivo (IDC).

Este tipo de cancer mamario, inicia en un canal o conducto galactoforo de la mama, penetra
a través de la pared del conducto creciendo en el tejido adiposo del seno.

En este tipo de cancer las celulas tambien poseen la capacidad de propagarse hacia otras
partes del cuerpo, y generar un proceso conocido como metastasis (Beth et al. 2010).

Dicha metastasis (Fig. 4) se genera cuando las células transformadas pierden los contactos y
adhesiones especificas con otras células, originando procesos de migracion e invasion del
estroma (cancer invasivo) pudiendo alcanzar los vasos sanguineos (Giuliano et al. 2011) vy
afectar principalmente a ganglios linfaticos, pulmon y hueso (Tong and Hotamisligil, 2007).
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Fig. 4. El proceso de metdstasis inicia con la migracion de células transformadas, hacia tejido conectivo o
adiposo de la mama, adquiriendo una capacidad infiltrante hacia el torrente sanguineo y a través de este
alcanzar y colonizar otras regiones vy tejidos del cuerpo como ganglios linfaticos, pulmén y hueso.

Cancer inflamatorio.

Es el tipo de cdncer de mama menos conocido y menos frecuente, ya que solo se reporta en
el 1% de los casos (Secretaria de Salud, 2002).

Como caracteristica dentro de este tipo de céncer, la piel del pecho se ve inflamada vy roja,
pudiendo esparcirse y desarrollarse de manera muy distinta al cancer lobular y ductal, ya que
las células del cdncer de mama inflamatorio crecen en los estrechos vasos linfaticos
blogueandolos y causando el aspecto inflamado del pecho (Secretaria de Salud, 2002), esta
patologia mamaria de tipo inflamatoria es considerada como la mds agresiva dentro del
cancer mamario, ya que al crecer en los vasos linfaticos le permite migrar mucho mas
rapidamente a ganglios linfaticos del pecho y a otras partes del cuerpo (Avivar, 2006).

Los anteriores tipos de cancer, son subclasificados por el area clinica, y se basa en los
hallazgos durante la exploracion fisica, ésta relaciona las caracteristicas del tumor y las

lesiones ganglionares, regionales o la presencia de células infiltrantes que pudieran derivar
en una metdstasis (Giuliano et al. 2011).
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Los diferentes estadios clinicos considerados en esta clasificacidn, indican la probabilidad
tedrica de la extension del padecimiento o los hallazgos del inicio del cancer, para poder
establecer y dar seguimiento de una mejor manera a los tratamientos (American Joint
Commite on Cancer Breast, 2010).

Dicha clasificacidn se basa en un sistema de estatificacién, que es una manera estandarizada
de los especialistas en el tratamiento del CaMa utilizado para resumir la informacién sobre
cuanto se ha propagado la enfermedad sobre la mama, este sistema comunmente utilizado
es el que se conoce como sistema TNM del American Joint Comité on Cancer (AJCC)
(American Joint Comité on Cancer Breast, 2010).

Este sistema, categoriza al cdncer de acuerdo al estadio de desarrollo con las siguientes letras
T, Ny M (tabla 3).

La letra T seguida de un numero del 0 al 4 que describe el tamafio del tumor y su
propagacion a la piel o a la pared tordcica debajo del seno, asi los nimeros T mayores indican
un tumor grande y/o una propagacién mas extensa a los tejidos adyacentes.

La letra N seguida de un numero del 0 al 3 indica si el cancer se ha propagado o no a los
ganglios linfaticos y de ser asi indica cuantos ganglios se encuentran afectados.

La letra M seguida de un numero del 0 al 1 indica si el cdncer se ha propagado o no a los
drganos distantes, tales como pulmones o huesos (Abeloff et al. 2008).

Asi pues las categorias del tumor indican lo siguiente:
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TX No se puede evaluar el tumor
TO No hay evidencias de tumor primario

Tis Carcinoma in situ 6 enfermedad de Pagget, del
pezdén sin masas tumorales asociadas

Tla,byc Tumor de 2cm o menor didmetro
T2 Tumor de mas de 2cm, pero no mayor a 5cm
T3 Tumor que mide mas de 5cm de didmetro
T4 Tumor mayor a 5cm, crece hacia la pared toracica o

piel, aqui se incluye el cancer inflamatorio.

NX Los ganglios adyacentes no se pueden evaluar.
NO El cdncer no se ha propagado a ganglios linfaticos
adyacentes
NO (I+) No se observan células cancerosas en ganglios

linfaticos axilares.

NO (mol +) Propagacion del cancer de 1 a 3 ganglios axilares
y/o se encuentra poca invasion en ganglios
linfaticos mamarios internos

NI Hay micrometastasis, entre 1y 3 ganglios, el area
de propagacion mide 2mm o menos de didametro,
pero tiene por lo menos 200 células cancerosas o

mide 0.2mm de ancho

N1imi Propagacion del cancer de entre 1y 3 ganglios
linfaticos, el tumor mide mas de 2mm

Nla,byc Propagacién del cancer a entre 4 y 9 ganglios
linfaticos y el tumor mide de 2mm de didmetro

Nllayb Propagacion del cancer a 10 o mas ganglios
linfaticos axilares y/o en cuatro ganglios mamarios,
el tumor mide mas de 2mm

MX No se puede evaluar la presencia de propagacion a
distancia.
MO No se encuentra propagacion a distancia en
radiografias, por examen fisico u otros estudios de
imagen
cMO(i+) Se encuentran pequefios numeros de células

cancerosas en la sangre o medula 6sea (MO) o se
encuentran areas pequefias de propagacion del
cancer en ganglios alejados del seno, el tumor mide
mas de 0.2mm

Mi Hay propagacion a drganos distantes.

Tabla 3. Datos tomados de American Joint Committee on Cancer Breast, 2010.
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Una vez determinadas las categorias T, N y M esta informacién se combina en un
agrupamiento por etapas, dichas etapas se expresan en numeros romanos del | (etapa
menos avanzada) hasta IV (etapa mas avanzada) (Burstein et al. 2008).

0 TIS NO MO
| Tl NO MO
A T0 NI MO
T NI MO

T2 NO MO

IIB T3 NI MO
T2 NO MO

A T3 N2 MO
T2 N2 MO

Tl N2 MO

T0 NI'Y N2 MO

B Cualquier T Cualquier N MO
T4 N3 MO

\} Cualquier T Cualquier N M

Tabla 4. Datos tomados de American Joint Committee on Cancer Breast,2010.

Para el diagnostico clinico y clasificacion del cancer, es importante considerar una serie de
estimulos que pueden contribuir al desarrollo de la enfermedad mamaria, ya que estos
juegan un papel importante en la predisposicién de la mujer para el desarrollo del cancer
(American Cancer Society, 2012).

FACTORES DE RIESGO PARA EL DESARROLLO DE CANCER
MAMARIO.

Un factor de riesgo es un estimulo que aumenta la posibilidad de un individuo para el
desarrollo del cancer (Roth, 1997), dentro de los factores que contribuyen al desarrollo de
CaMa podemos encontrar los siguientes:

Edad.

El riesgo de desarrollar cancer de mama aumenta a medida que la mujer envejece, la
mayoria de los casos de cancer mamario reportados pertenecen a mujeres mayores de 50
afios (INEGI, 2011).
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Antecedentes personales de cancer mamario:

Una mujer con historia de haber padecido cancer de mama en un seno, tiene una
probabilidad anual del 1% al 2% de desarrollar un segundo cancer (Avis et al. 2005).

Antecedentes familiares.

Otro factor importante es la historia familiar, donde podemos encontrar dos niveles de
riesgo.

e El primero relacionado a la predisposicidn genética, ya que existen reportes sobre la
participacién de genes (BCRA1 y BCRA2) que se asocian con un mayor riesgo para
desarrollar cancer de mama.

e El segundo, se relaciona con la incidencia familiar, representado por una historia
familiar con multiples parientes que presenten o hayan tenido cancer de mama
(MacKenzie, 1996).

Celulares.

La estimulacién o inhibicion de la proliferacién de células epiteliales glandulares malignas, es
influenciada por multiples factores, dentro de los cuales se encuentran:

e Factores de crecimiento epidérmico (EGF)
e Factor de crecimiento similar a insulina 1y 2 (IGF1, IGF2)
e Varias citocinas como, IL2, IL10, IL4, etc (Theriault, 1996).

Estilo de vida.

Buenos o malos habitos de vida, por ejemplo dentro de la alimentacién con una ingesta
aumentada de grasa animal, proteinas, alcohol entre otros juegan un papel importante
como factor de riesgo que estimule el desarrollo de la enfermedad (Hortobagyi et al. 1998).

Como otro factor importante relacionado con el desarrollo de cancer mamario, se
encuentran las hormonas, por lo cual su participacién dentro de ésta patologia mamaria se
trata de manera mas detallada.
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HORMONAS Y CANCER DE MAMA.

La relacion entre cancer de mama y las hormonas, es conocida desde hace mas de 100 afios,
cuando Beatson en 1896 sugirid que las secreciones provenientes del ovario, eran las
responsables del crecimiento del cancer de mama en mujeres premenopdusicas,
demostrando que la ovariectomia producia una marcada reduccién del tamaiio del tumor
mamario, al identificarse ésta relacion hormona-cancer la supresion hormonal se establecid
como el primer tratamiento exitoso para el cdncer de mama, sin embargo a partir de
identificar dicha relacién también se genera el paradigma del papel de las hormonas dentro
del proceso del cancer humano (Edwards, 2005; Clemos; Goss, 2001).

Estudios posteriores, contribuyeron a la caracterizacion de moléculas ubicadas en Ia
membrana celular encargadas de introducir las hormonas al nucleo celular, identificadas
como receptores estrogénicos, demostrando la existencia de estos receptores en el 60% de
los tumores de cdncer de mama contra un 40% que no lo poseian, por lo que a tumores que
expresaban dichos receptores estrogénicos se les otorgo el término hormonodependiente el
cual hizo referencia al comportamiento celular y bioldgico influenciado por hormonas
(Bautista et al. 1998).

Actualmente dicho término se mantiene en uso y ha contribuido a relacionar la influencia
hormonal con el desarrollo mamario y sus alteraciones (Flototto et al. 2001; Weigel, 2001).

GLUCOCORTICOIDES.

Dentro de las hormonas importantes que se relacionan con el control del desarrollo
mamario, se encuentran los glucocorticoides (GC), estas hormonas circulan en la sangre y se
asocian a moléculas transportadoras tales como la globulina y la albimina, uniéndose a
ligandos enddgenos y/o sintéticos respectivamente (Brann, 1995).

El control de su secrecién (figura 5) esta dado por un mecanismo de retroalimentacion,
donde interviene la hormona adenocorticotrépica (ACTH) de la hipdfisis, cuando los niveles
de hidrocortisona bajan debido a un estrés o cualquier otro estimulo que rompa la
homeostasis, el hipotalamo es estimulado para que segregue la hormona liberadora de
corticotropina (CRH), esta hormona y los bajos niveles de GC promueven la liberacion de
ACTH de la pituitaria anterior, asi la ACTH es llevada por la sangre hasta las glandulas
suprarrenales, donde estimula la secrecién de GC restableciendo la homeostasis (Huerta et
al. 2010; Peter et al. 2006; Goodman y Gilman. 2003; Umland et al. 2002).
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Secrecion de Cortisol regulada por HPA.

3 Hipotdlamo.
o] Hipofisis.
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Fig. 5. La regulacién de la secrecion de glucocorticoides estd dada por la regulacidon del eje HPA (eje
hipotalamico-hipofisiario adrenal), los estimulos recibidos por el hipotdlamo, estimulan la secrecion de
CRH(hormona liberadora de corticotropina), que a su vez estimula la produccién de adrenocorticotropina
(ACTH) a su vez una aferencia en las glandulas suprarrenales estimula la produccién de cortisol.

HISTORIA.

La relacion de los GC con el CaMa, inicia a partir de los afios 50 al ser identificada su relacion
con el proceso de inflamacion, motivo por el cual se le confieren propiedades
antiinflamatorias, tal cualidad en sus inicios fue observada en la artritis reumatoide, sin
embargo son relativamente recientes los avances sobre el conocimiento de los GC en cuanto
a sus mecanismos moleculares de accién (Hermoso et al. 2003).

En la década de los 90 con el desarrollo de nuevas técnicas moleculares, se les comienza a
brindar una gran importancia ya que estudios de secreciéon hormonal (Scharovsky et al.2012),
condujeron a la identificacion de dichas moléculas como moduladoras esenciales de diversos
procesos celulares, tales como:

e Transduccion de sefiales.
e Comunicacion intracelular

e Metabolismo (Winer et al. 2005).
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Con la identificacidon de su actividad moduladora, se iniciaron los primeros intentos para
sintetizar y fabricar corticoides que se adaptaran mejor al tratamiento de diferentes
enfermedades.

Asi se consiguid aislar la cortisona, la cual es considerada como una hormona bioldgicamente
inerte y cuya forma activa natural es la hidrocortisona o cortisol (Gambacciani et al. 2003).

Una vez identificada se inicio la obtencidn de nuevos compuestos sintéticos, por lo cual
actualmente estas hormonas de tipo glucocorticoideo pueden clasificarse en dos grandes
grupos que se mencionan a continuacién (Adcock et al. 2000).

CORTICOIDES NATURALES.

Se sabe que en el ser humano, se vierten a la circulacidn solo siete corticoides, de los cuales
Unicamente tres son secretados en cantidades fisiolégicamente importantes (corticosterona,
cortisol y aldosterona) (Font et al. 2004).

Estos corticoides son producidos en las glandulas suprarrenales y suelen dividirse en tres
grupos, de acuerdo con su origen y sus efectos principales.

En la zona fascicular; se producen esteroides que regulan sobre todo el metabolismo
glucidico, los llamados glucocorticoides (cortisol y corticosterona), en la zona glomerular; se
producen corticoides que interviene en la regulacién del metabolismo hidrosalino a los
cuales se les conoce como mineralocorticoides (aldosterona y desoxicortisona), finalmente
en la zona reticular; se sintetizan esteroides andlogos a los producidos por las gdénadas,
hormonas gonadales (dihidroepiandosterona, androstenodiona y testosterona) (Beers et al.
1999).

Generalmente en la corteza suprarrenal de un adulto sano se puede producir,
aproximadamente de 10 a 12mg de cortisol por metro cuadrado de superficie corporal cada
dia (Dickson et al. 2000).
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CORTICOIDES SINTETICOS.

Con el inicio de la sintesis de la cortisona, comenzaron sus aplicaciones terapéuticas, sin
embargo se observaron algunos efectos fisiolégicos que constituian un grave inconveniente
al emplearlo a dosis elevadas y durante periodos de tiempo prolongados.

Lo anterior motivo a la busqueda de nuevos compuestos para los cuales se pudiera obtener
un desdoblamiento de las acciones metabdlicas y anti-inflamatorias (Nemere et al, 2003), a
estos nuevos compuestos se les denomino corticoides sintéticos.

Dentro de este grupo destacan los siguientes.

e Prednisona ¢ prednisolona: GC con accién de vida media biolégica que va de entre 18
y 36 h.

e Metilprednisona é Metilprenidsolona: GC con accién de vida media bioldgica de entre
18 y 36h.

e Triamcinolona: GC con accién de vida media bioldgica de entre 18 y 36 h.
e Parametasona: GC con accion de vida media de entre 36 y 54 h.
e Betametasona: GC con accién de vida media de entre 36 y 54h.

e Dexametasona: GC con accién de vida media de entre 36 y 54 h (Bosscher and
Haegeman, 2009).

Estos hormonas glucocorticoideas ya sean naturales o sintéticas actian en tejidos blanco a
través de receptores especificos, los cuales se han encontrado de manera sobre expresada
dentro del cancer mamario (Persson,2000) y establecen una estrecha relacién con la
expresion y regulacion de genes, asi como de vias de control celular (Pathak et al. 2000)
tanto en tejido normal como en tejido maligno (Muti,2004), por lo que es importante
conocer un poco mas a detalle la interaccién de las hormonas con sus receptores y los
efectos sobre el control celular de la glandula mamaria.
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ESTRUCTURA Y FUNCION DE LOS RECEPTORES DE
GLUCORTICOIDES.

El receptor de glucocorticoide (RG) pertenece a una superfamilia de receptores hormonales,
que regula la transcripcion de factores activados por ligandos (Gross and Cidlowski, 2008).

La unién del RG con su ligando genera un cambio conformacional para la activacidn, una vez
activo se promueve su unién a una secuencia especifica del ADN (secuencias conocidas como
elementos de respuesta hormonal o HRE) (Botino,2010; Bosscher and Haegeman, 2009),
cuando los complejos lipidicos interactian con el material genético se altera el nivel de
transcripcidén generando respuestas de activacidon o represion, controlando de esta forma la
expresion de genes vinculados con procesos de inflamacién, en respuesta al estrés,
homeostasis de la glucosa y metabolismo lipidico (Choi et al. 2001; Saito et al. 2004).

Estas respuestas generadas por el RG, dependen en gran manera de la isoforma especifica
con la cual los ligandos interaccionan (Leung et al. 2003), por lo que actualmente se conoce
que existen dos isoformas altamente homdlogas del receptor conocidas como RGa y RGf3
(Yudt and Cidlowski, 2002; Newton and Holden, 2007).

Estas formas son idénticas en 727 aminodcidos (aa), pero difieren en otros aminoacidos no
homodlogos, dentro de los cuales se reportan 50 aa y un peso molecular de 97 kD para la
isoforma RGa y 15 aa para la Isoforma RGf quien tiene un peso molecular de 94kD (Oakley
et al. 1999; Saito et al. 2004).

Ambas isoformas, se encuentran presentes en casi todos los tejidos humanos, aunque se ha
reportado que el RGa es la isoforma predominate en el citoplasma en ausencia del ligando
de GC como parte del complejo hetero oligomérico que contiene proteinas de shock térmico
(HSP) (Kino and Chousos, 2001) y es la Unica isoforma que tiene capacidad para unirse a una
hormona y por lo tanto para realizar funciones de activacidn o represién reguladas por su
estructura (Vallejo et al. 2005), la cual se integra por tres dominios funcionales distintos (Fig.
6):

e Dominio N-terminal o dominio inmunogenético (NTD).
e Dominio de unién al ADN (DBD).

e Dominio de unién al ligando (LBD).
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ESTRUCTURA DEL RECEPTOR DE
GLUCOCORTICOIDES.
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Fig. 6. Estructura funcional del receptor de glucocorticoides, se observan sus tres dominios, amino terminal, en
el centro se observa la regidn de unién al ADN y el dominio de unidn carboxiterminal cuya regién se une a la
hormona, se muestran algunos sitios de fosforilacién asi como la region independiente de ligando Af-1 y union
dependiente de ligando Af-2, las cuales se relacionan con la activacién de la actividad transcripcional (Tomado y
modificado de www.archbronconeumol.org).

El dominio NTD posee un zona de transactivacion, donde se ubica una regiéon conocida como
funcidn de activacion (AF-1) 6 independiente de hormona (Pelai et al. 2003), este dominio se
localiza entre los aminoacidos 77 y 262 y juega un papel importante en la interaccion del
receptor con las moléculas iniciadoras de la transcripcion a través de coactivadores,
moduladores y factores de transcripcién, como la ARN polimerasa |l, proteina vinculante
TATA (TBP) entre otras (Davies et al. 2008).

El dominio de unién al ADN (DBD) correspondiente a esta isoforma se ubica en medio de
ambos dominios y es integrado por los aminodcidos 420-480, dentro de este dominio se
ubican dos dedos de zinc, a través de los cuales el GRa se une a secuencias especificas del
ADN (Savory et al. 1999; Suo et al. 2001)

Al dominio LDB, lo integran 12 o hélices arregladas en forma de sandwich de tres capas,
donde las hélices 1-3 corresponden a la capa exterior, las hélices 6, 7, y 10 integran la capa
interna, las hélices conocidas como 5,8 y 9 conforman la capa media creando una cavidad
para la unién del ligando (Saito et al. 2004), las hélices 3, 4, 12 y 11 forman el sitio de unién y
anclaje para el GC, dentro de este dominio se localiza una regién conocida como AF-2, la cual
es altamente conservada y posee secuencias importantes para la dimerizacion del receptor y
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translocacion nuclear, asi como la unién a proteinas de shock térmico y la interaccién con
coactivadores (Nicolaides et al. 2010) capaces de modular otras cascadas de transduccién de
sefales a través de interacciones proteina-proteina con factores de transcripcion especificos,
gue pueden ser importantes en la supresién de la inflamacién (Boonyaratanakornkit et al.
2007).

Por otro lado la isoforma RGP es formado por un mecanismo alternativo de maduracion del
pre-ARNm del RG, este puede encontrarse tanto en el nicleo como en el citoplasma
compartiendo el extremo N-terminal de la isoforma alfa (Schauf et al. 2008).

Este receptor codifica para una serie de aminodcidos no homoélogos en la region C-terminal,
que a nivel nuclear carece total o parcialmente del dominio de ligando (LBD) y en su lugar se
encuentra una secuencia de empalme variante especifica de aminodacidos C-terminal (Otto C
et al, 1997), la cual muestra una actividad negativa sobre la transcripcién (Van der Vaart and
Schaaf, 2009; Oakley et al. 1996).

RESPUESTAS ORIGINADAS POR LOS GLUCOCORTICOIDES.

El acoplamiento de GC con su receptor genera distintas respuestas dentro de la actividad
celular en el ser humano, por lo que se les ha relacionado con la modulacion de la expresiéon
del 10% de los genes asi como con vias reguladoras, encargadas de la supervivencia celular
(Harrison et al. 2005).

La relacion GC con la actividad celular hace que estas hormonas sean consideradas
fundamentales para la vida ya que un aumento o disminuciéon de su secrecién se asocia a
patologias como:

e Hipertension

e Diabetes

e Obesidad.

e Alteraciones reproductivas.

e Cancer mamario (Tliba et al. 2007).

Con respecto al cdncer mamario, la actividad glucocorticoidea puede relacionarse con
respuestas que no requieren de la actividad transcripcional, ya que se ha reportado que los
GC son capaces de activar la cascada de quinasas a través del acoplamiento con receptores
de membrana.
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Dentro de estas quinasas se encuentra Akt, y aunque el mecanismo a través del cual el RG es
capaz de activar a PI3K para la fosforilacién de Akt no es bien conocido, se cree que se
requiere de la asociaciéon de RG de membrana con la subunidad p85 de PI3K, para generar
respuestas de proliferacion y supervivencia celular (Brivanlou and Darnell, 2002).

Otro de los efectos de los GC, se relaciona con la inhibicién de la secrecidon de citocinas y sus
efectos pleiotrépicos ya que actian como inmunosupresores y antiinflamatorios (como la
dexametasona), lo cual indica que estas moléculas pueden actuar sobre diversos tipos
celulares para mantener la homeostasis y reparacidon del organismo en respuesta a un
estimulo de estrés (Lars et al. 2006).

Asi mismo existen reportes que mencionan la capacidad de los GC sintéticos como
dexametasona, para inhibir el efecto citotoxico del factor de necrosis tumoral alfa (TNF o) en
distintos tipos celulares sin embargo esta respuesta depende en mucho sobre el tipo celular
sobre el cual actué el GC sintético y se desconoce el mecanismo por el cual dexametasona
ejerce tal efecto (Messmer et a/.2001).

FACTOR DE NECROSIS TUMORAL (TNF).

Debido a la relaciéon de los GC con la supresion del efecto de citocinas como TNF, es
importante conocer un poco acerca de este factor por lo cual dentro de su historia podemos
encontrar lo siguiente.

Su estudio inicio en 1940 al ser detectado en el suero de ratones tratados con la endotoxina
Bacillus de Calmette-Guerin (BCG), debido a su capacidad para producir necrosis hemorragica
asi como la muerte de determinadas lineas celulares tumorales, también se le reconoci6
como mediador de la caquexia que se produce en animales con infecciones crdnicas, esta
propiedad justificé su denominacién como “caquectina” (Campbell et al.2003).

Fue aislado en 1975 por Lloyd Oid, al detectar un péptido de origen macréfagico responsable
de la necrosis hemorragica observada en tumores de ratones tratados con la endotoxina BCG
(Chen and Goeddel, 2002).

Posteriormente Bleutier y colaboradores en 1985 aislaron la caquectina comprobando que su
extremo aminoterminal poseia una gran homologia con las secuencias del TNF humano, tras
ello llegaron a la conclusion de que ambas proteinas, eran la misma molécula (Kollias et al.
2010).
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En ese mismo afio varios grupos de investigadores identificaron el gen que codifica a esta

proteina, observando su estrecha relacion con el gen de linfotéxina o TNF-[ (Kollias et al.
2010).

En los afios siguientes, se desarrollaron distintos estudios que contribuyeron a caracterizar
los receptores de TNF y con ello se establecieron las relaciones existentes entre esta citocina
y diferentes cuadros patolégicos, dentro de los cuales se sabe que juega un papel decisivo
(MacEwan, 2002).

FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA (TNF a).

Este factor es una citocina pleiotrépica que posee propiedades reguladoras, inmunitarias,
inflamatorias, antitumorales capaz de actuar en estrecha coordinacién con citocinas como IL-
1y el interferon-y (Kawuano et al. 2012), en suma a dichos efectos, también se le relaciona
con el proceso de mitogénesis, diferenciacién e inmunorregulacién de diferentes tipos
celulares, lo cual corrobora su importante relacion en condiciones fisiolégicas como
patoldgicas (Paula t al. 2004).

APLICACIONES TERAPEUTICAS DEL FACTOR DE NECROSIS
TUMORAL ALFA (TNF o).

Inicialmente las investigaciones se centraron en el analisis de las propiedades antitumorales
que posee esta citocina con la finalidad de utilizarlo como un agente terapéutico, sin
embargo dada su elevada toxicidad sistémica su aplicacion terapéutica quedo limitada a su
administracion intratumoral (Kuchroo et al. 2001).

Y aunque aun se siguen proponiendo nuevas perspectivas tales como la posibilidad de
introducir el gen de TNF a en células tumorales diana con el fin de promover su propia
sintesis en el lugar donde tiene que actuar como agente antitumoral obviando asi sus efectos
sistémicos (Kir et al. 2012), es importante considerar que los posibles efectos antitumorales
dependen en gran manera de la linea celular sobre la que actien, ya que en algunos sistemas
celulares el TNFo. se ha demostrado que es capaz de inducir la proliferaciéon celular
(Eustice,2006), por lo cual su utilidad terapéutica actual en el cancer debe de ser estudiada
de forma aislada.
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DESCRIPCION DE TNF a.

TNF o es un trimero con forma de cono constituido por tres subunidades idénticas, esta
citocina posee en su totalidad 157 aminoacidos (aa) y se le atribuye un peso aproximado de
17.3 kD (Aikawa et al. 2010).

Dentro de sus caracteristicas podemos encontrar que posee secuencias que contienen
residuos de triptéfano bien conservados entre especies, las cuales también se encuentran
presentes en el conocido TNF 3 o linfotdxina, estos residuos poseen una gran importancia ya
que el cambio de estos por fenilalanina da lugar a una reduccion de su actividad (Horruchi et
al. 2010).

De igua | manera encontramos que este factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), posee tres
residuos de histidina localizados en las posiciones 15, 73 y 78 donde una modificaciéon en el
residuo 15 da lugar a la disminucion o pérdida de su actividad, lo cual es un indicador de que
este aminoacido esta en el sitio de union al receptor de TNF a 0 en una posicién muy cercana
a él (Castro et al. 2003).

Por otro lado existen descripciones sobre una forma de TNF unida a la membrana nuclear, de
un peso aproximado de 26 kD, que corresponde al producto no procesado de la traduccién
del ARNm del TNF, dicha forma unida a la membrana es activa e incluso considerada mas
potente que TNF en su forma secretada, lo cual apoya la importancia de la accion local de
TNF por interaccidn celular (Horruchi et al. 2010).

Con respecto a su genética podemos encontrar que los genes que codifican para este factor
de necrosis tumoral alfa (TNF o) se localiza en el cromosoma 6, donde se ubica un complejo
de histocompatibilidad (MHC) al cual se une TNF o, posibilitando la interrelacion entre los
componentes responsables del reconocimiento y los efectores del sistema inmune,
evidenciando el papel del gen de TNF a en las enfermedades inflamatorias (Zhang et al.
2012; Bradley, 2008; Cornelis, 1999; D'Alfonso, 1996).

INDUCCION DE LA SINTESIS DE TNF c..

La sintesis del factor de necrosis tumoral conocido como TNF a se lleva a cabo de forma
especifica en cada tejido, aunque su sintesis ha sido estudiada principalmente sobre la linea
monocito macréfago ya que ésta es su principal fuente de produccidn en el hombre (Fang et
al. 2012).
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Sin embargo su expresion y sintesis también puede ocurrir en respuesta a un estimulo en
células como:

e Neutrofilos.
e Células NK.
e Linfocitos T

Y en células que responden a un estimulo patolégico (Leumbruno et al. 2008) como:

e Hepatocitos
e (Células tumorales.

Observando que este TNFo, es capaz de estimular su proliferacion celular (Wu and Zhou,
2010).

Existe una gran variedad de estimulos capaces de inducir la sintesis de TNF a, los cuales se
relacionan con su regulacion a nivel transcripcional como un mecanismo de control
sumamente importante (Fang et al. 2012).

Generalmente ésta citocina posee una transcripcion basal y puede incrementarse en gran
manera ante estimulos celulares patoldgicos, llegando a involucrar varias vias de
sefalizacion, dentro de las cuales se encuentra PI3K, la cual regula la actividad de Akt
(Yoshino et al. 2011; Chuang et al. 2008).

MECANISMOS DE ACCION DE TNF a.

El TNFo ejerce su accién a través de la unién a receptores celulares especificos, estos
receptores estan presentes en todas las células del organismo a excepcién de los glébulos
rojos (MacEwan, 2002).

De acuerdo al tipo celular, existen de 100 a 10000 sitios de unién para TNF a en cada célula,
aunque esta union es esencial, no es suficiente para manifestar un efecto citotdxico, ya que
se requiere de la internalizacion de TNFa asi como de distintas interacciones proteina-
proteina para ejecutar dicha accidn.

La expresion del receptor de TNFa, asi como la sensibilidad celular a dicha citocina,
probablemente estd modula por la actividad de proteinas quinasas y su respuesta depende
en gran manera del tipo celular sobre el cual este actuando por ejemplo; en varias lineas
celulares se ha demostrado que TNFo es capaz de ejercer un efecto citotoxico debido al
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aumento de la expresion de sus receptores, sin embargo también existen reportes sobre el

efecto contrario en donde dicho factor promueve la proliferacién celular, lo cual

se

correlaciona con la reduccién de la afinidad de unién de TNF con sus receptores (Tsay et al.

2012).

Dentro de la familia de receptores para TNF se encuentran los siguientes:

RECEPTOR

DESCRIPCION

Fas/Apo 1
CD27

CD30
Virus

Proteina 65 ECP
4-1BB

Antigeno de superficie que puede
iniciar la muerte celular.

Antigeno identificado en timocitos y
linfocitos T activados

Antigeno activador de linfocitos T
Codifican genomas a receptores
solubles homodlogos a los de TNF, e
inhiben la respuesta inmune por la
union de TNF.

Receptor que presenta repeticiones cis.
Se une a una variedad de componentes
de matriz extracelular, permitiendo
establecer relacion entre la
arquitectura celular de la familia de
TNFR

Tabla5. Receptores que integran a la familia de receptores para TNF (Bull et al. 2008)

Estos receptores se relacionan con el inicio de la seializacidn para la proliferacién y muerte

celular, dichas senales son requeridas para el desarrollo y funcionamiento normal del la

célula, por lo que una excesiva senalizacion de estos receptores conduce a reacciones tales

como: la inflamacién, dafio tisular y choque séptico, por lo que la desregulacion de su

expresion génica asi como el aumento de su produccidn, altera la homeostasia del organismo

(Loreto,2010), en especifico para TNF o, se encuentran reportados dos receptores conocidos

como:

TIPO

NOMBRE DEL RECEPTOR

TNF-R1 p55 6 p60
TNF-R2 p80 6 p75

Tabla6. Receptores conocidos para TNF a (Thommesen and Laegreid, 2004).
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Ambos receptores regulan en forma cooperativa o independiente un amplio rango de
respuestas celulares (Fig. 7) dentro de las cuales se encuentran:

e Proliferacion

e Diferenciacion.

e (Citotoxicidad

e Muerte celular (Kolliaas, 1999).

Respuestas relacionadas con TNFR1 Y TNFR2

TNFR1

RADD TRAF2

Supervivencia y muerte celular.

Fig. 7. Acoplamiento de los receptores de TNF (TNFR1 y TNFR2) con proteinas citoplasmaticas, las cuales
generan segundos mensajeros que ejecutan respuestas de supervivencia y muerte celular asi como de
inflamacion imagen modificada de www.immunityageing.com

Estos dos receptores, guardan una estrecha afinidad y parece ser que ambos participan en
procesos similares dentro de la muerte celular y la citotoxicidad, aunque existen reportes
sobre TNFR1 donde se destaca su participacién de manera mas estrecha con la muerte
celular y el efecto citotdxico, mientras que al TNFR2 se le relaciona mayormente con el
efecto de inflamacién (Thommesen and Laegreid, 2004).
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Los dos receptores descritos para TNFa son en un 28% homodlogos en sus dominios
extracelulares, sin embargo difieren significativamente en los intracelulares, ya que TNFR1
puede inducir efectos de muerte pero de igual forma es capaz de activar sefiales de
sobrevivencia y proliferaciéon, a través de la induccién de citocinas y de genes
inmunoreguladores asi como de metaloproteinas (Masaki et al. 2008).

SENALIZACION DE TNF q.

La sefalizacion de TNFa tiene lugar tras unirse a sus receptores, a dicha unidn le sigue un
proceso de internalizacion del complejo TNFa-receptor y de la degradacion de éste por
hidrolasas lisosomales, sin embargo el mecanismo a través del cual TNFa regula sus efectos
celulares parece involucrar la sefalizacidn a través del reclutamiento de moléculas que se
unen a un ligando (Masaki et al. 2008).

Esta unidn es capaz de disparar respuestas celulares (Figura 8) de muerte o sobrevivencia, a
través de la union de proteinas citoplasmaticas que se adhieren al receptor de 55kD conocido
como TNFR1.

SENALES DE MUERTE Y SUPERVIVENCIA ACTIVADAS POR TNFa.

Dentro de la proteinas que se unen al TNFR1 para disparar sefiales de muerte se encuentra
Fas, el cual junto con el receptor de TNFa posee una regidon importante para la transmision
de la sefial de muerte celular (Kelly et al. 2010) a través de la interaccién con la proteina
FADD (Fas-associated death domain protein), formando un heterodimero que se conoce
como el traductor proximal de la actividad de muerte celular del receptor Fas (Baud, 2001).

Sin embargo también puede encontrarse otra proteina conocida como TRADD (TNFR1-
associated death domain protein), identificado como el traductor proximal de la muerte
celular mediado por el receptor TNFR1, el cual actua de forma similar a FADD (Kawasaki et al.
2002).
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VIADE TNF.
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- 1

-RI
TNF-RII

Membrana celular, g

Sefiaes apoptoticas \—l W @
l
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Fig 8. A nivel de membrana celular, se encuentran los receptores triméricos para TNF o (TNFRI y TNER II) estos,
promueven el reclutamiento de proteinas de sefial intracelular tales como TRADD y TRAF?, las cuales pueden generar
una respuesta de muerte celular a través de la activacion de caspasas o bien, generan estimulos para receptores de
tirosina quinasa, tales estimulos activan vias de supervivencia y proliferacion celular, dentro de las cuales se encuentra
PI3K, quien a través de procesos de fosforilacion, genera mensajeros conocidos como PIP2 y PIP3, siendo este ultimo el
que se une a la region PH de AKT para activarla, una vez activa se generan inhibidores de muerte, trayendo como
consecuencia el estimulo de la proliferacion celular.
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Cada una de estas proteinas poseen una region de muerte, la cual se relaciona con los
receptores de TNF, y permiten la interaccidn entre el receptor y las moléculas
traductoras, al unirse TNFa a su receptor TNFR1 provoca la trimerizacién del receptor,
originando la transmisién de la sefial a través de la regién de muerte citoplasmatica,
reclutando a proteinas intracelulares como TRADD, este requiere de la unién a FADD
para inducir la muerte celular a través de la activacién de una cascada de proteasas que
tienen como resultado la muerte celular (Jaruga-Killeen and Rayford, 2005).

Asi mismo el TNFR1 induce otra via de muerte celular a parte de la ya descrita, esta tiene
lugar a través de otra proteina llamada RIP, la cual corresponde a una proteina de serina
treonina que posee una regién de dominio de muerte a través de la cual interacciona
con TRADD, sin embargo a través de esta proteina NF-kB también puede ser activada
mediante la interaccion de TRAF2 (Factor-associated TNF receptor), este factor
pertenece al grupo de proteinas implicadas en la transmision de sefiales desde el
receptor de TNF que posee gran afinidad para el receptor TNFR2 (Waetzig et al. 2005).

Este TRAF2, es capaz de mediar un efecto protector ante la sefial de muerte, ya que
puede regular la activacion de factores protectores como NF-kB y vias como PI3K (la
cual se describe mas adelante).

Por lo que TNFa a través de las interacciones con sus receptores, es capaz de estimular
de manera antagodnica tanto efectos de muerte como de supervivencia (Fig 8)
(Thommesen and Laegreid, 2004).

DESCRIPCION DE FOSFATIDIL INOSITOL 3 QUINASA (PI3K).

La via de seializacién de la fosfatidilinositol 3-quinasa conocida como PI3K juega un
papel muy importante en la transduccion de sefiales de distintas vias relacionadas con
TNFa y otros mensajeros secundarios, los estimulos extracelulares que inducen a PI3K y
a los fosfolipidos producto de su actividad, pueden ser dependientes de la activacidn de
un receptor citosdlico para regular numerosos aspectos del crecimiento proliferacion vy
supervivencia celular (Kevin et al. 2010). Por ello las distintas alteraciones genéticas
como amplificaciones, mutaciones y rearreglos cromosémicos pueden comprometer la
activacion de ésta via (Anne et al. 2001), favoreciendo el crecimiento competitivo, la
capacidad metastasica y frecuentemente, una mayor resistencia a tratamientos (Pitt et
al. 2008).

La activacién de la via PI3K, puede generarse a través de distintos receptores tales como:

e Receptores acoplados a tirosin quinasas pertenecientes a la familia de src
quinasas.

41

—
| —



e Receptores con actividad intrinseca de tirosina quinasa (insulin-like growth factor
| receptor).

e Receptores transmembranales acoplados a proteinas G.
e Receptores de la familia de TNFa (Harrington et al. 2004).

Al localizarse en la membrana citoplasmatica la PI3K cataliza grupos fosfatos, generando
fosfoinositoles fosforilados los cuales funcionan como reguladores intermediarios para
la sefializacion celular (Rochelle et al. 2010).

En la actualidad se reportan ocho tipos de PI3K en mamiferos, las cuales se clasifican en
tres clases con distinta actividad tal como lo muestra la siguiente tabla:

Clases descritas para la famila de PI3K.

Clase Tipo Subunidad Isoforma Funcion Dominio Activacion

Autofosforila  Uniénal oncogén

[— Catalitica p110. pll0 w/ B /3 PFIFZ en PIP3 Ras, PK catalitico

Unigna Ret, PKC, ~ RTK,RAS
I A Adaptader / Regulador| p85a/ P.p 557 @ Activa proteinas SI:ILQILI:‘:B: ého, RH,

Pa5. pS0a G, inhibe a p110 Ras mutada y Src.
Fosforila PIPZ  PIK, quinasade
Catalitica p110+ pll0c /v en PIP3 unidna Ras.

Regula _ProteinasG
Adaptador / Regulador gu
101 actividad
P depl10
_ Mamif Productos PIP y
” Monomérica Amiteras PIP2, activa Une lipidos RTK Carece de
110 Ca/p/y ' dependi o subunidad
p Rho-GT P asas, Independientem integrinas )
RhoA, rac-1y entede Ca2+ regulatoria
Cdc 42
Catalitica Vps34,
100 kDa. ) Se piensa que son
Tiene como fundamentales
I Adaniad producto PIP2 enel trafico
apta ara \r{"ﬁitular.

Tabla 7. Muestra una breve descripcion de las 3 clases pertenecientes a la familia de PI3k (datos tomados
de Gayard et al. 2010).

La selectividad por el substrato y la preferencia en la expresion de cada subunidad

regulatoria y catalitica, es determinada por el tipo celular sobre el cual se expresan
(Gayard et al. 2010).
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Es importante destacar que debido a la regulacién dada por cada una de estas clases
para la actividad de PI3K, esta via puede ser inhibida de manera irreversible a través de
la clase 1y 2 por el farmaco conocido como Wortmanina y Ly2940002 (Turck et al.
2004), donde el primero se une de manera covalente al aminoacido lisina de la
subunidad catalitica p110 inhibiendo la activacidn de PI3K (Smith, 2004).

PROTEINA Akt.

Akt o también llamada quinasa B, es considerada el homdlogo del oncogén viral v-Akt
(retrovirus Akt8), el cual se vincula con los linfomas en ratén y posee una actividad
elevada en humanos (Cornero, 2010).

A lo largo de su historia, podemos encontrar que en sus inicios fue conocido como RAC-
PK, por su relacion con la proteina quinasa A (PKA) y C (PKC) en humanos,
posteriormente en los anos 90 se demostré que PKB se encontraba regulada por PI3K
debido ala relacién directa con procesos tales como la muerte celular, la proliferacién y
la sobrevivencia celular (Majumder et al. 2005)

Esta relacion establecid un vinculo existente entre PI3K y Akt, motivo por el cual se dio a
conocer como una via integrada (Coffer et al. 1998).

DESCRIPCION DE AKkt.

Akt pertenece a una gran la familia de quinasas, que incluye a las quinasas PKA y PKC,
quienes conservan un alto grado de homologia, Akt regula procesos fisioldgicos que
controlan diferentes funciones celulares, su actividad es modulada por la cascada de
sefalizacion PI3K y es activada en respuesta a los diversos estimulos extracelulares
(Hanks et al. 1995).

Al relacionarse en procesos celulares de gran importancia, una actividad anormal de Ia
via origina una respuesta proliferativa y de supervivencia, este comportamiento se
relaciona con multiples tipos de cancer (Marina et al. 2011).

La respuesta originada por Akt depende de cada una de sus isoformas especificas, de las
cuales se conocen tres y se muestran en la siguiente tabla.
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ISOFORMAS ESPECIFICAS CONOCIDAS
PARA Akt.

Akt 1 6 PKB a

Akt 2 6 PKB B

Akt3 6 PKB y

Tabla 8. Isoformas de Akt (informacién tomada de Murthy et al. 2000).

Dichas isoformas, son homologas en su secuencia proteica de un 85% al 100% y existen
reportes que indican la participacion de estas isoformas cuya funcidén especifica es
relacionada con el cancer, tal como lo muestra la siguiente tabla.

ISOFORMA FUNCION ALTERACION EN EL TIPO DE CANCER
TUMOR DONDE SE VE
IMPLICADA

Aktl Sobrevivencia Amplificada Estémago
celular

Akt2 Homeostasis de la Amplificada/Mutada Ovario,
glucosa pancreas y colorrectal

Akt3 Sobrevivencia Sobre expresada Seno y prostata
celular

Tabla 9. Isoformas de Akt reportadas en el cancer (informacién tomada de Leonel et al. 2011).

Estas distintas funciones, generan cierta selectividad para las aberraciones durante la
génesis tumoral, por ello los distintos inhibidores selectivos de las isoformas, podrian ser
necesarios para poder alcanzar una buena eficacia (Peng et al. 2003).
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ESTRUCTURA DE Akt.

El comportamiento de Akt, esta dado por su estructura, por lo cual es importante
describirla de manera breve destacando que las tres isoformas conservan la siguiente
forma.

Esta posee un dominio amino-terminal con homologia a pleckstrina (PH), el cual regula
las interacciones proteina-proteina o de lipidos-proteina, de igual forma la integra un
dominio central de quinasa serina (Ser 473) treonina (Thr 308) y un domino regulador
carboxiterminal que interactia con 3’-fosfoinositoles (PIP), generados por PI3K, este
dominio es el que contribuye al reclutamiento de Akt (Gonzales et al. 2005), para el
proceso de activaciéon de sefiales de muerte, proliferacion y supervivencia celular
(Lynch,1999).

DESCRIPCION DE LA VIiA DE SENALIZACION PI3K/AKt.

Dicha via es estimulada fisioldgicamente como consecuencia de la activaciéon de
receptores de membrana, dentro de los cuales se encuentra los TNF a 6 GC, el complejo
formado, a su vez fosforila la unidad p85 de PI3K, conduciéndola a un cambio
conformacional que asuvez promueve la unién de la subunidad catalitica p110 para su
activacion (fig. 9) (Semir et al. 2011).

PI3K de forma activa, fosforila el fosfatidilinositol 3,4 difosfato (PIP2) convirtiéndolo en
el segundo mensajero fosfatidil inositol 3, 4, 5 trifosfato (PIP3), el cual activa a la
proteina Akt (Pitt et al. 2008).

La Akt, actua sobre distintos blancos responsables de los efectos de la via, por lo cual la
activacion anormal de ésta conduce a una respuesta proliferativa y de resistencia a la
muerte que se relaciona con el desarrollo de multiples tipos de cancer (Altamore and
Testa, 2005).

45

—
| —



Via de senalizacion PI3K/Akt.

‘ Estimulo externo.

I Fosforilacion de p85. I

u P85
| 2

7

I Complejo sustrato-receptor. I

*Supervivencia.
*Proliferacién. €

CITOPLASMA

Fig9. La activacion del receptor de membrana, como consecuencia de un estimulo fisiolégico fosforila el
sustrato del receptor de TNFa, el cual a su vez fosforila a la subunidad catalitica p85 de PI3K, originando
un cambio estructural de la proteina, lo cual promueve la unién catalitica con p110 para activar a PI3K,
una vez activa se generan segundos mensajeros conocidos como PIP2 y PIP3 quienes a través de la
fosforilacién activan a la proteina Akt, la cual regula procesos de supervivencia y la proliferacién celular.

EVENTOS REGULADOS POR PI3K/Akt.

Al bifurcarse esta via en distintos puntos, pueden originarse varias respuestas y dichos
nodos identificados dentro de la via, se ven implicados como puntos fundamentales en
desenlaces particulares tales como la supervivencia celular y la inhibicién de la muerte
celular (Ji et al. 2003).

Existen reportes sobre la importancia de PI3K/Akt dentro de procesos de proliferacion y
supervivencia celular (Vivanco et al. 2002) por ejemplo, la sefializacion por Akt inactiva
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varios factores de muerte celular como BAD, procaspasa 9 y factores de transcripcion
FKHR (forhead) (Chen et al. 2001).

Sin embargo otros factores de transcripcion pueden incrementar la expresidén de genes
de supervivencia, que son activados por Akt incluyendo CREB (proteina de union a
elementos de respuesta a AMP-ciclico, mediante la fosforilacién directa de NF-kB
(Hemmesy et al. 2005).

La activacion del factor de transcripcion Nf-kB a través de Akt, se genera inicialmente
mediante la fosforilacion y activacién de las IKK, que favorecen su translocacién al
nucleo promoviendo la transcripcion de genes protectores de muerte celular (Osak et al.
2004).

Otro efecto de Akt relacionado con la supervivencia celular, es la inactivacién del gen
supresor de muerte p53 que se da por la habilidad de Akt para fosforilar y activar
directamente a MDM2 (proteina que regula negativamente a p53) (Nicola et al. 2004).

Cuando la via PI3K/Akt se encuentra en un estado de activacion permanente, el anterior
mecanismo permite que una célula, aun en malas condiciones resista a la muerte,
sobreviva y prolifere contribuyendo de esta manera a la inestabilidad cromosdmica,
caracteristica de la carcinogénesis (Prosenijit et al. 2003).

PI3K/Akt EN CANCER.

El estado de activacion de la via PI3K contribuye a la resistencia tumoral ante ciertas
terapias por lo que las anomalias dentro de ésta via son comunes en diversos tipos de
cancer y las distintas moléculas que se involucran con ella participan en la
transformacion neopldsica, tal como se muestra en la siguiente tabla.
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PTEN Mutacién Glioma, Mayor al 50%

somatica prostata,
endometrio,
Expresion ovario, canc
disminuida
er de mama,
Metilacion colon rectal,
Perdida de la SRR,

heterocigocidad

Mutacion
germinal
p85 Activacion de Ovario, colon, Raramente
mutaciones. linfoma, pulmon. conocido.
Delecion
Amplificada Cancer de 25 al 50%
- mama, ovario,
Mutacion cérvix, pulmon,
vejiga.
Aktl Amplificacién Estomago, Baja.
Ovario, Pancreas
Akt2 Amplificacién Ovario, Baja.
pancreas.
Akt3 Sobre expresada Cancer de Baja.

mama, Préstata.

Tabla 10. Muestra las sobre expresion reportada para Akt en los distintos tipos de cancer (Informacién
tomada de Samuels et al. 2004; Osak et al. 2004)

Por lo anterior PI3K es considerado un blanco frecuente de estudio (Cambell et al. 2004),
ya que en muchos casos los efectos oncogénicos de estas anormalidades estan
mediados al menos parcialmente por la sefializacion de PI3K/Akt, cuya modulacién es
requerida para el dptimo funcionamiento celular, por lo cual al verse comprometida y/o
alterada pudiera atribuirsele gran relacion con la génesis tumoral (Rodriguez-Vicciana et
al. 1997; Chen et al. 2011).
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DESARROLLO

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION.

En México, el cancer ocupa la segunda causa de muerte en mujeres, en particular el
cancer de mama se coloca como la primer causa de muerte superando al cancer
cervicouterino (CaCu).

El cdncer mamario es el resultado, de la alteracidn de los mecanismos de regulacion
celular, tales como la muerte, supervivencia y proliferacion.

Estos mecanismos se basan en formas complejas de comunicacion intracelular, que
permiten a la célula mantener su auto regulacidn para llevar a cabo procesos y funciones
especializadas, por ello cuando las células reciben algun estimulo que contribuya a su
transformacién maligna, éstas ignoran las sefiales normales de comunicacién y
comprometen algunas vias reguladoras de los mecanismos ya mencionados.

Debido a esto, es importante analizar en detalle uno de los probables mecanismos por
los cuales las células de cancer de mama susceptibles a estrégenos ZR-7530, pueden ser
capaces de evadir la sefial de muerte celular, cuando se ve involucrado un estimulo
hormonal como puede ser un glucocorticoide ya sea de tipo natural o sintético,
pudiendo comprometer a vias relacionas con el mecanismo de proliferaciéon vy
supervivencia celular.

Se sabe que el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) es una citocina capaz de inducir
muerte celular en distintos tipos celulares, sin embargo dicho proceso de muerte es
susceptible de ser bloqueado por glucocorticoides tal como lo es la dexametasona y
aunque el mecanismo a través del cual se lleva a cabo dicha proteccién no es del todo
conocido, se sabe que en algunos sistemas se promueven sefiales de proliferacién y
sobrevivencia a través de la participacidén de vias como PI3K/Akt, por ello este trabajo se
enfoca en evaluar la participacion de la via PI3K/Akt en la modulacién del efecto
citotéxico de TNF o en respuesta al glucocorticoide sintético dexametasona, en células
de cancer mamario ZR-7530.

49

—
| —



HIPOTESIS.

Dado de PI3K es una molécula asociada a sobrevivencia y proliferaciéon esperamos que la
proteccion conferida por dexametasona contra la citotoxicidad inducida por TNFo
involucre la participacion de esta molécula.
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OBJETIVOS.

GENERAL.

@ Determinar la participaciéon de la via PI3K/Akt, en el efecto de proteccién mediado por
dexametasona ante el efecto citotoxico de TNF a sobre la linea celular ZR-7530 de
cancer de mama.

PARTICULARES

@  Evaluar el efecto citotéxico de TNF oo sobre células ZR-7530 de céncer de mama
a través de un analisis dosis respuesta a distintas concentraciones de la citocina.

@ Analizar el efecto de la dexametasona sobre células ZR-7530 de cancer de mama
estimuladas con TNF- a.

@  Analizar el estado fosforilado de Akt en células ZR- 7530 de cancer mamario por
medio de la técnica Western Blot.
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METODO

Desarrollo de cultivos de la
linea celular ZR-7530.

L » Cuantificacién proteica a
i 7 Inh|b|C|9n Obtencion de_a través del metodo de
farmacolégica extractos proteicos Bradford.
de PI3K . totales.
Evaluacién de la proliferacion celular por

medio del método de incorporacion del N\

colorante cristal violeta.

N 4

Evaluacion dosis tiempo de la Electroforesis SDS-PAGE.
Analisis de la dosis respuesta a distintas de respuesta celular de ZR-7530
concentraciones de TNF- ., en células ZR-7530 estimuladas con TNF o. en adicién de V
de cancer de mama. dexametasona.

PN

Evaluacion dosis tiempo de la
respuesta celular de ZR-7530 ante
el estimulo de TNF o,

Analisis de la dosis
respuesta a diferentes
concentraciones de 4 >
dexametasona, en células
ZR-7530de cancer de Analisis de la dosis respuesta de TNF- o +

mama. Dexametasona, en células ZR-7530 de
cancer de mama.

Analisis del estado fosforilado de Akt.




MATERIALES Y METODO.

CULTIVO CELULAR.

Como material bioldgico se utilizaron células de cancer mamario ZR-7530 obtenidas de
ATCC (American Type Culture Collection), como fuente de citocina se utilizd el
TNFa recombinante murino (R&D USA).

Las células ZR-7530 se cultivaron de la siguiente manera:

Se colocaron 10 000 células en cada pozo de la placa para cultivo (Corning USA de 48
pozos), se adiciond medio de cultivo DMEM (Sigma Chemical USA), suplementado con
suero fetal bovino inactivado (SFBi) (Hyclone USA) (Apéndice 2) al 10%, los cultivos se
mantuvieron en incubadora Nuaire, USA a 37°C con 5% de CO, y una atmdsfera de
saturacion de humedad al 95%.

Una vez establecidas las condiciones requeridas por la linea celular, se permitié la
proliferacién celular a un tiempo de 24, 48, 72 y 96 horas, sin cambios del medio DMEM
(Sigma Chemical USA).

MATERIAL FARMACOLOGICO.

Como fuente de glucocorticoide se utilizd dexametasona (Sigma Chemical USA) la cual se
prepard a las siguientes concentraciones.

Concentracion de
dexametasona.
0.001 uM
0.01 pM
0.1 uM
1puM
10 uM
100 uM
Como inhibidor de la via PI3K se utilizé Wortmanina (Sigma Chemical USA) a una concentracién de
1pM.
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ENSAYOS DE VIABILIDAD CELULAR POR INCORPORACION DE
COLORANTE CRISTAL VIOLETA.

La técnica para evaluar la viabilidad celular se realizé por la incorporacién de cristal
violeta.

Una vez transcurrido el tiempo de proliferacion celular establecido (24, 48, 72 y 96h) y al
final de cada tratamiento sobre las células ZR-7530, se retiro el medio de cultivo por
medio de lavados con PBS, posteriormente las células fueron fijadas con glutaraldehido al
1.1 % durante un tiempo aproximado de 20 minutos, a temperatura ambiente,
transcurrido este tiempo se retird el fijador y se realizaron 2 lavados celulares con PBS a
un pH 7.3.

Se adiciond colorante cristal violeta al 0.1 % en una solucién amortiguadora de acido
formico (Sigma Chemical USA) 200 mM pH 6.0. Después de 20 minutos de agitacion, se
retird el exceso de colorante por medio de lavados continuos con agua destilada, se dejo
secar y posteriormente el colorante unido a la proteina celular se solubilizé en 1ml de
acido acético (Sigma Chemical) al 10 %, finalmente se evallo la cantidad de colorante
incorporado a las células a través de la medicién de la absorvancia a 590nm en un lector
de elisa (Thermo scientific Genesis 20).

PRUEBAS DOSIS RESPUESTA.

Con el fin de analizar el efecto dosis respuesta de las células ZR-7530 de cancer de mama
ante el estimulo de TNF o y dexametasona, se establecieron tratamientos a diferentes
concentraciones y tiempos establecidos que van de las 24, 48,72 y 96h.

Cada prueba se realizd por triplicado y fue contrastada con respecto a su propio control
celular sin tratamiento.

Los tratamientos aplicados a las células ZR-7530 se establecieron de la siguiente manera:
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Tratamiento establecido para la evaluacion dosis respuesta de TNF o aplicado a células

ZR-7530.
DOSIS TIEMPO EN HORAS
2.5ng/ml 24 ,48,72y96 h
5ng/ml 24,48,72y9% h
7.5ng/ml 24 ,48,72y 96 h
10ng/ml 24,48,72y9% h

Tratamiento establecido para la evaluacién dosis respuesta de ZR-7530 ante el estimulo
del GC sintético dexametasona.

DOSIS TIEMPO EN HORAS
0.001 pM 24,48,72y 96 h
0.01 uM 24,48,72y 96 h
0.1 uM 24,48,72y 96 h
1uM 24,48,72y96 h
10 uM 24,48,72y 96 h
100 puM 24,48,72y 96 h

Una vez evaluada la respuesta celular a distintas concentraciones de ambos
tratamientos a través de un andlisis morfolégico celular, se tomd la dosis letal
media mostrada con el tratamiento de TNFa asi como la dosis de dexametasona
gue mostré una respuesta de recuperacidon celular mayor, para establecer el
siguiente tratamiento sobre la linea celular ZR-7530 de cdncer de mama.

Tratamiento establecido para la evaluacion dosis respuesta de ZR-7530 ante el estimulo
de TNF o + GC sintético dexametasona.

DOSIS TIEMPO

5ng/ml de TNF a + 10 uM de 24 ,48,72y 96 h
Dexametasona.
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OBTENCION DE EXTRACTOS PROTEICOS.

Las células se lavaron dos veces con 1ml de PBS (Apéndice 3) frio, posteriormente se
aspiré totalmente y se afiadieron 100 ul de amortiguador de lisis RIPA (Apéndice 5)
adicionado con inhibidores de proteasas y fosfatasas, se incubo 20 minutos a 4°C, se
centrifugd a 14000 rpm durante 15 minutos, se extrajo el sobrenadante y se transfirié a un
nuevo tubo debidamente etiquetado para su posterior analisis.

CUANTIFICACION PROTEICA.

Se determino la concentracidn proteica por el método de Bradford (Sigma Chemical), el
cual se basa en la unién de un colorante Comassie Blue G-250 a las proteinas, formando
un complejo proteina-colorante capaz de cambiar su espectro de absorcion de 495nm a
595nm, este cambio es directamente proporcional a la concentracion de proteina
presente (Bradford M, 1976).

Para determinar la concentracidn proteica se contrasto contra una curva proteica de una
concentracion conocida de albumina sérica bovina a una concentracionde 1, 2, 3,4, 5, 6,
7,8,9y 10mg/ml.

ANALISIS PROTEICO POR MEDIO DE ELECTROFORESIS
SDS-PAGE.

La electroforesis SDS-PAGE se realizé de acuerdo al método descrito por Laemli 1970, se
trata de un tipo de electroforesis en la que las muestras se desnaturalizan por calor en
presencia de agentes desnaturalizantes como beta-mercaptoetanol y SDS que
desnaturaliza y recubre a la proteina con cargas netas negativas, promoviendo su
separacion como cadenas polipeptidicas aisladas.

Para este trabajo se prepararon las muestras de proteina diluyéndolas en 5 pul de buffer de
carga (Anexo 12), las muestras se colocaron en bafio maria a 95°C durante 5 minutos para
disociar los complejos poliproteicos.
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Se utilizaron 40 mg de proteina para correr un gel desnaturalizante de poliacrilamida al
10%.

La electroforesis se realizd con voltaje constante de 100 V por 2 horas en una cadmara
vertical (Biorad USA) y se utilizaron marcadores de peso molecular Amersham Rainbow en
el rango 200 a 16 kD.

Las proteinas separadas mediante electroforesis SDS-PAGE, fueron transferidas a
membrana de nitrocelulosa (Hyclone) a corriente constante de 300 A durante 2 horas
utilizando para este fin buffer de transferencia (Anexo 14).

EVALUACION DEL ESTADO FOSFORILADO DE Akt A TRAVES DEL
METODO DE WESTERN BLOT.

La membrana de nitrocelulosa con las proteinas inmovilizadas se bloqued con leche
descremada al 5 % (p/v) en un buffer TBS (Anexo 15) durante toda la noche a 4°C,
posteriormente se lavaron 2 veces con solucidon TBS en agitacidn ligera, después fueron
incubadas con el anticuerpo antiAkt policlonal obtenido de Santa Cruz Biothecnology, a
una dilucién 1:1000 en Albumina al 1 % y TBS durante 2 horas a temperatura ambiente y
agitacion constante.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién las membranas se lavaron 3 veces con TBS-
Tween (Anexo 16) por un periodo de diez minutos cada uno.

Las membranas de nitrocelulosa se incubaron durante una hora a temperatura ambiente y
en condiciones de agitaciones constante con un anticuerpo secundario antiratén
conjugado con perdxidasa de rabano obtenido de Santa Cruz Biothecnology.

Para completar el estudio con la deteccién de la presencia de proteinas, se aplicé un
método quimioluminiscente, incubando la membrana con el reactivo Super Signal West
Dura Extended Duration Substrate (Pierce Rockford, IL, EE UU) siguiendo el protocolo
estandar.

Finalmente se expuso la membrana a un film fotografico (MIN-R Mammography film,
Kodak, Rochester, NY, EE UU), a distintos tiempos de exposicion.
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ANALISIS ESTADISTICO.

Cada uno de los ensayos dosis respuesta se realizdé por triplicado, de igual forma cada
inmunoblot se realizd al menos tres veces de manera independiente, por lo cual se
reporta como el promedio de al menos tres experimentos realizados
independientemente, donde las barras de error en las graficas representan la desviacidon
estandar, en loa casos pertinentes se realizdé una prueba de T de student para determinar
la significancia estadistica.

Por lo que en este trabajo se muestran Unicamente las imagenes mas representativas.

58

——
| —



RESULTADOS.

CURVA DE CRECIMIENTO CELULAR PARA LA LINEA
ZR-7530.

Debido a que el crecimiento celular es un componente esencial de la funcién celular, el
conocer éste comportamiento nos permitid establecer un mejor disefio experimental.

Por lo cual iniciamos nuestro estudio con el andlisis de la velocidad de crecimiento que se
define como el cambio en el niumero de células por unidad de tiempo, que para este
trabajo se establecieron de 24,48, 72y 96 h.

CRECIMIENTO DE LA LINEA CELULAR ZR-7530.

3 4
| *
1= N
o 1 , ,
24 48 72 96

TIEMPO EN HORAS.

ABS.

Fig.10.El tiempo de duplicacidn celular para la linea celular ZR-7530 de cancer mamario, se analizé a través
de la densidad optica posterior a la incorporacién del colorante cristal violeta, observando que el tiempo de
duplicacion minimo requerido por esta linea celular es de 24 h alcanzando un punto maximo de duplicacion
a las 96horas de cuerdo a las condiciones de cultivo establecidas en el laboratorio.

Observando que el tiempo de duplicacién de la masa celular para la linea ZR-7530,
requiere de un tiempo de duplicacion minimo de 24 horas, tal como se observa en el
grafico, que de igual forma muestra el incremento progresivo de esta linea celular de
manera exponencial de acuerdo a cada unidad de tiempo establecido, observando que el
punto maximo de de duplicacidon se alcanza a una unidad de tiempo de 96 horas.
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Este comportamiento de crecimiento, nos permitié establecer que el mejor tiempo para la
aplicacién de los distintos tratamientos puede iniciarse a las 24 horas.

LA DEXAMETASONA CONFIERE PROTECCION CONTRA EL EFECTO
CITOTOXICO DEL TNF- .

Una vez establecido el tiempo de duplicacidn celular, se corroboro la respuesta de las
células ZR-7530 al GC sintético dexametasona y a la citocina TNF a descritas por Messmer
UK 2001 y Oh HY 2006, a través de un andlisis morfoldgico de la respuesta celular con la
finalidad de establecer las concentraciones y tiempos de estimulo citotéxico con TNF oy
la concentracion minima a la cual dexametasona es capaz de bloquear el efecto inducido
por TNF a..

Se observd que TNF a, es capaz de inducir un efecto citotdxico a una concentraciéon de
5ng/ml (Fig. 11 C), sin embargo se mostro que el GC dexametasona es capaz de suprimir el
efecto citotéxico de TNF o a una concentracidon de 10 uM en un tiempo de 24 horas (Fig.
11 D), tal efecto fue contrastado con respecto al control celular (Fig. 11 A).
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Observacion morfoldgica de células ZR-7530.

Fig. 11. A) La imagen corresponde al control celular de ZR-7530 sin ningun estimulo, B) Se observan a las
células ZR-7530 tratadas con 10 uM de dexametasona por 24 h, C) Muestra a las células ZR-7530 tratadas
solamente con 5ng/mL de TNFa, durante 24h, D) Células ZR-7530 tratadas con 5ng/mL de TNFa en adicion
de 10 uM de dexametasona a un tiempo de 24h.

Para este trabajo también se analizé el efecto dosis respuesta del GC dexametasona, al
adicionarla antes de TNF a, con la citocina y después de la citocina, con la finalidad de
evaluar algun efecto que pudiera anteceder a la respuesta de proteccion celular.

Con estas pruebas se puso de manifiesto que el efecto protector otorgado por
dexametasona (Fig. 11B) no se ve modificado al pre tratar a las células ZR-7530 con
dexametasona antes del estimulo de TNF a, por lo cual se pudo establecer que el proceso
de transduccién generado por el GC dexametasona o por la citocina TNF o se manifiestan
de manera independiente.
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EN CELULAS ZR-7530 EL TNF oo INDUCE MUERTE CELULAR DE MANERA
TIEMPO Y DOSIS DEPENDIENTE.

La respuesta tiempo dosis dependiente generada por TNF o se determiné a través del
andlisis de la viabilidad celular de ZR-7530 (Fig.12), mostrando que a las 24 horas de
tratamiento con 5ng/ml de TNF o la viabilidad celular se reducia hasta un 53.9 % con
respecto al control celular sin tratamiento, incrementandose la perdida de la poblacién
celular hasta alcanzar una reduccidon mdaxima del 21.2 % a las 96 horas de tratamiento.

Los resultados obtenidos de esta evaluacidon, nos permitieron estandarizar los
tratamientos a una concentracién de 5ng/ml de TNF o, a un tiempo de 24 horas para
todos los experimentos que se muestran a lo largo de este trabajo.

Evaluacidn del porcentaje de supervivencia celular con tratamientos de TNF a a distintas

concentraciones y tiempos.
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48h
==96h
=&=72h
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Porcentaje de supervivencia

Concentracionde TNF a.

Fig. 12. En el grafico se muestra el decremento de la poblacidn celular ZR-7530 en respuesta al estimulo con distintas
concentraciones de la citocina TNFo(2.5, 5 y 10ng/ml),tal disminucidon de la poblacién celular se agudiza conforme
aumenta el tiempo de exposicion que va de las 24h a las 96 h, alcanzando un punto maximo de pérdida de la poblacion
celular del 88.3% a las 96h, corroborando el efecto citotoxico de TNF a..
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EL TRATAMIENTO DE LAS CELULAS ZR-7530 CON 5ng/ml DE TNF o Y
CONCENTRACIONES CRECIENTES DE DEXAMETASONA DURANTE 24
HORAS MUESTRA UNA SUPRESION DOSIS DEPENDIENTE DE LA
MUERTE INDUCIDA POR LA CITOCINA.

Se analizé que el efecto de muerte celular inducido por TNF o a una concentracién de
5ng/ml, es capaz de ser anulado de manera dosis dependiente, al tratar a células ZR-7530
con distintas concentraciones de dexametasona que van de 0.001 pM hasta 10 uM (Fig.
13), mientras que una dosis mayor de 100 uM ejerce un efecto toxico por si misma.

Efecto de las distintas concentraciones de dexametasona sobre células ZR-7530
estimuladas con 5ng/ml de TNF a.
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Fig. 13. El grafico muestra el efecto protector otorgado por GC sintético dexametasona a distintas
concentraciones sobre células ZR-7530 estimuladas con TNF o a una concentracion de 5ng/ml,
observandose que a concentraciones crecientes de dexametasona la proteccion celular se incrementa,
alcanzando un maximo de proteccion ante el efecto citotéxico de TNF o con una concentracién de 10 uM
de dexametasona.
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Demostrando que el GC dexametasona es capaz de otorgar una recuperacion celular del
100% ante el efecto citotoxico inducido por TNF o a una concentracion de 10 uM en un
tiempo de 24 horas (Fig. 14), incluso observandose que dicha proteccion es capaz de
mantenerse a tiempos prolongados de exposicidn tales como a 72horas de tratamiento
con TNF o (datos no mostrados).

Efecto de proteccion para celulas ZR-7530 otorgado por dexametasona a una
concentracion de 10 uM en un tiempo de 24 horas.

120 4

102.7

100 -
80 -
60 -

control)

20 -

sobrevivencia (% respecto a

0-

TNF TNF/De x

Fig. 14. La primer barra del grafico muestra el efecto citotoxico de TNF o a una concentracion de 5ng/ml que
se refleja en el decremento de de la poblacién celular en un 53.4%, mientras que la segunda barra muestra
el efecto protector otorgado por dexametasona a una concentracion de 10 uM que se refleja con una
recuperacién de la poblacién celular del 100% en un tiempo de 24h.

LA ViA DE SENALIZACION PI3K NO ESTA INVOLUCRADA EN LA
PROTECCION MEDIADA POR DEXAMETASONA CONTRA EL EFECTO
CITOTOXICO DE TNF-q..

Dentro de las respuestas generadas por los GC debido a las interacciones con sus
receptores a nivel citoplasmatico, se encuentra la activacion de la via PI3K/Akt, por lo que
al observar un efecto protector otorgado por el GC dexametasona ante el estimulo de TNF
a sobre células ZR-7530, analizamos la particion de PI3K mediante su inhibicion
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farmacolégica con Wortamanina a una concentraciéon de 1 uM, tomando en cuenta el
estado fosforilado de Akt como un indicador de la activacion de PI3K.

Para este estudio, la proteina Akt fue detectada por el método de Western Blot a través
de anticuerpos que reconocen los residuos de serina 472 y 473 en su forma fosforilada.

Se observd que un estimulo con 5ng/ml de TNF o sobre células ZR-7530 es capaz de
inducir un aumento transitorio en la fosforilacion de Akt, ya que se muestra un pico de
activacion por encima del control celular a los 10 minutos de tratamiento mientras que el
tratamiento con dexametasona sola o en presencia de TNF ., induce niveles similares de
fosforilacién de Akt (Fig. 15), aunque estos niveles de fosforilacién parecen ser menores a
los inducidos solamente con TNF a.

Inmunoblot del nivel de fosforilacion de Akt.

Dex uM - - 0.1 1.0 10
TNF 5ng/ml - + + + +
Akt-p - TN - — w——

DexpuM 01 1.0 10

Akt-p B I —

Fig. 15. El inmunoblot muestra un aumento transitorio en el estado de fosforilacion de Akt con un
tratamiento de 5ng/ml de TNFa con respecto al control celular, mientras que dexametasona sola y en
presencia de TNFa. es capaz de inducir niveles similares de fosforilacién de Akt.

El andlisis de este comportamiento, permitié establecer el tiempo para la evaluacién de
Akt para la siguiente prueba.
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LA FOSFORILACION DE Akt INDUCIDA POR TNFa Y
DEXAMETASONA ES BLOQUEADA POR WORTMANINA.

El tratamiento farmacolégico con Wortmanina aplicado sobre ZR-7530, tuvo como
finalidad inhibir la capacidad de Akt para fosforilarse en respuesta a TNF o, dexametasona
o ambas, por lo cual se observé que el nivel total de proteina Akt fosforilada (Aktp) no se
modifica en presencia del farmaco.

Este comportamiento permitié establecer que el bloqueo de PI3K con Wortmanina no
tienen un efecto significativo sobre la proteccion otorgada por dexametasona ante el
efecto citotodxico inducido por TNF o (Figura 16).

Inmunoblot del nivel de fosforilacion de Akt.

Dex10 pM - - + o
TNF 5ng/ml = + - +

Akt-P - T S —

B-actina WS TN e———

Fig. 16 inmunoblot de extractos totales de proteinas de células ZR-7530 tratadas con 1 mM de
Wortamanina, donde se observa que no existe significancia alguna con el nivel de fosforilacién de Akt que
relacione a PI3K con la proteccién otorgada por dexametasona ante el efecto de muerte de TNF a..

Determinando entonces que la participacion de la via PI3K en células ZR-7530 de cancer
de mama, no se involucra con la proteccidn conferida por dexametasona ante el efecto de

muerte celular inducido por TNF ..

66

——
| —



DISCUSION.

Al observar la capacidad del GC dexametasona para conferir una proteccién a las células
de cancer mamario ZR-7530 ante el efecto de muerte inducido por TNF a, se atribuyo tal
efecto a la capacidad de respuesta de los GC con sus receptores para activar vias
citoplasmaticas de sefializacidon relacionadas con la proliferacion celular dentro de las
cuales se encuentra PI3K/Akt (Cato et al. 2002; Downward,2000), ya que esta via se ha
demostrado, puede ser activada en respuesta a diversos estimulos dentro de los cuales se
encuentra la influencia hormonal que incluye a los glucocorticoides como dexametasona
(Falkestein et al. 2000, Hunter,2000; Schlessinger, 2000).

Estas respuestas glucocorticoide receptor, que pudieran llegar a comprometer a la via
PI3K en un proceso de cancer (Yarden et al. 2001), se demostré que no sufren de ninguna
alteraciéon al bloquear la via PI3K con un fdrmaco especifico como wortmanina
determinando a través de este trabajo que la proteccidn otorgada por el GC sintético
dexametasona (Fig.14) es independiente de la via PI3K/Akt (Fig. 17) en células ZR- 7530 de
cancer de mama, pudiendo ser que tal efecto de proteccién se correlacione mejor con la
activacion a nivel nuclear, de la transcripcion de factores tales como NF-kB (Gustin et al.
2004) 6 por otro probable mecanismo de la dexametasona para promover la proteccién a
través del fortalecimiento de sefnales de sobrevivencia (Albarrén, 2001).

Por ejemplo algunos estudios sobre células tratadas con dexametasona (Deregowski et al.
2002) demuestran que se requiere de la expresion de distintas proteinas de supervivencia
celular como Bcl-2 y c-IAP1, que pueden ser inducidas en presencia del GC en distintos
tipos celulares (Belvis et al. 2001).

Para este trabajo pudiera ser que el efecto de proteccion se relacione con el
requerimiento de la expresion de moléculas de supervivencia celular especificas,
dependientes de dexametasona ya que existen estudios que correlacionan un incremento
en la susceptibilidad a TNF o con la disminucién de c-IAP1 (Deregowski et al. 2002).

Es importante destacar que el GC dexametasona, para nuestro sistema celular ZR-7530,
PI3K no contribuye a la proteccion otorgada por dexametasona, sin embargo es
importante plantear como perspectiva el andlisis de la activacion de NF-kB como un factor
importante para la regulacion celular.
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Ya que el andlisis de la influencia hormonal en relacién a el efecto protector otorgado por
dexametasona en un cancer ginecolégico como lo es el CaMa, podria representar un
punto clave para el tratamiento de canceres dependientes de hormonas al proponer un
tratamiento de inhibicion localizada de otros factores dentro de los cuales pudiera
encontrarse NF-kB.

La recuperacién celular observada en este trabajo (fig. 13 y 14), corrobora el compromiso
que se origina en el cancer mamario hormono dependiente, ante la constante o
prolongada exposicion a estrégenos, con la proliferacién y supervivencia de células
neopldsicas (Untch et al. 2010).

Lo anterior corrobora que no Unicamente existe una sola via ejecutora para una sefial,
sino que esta puede alternarse o interrumpirse al activar segundos mensajeros para
originar una nueva respuesta (Aggarwal, 2003).

Y aunque en este estudio la expresion de Akt, no correlaciona la activacion de PI3K (Fig.
16), puede ser que para otros sistemas celulares, dicha proteina pudiera jugar un papel
muy importante en el compromiso generado con la proliferacién celular.

En relacidon a nuestros resultados con tratamientos a distintas concentraciones de TNF
o, (Fig.11Cy 12), para observar el efecto citotdxico, se corroboro que las concentraciones
utilizadas que van de 0.1 a 10ng/ml, dependen en gran manera del tipo celular sobre el
cual actuan (Messmer et al. 2001) y en cuanto a las concentraciones utilizadas de
dexametasona, también se correlacionan con lo reportado por otros autores ya que
mencionan un efecto de proteccion a concentraciones que van de 0.1 hasta 50 uM de
dexametasona tal efecto de proteccidn o no, también se relaciona con el tipo celular
sobre el que actua (Oh et al. 2006).

68

——
| —



CONCLUSIONES.

El glucocorticoide sintético dexametasona, es capaz de otorgar una proteccion
total a las células ZR-7530 de cancer de mama, ante el estimulo citotéxico inducido

por TNF- ..

La via PI3K/Akt no participa, dentro del proceso de proteccidn celular otorgado por
dexametasona en células ZR-7530 de cancer de mama.
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ANEXOS

1) Medio de cultivo DMEM (Sigma Chemical).

Componentes Peso molecular  Concentracion (mg/ L) mM
Aminoacidos

Glicina 75 37,5 0,5
L-Alanina 8,9 oo
L-Arginina clorhidrato 84 oo
L-Asparagina 13,2 oo
L-4cido aspartico 13,3 oo
L-Cistina 2HCI 63 oo
L-acido glutamico 14,7 oo
Clorhidrato de L-histidina-H20 42 oo
L-isoleucina 105 oo
L-leucina 105 oo
L-lisina clorhidrato 146 oo
L-metionina 30 oo
L-fenilalanina 66 ©o
L-prolina 11,5 oo
L-serina 52,5 oo
L-Treonina 95 oo
L-triptéfano 16 ©o
L-Tirosina disédico dihidrato de la 104 oo
sal

L-Valina 94 oo
Vitaminas

Fosfato de acido ascorbico 2,5 oo
Cloruro de colina 4 oo
D-pantotenato de calcio 477 4 0,00839
Acido Félico 441 4 0,00907
Niacinamida 4 oo
Clorhidrato de piridoxina 4 oo
Riboflavina 0,4 oo
Clorhidrato de tiamina 4 oo
i-Inositol 7,2 oo
Las sales inorgdanicas

Cloruro de Calcio (CaCl2) 111 200 1,8
Nitrato férrico (Fe (NO3) 3 "9H20) 0,1 oo
Sulfato de magnesio (MgS04) 97,67 oo
Cloruro de potasio (KCl) 400 oo
Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 3700 oo
Cloruro de sodio (NaCl) 6400 oo
Fosfato dibasico de sodio 125 oo

(Na2HPO4-H20)

——
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Proteinas

Albumax @ Il

La transferrina humana (Holo)
La insulina recombinante
completa de la cadena
Elementos Traza
metavanadato de Amonio
Sulfato cuprico

Cloruro manganoso
Selenita de sodio

Otros Componentes
D-glucosa (dextrosa)
Etanolamina

glutation (reducido)

Rojo de fenol

Piruvato de sodio

307

400 oo
7,5 o
10 oo
0,0003 oo
0,00125 ©o
0,00005 oo
0,005 oo
4500 =)
1,9 oo
1 0,00326
15 oo
110

2) Desactivaciéon de suero fetal bovino (SFBi)

La botella de suero fetal bovino (Hyclone USA) se dejo descongelar a temperatura

ambiente; una vez atemperada se paso a un bafio de agua a 57°C durante 30

minutos, con el fin de inactivar proteinas de bajo peso molecular que pudieran llegar

a interferir con el crecimiento celular.

Una vez desactivado se trasvaso en alicuotas de 50mL para un manejo mas cémodo.

3) Solucion PBS.

Se preparo un litro de solucién para el cual se requirieron los siguientes reactivos.

Reactivo

Cloruro de magnesio
Cloruro de calcio
Cloruro de sodio
Cloruro de potasio

Fosfato monoacido de sodio
Fosfato di acido de potasio

Unidades g/L
0.1

0.1

8.0

0.2

2.16

0.2

El cloruro de magnesio y de calcio se disolvieron por separado en 100mL de agua

bidestilada, las sales restantes se disolvieron en 800mL de agua bidestilada, ambas

soluciones se mezclaron y se ajusto el pH 7.3 y se aforo a 1000mL

4) Colorante Cristal Violeta.
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500 mL de cristal violeta en una solucién amortiguadora de acido férmico al 0.1% de
la siguiente manera.

REACTIVO.
3.96g de hidroxido de sodio

4.28 mL de acido formico a una
concentracion de 200mM

1g de cristal violeta

El pH se ajustoa 6.0

5) RIPA

REACTIVOS
20mM de fosfato sédico a un pH 7.4
150mM de NacCl
5mM de EDTA (Sigma chemical)
1% de tritén X-100.
1% de aprotinina

2mM de PMSF (Phenylmethylsulfony Fluoride Gibco)

6) Inhibidores de proteasas.

10 pg/mL de leupeptina

7) Inhibidores de fosfatasas

2mM de NasVO,

50mM de NaF
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8) Reactivo de Bradford.

50mg de Azul de Coomasie (G-250)

25 mL de etanol

50 mL de acido fosférico

Esta solucién se mantuvo en agitacion por 60 minutos, finalmente se aforo a 100mL
con agua destilada.

Se filtro y conservo en un frasco dmbar a 4°C.

Se establecié un patrén de albumina sérica bovina (BSA)de 10mg/ml para el andlisis

proteico.

9) Dexametasona.

Formula : C22H29FQO5

Peso molecular : 392.46 g/mol

10) Gel concentrador.

125mM de Tris-HCL pH6.5
0.1% de SDS
4% acrilamida: Bisacrilamida (29:1)
0.1% persulfato amodnico.
26 pM TEMED

11) Gel separador.

38mM de Tris-HCL pH8.8
0.1% SDS
0.1% persulfato amodnico
8.6 uM TEMED
4% acrilamida: Bisacrilamida
(29:1)
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12) Tampdn de carga para electroforesis 4x.

250mM Tris-HCL pH 6.8

40% glicerol
8.2% de SDS
64mM b-mercaptoetanol
Azul de bromofenol

13) Tampdn para revelado.

25mM Trizma Base

192mM glicina
0.1% SDS

14) Tampodn para transferencia.

50mM Trizma base

348mM glicina
0.1% SDS
20% metanol

15) TBS.

20mL de Tris 1M pH 7.5

30mL de NaCl
Se aford a 1 litro
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16) TBS- Tween.

TBS Teewn: a 500mL
de TBS se le adiciono
500 pL de Tween 20.

17) Solucion de bloqueo.

Leche descremada al 5% (p/v) en un buffer TBS compuesto por 20 mL de Tris 1M
pH7.5 mds 30mL de NaCl 5mL
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