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RESUMEN

La presente tesis trata del efecto de la ouabaina sobre de comunicacién celular en
el cancer de mama. Se sometieron dos lineas celulares de epitelio mamario,
canceroso (MDA-MB-23) y no canceroso (MCF-10A), a tratamiento con ouabaina
en una concentracion de 50 nM; se observd que la ouabaina en esa concentracion
es capaz de inducir la comunicacion celular medida por uniones de hendidura en
las células mamarias no cancerosa, mientras que en las cancerosas no. Se hicieron
también ensayos de sensibilidad a la ouabaina en las dos lineas celulares y se
encontré que las células cancerosas son insensibles, mientras que en las no
cancerosas la ouabaina si causa los efectos ya conocidos en el laboratorio.

ABSTRACT

This thesis is about the effect of ouabain in cellular communication of mammary
cancer. Two cell lines of normal and cancerous mammary epithelium where treated
with oubain 50nM; we observe that oubain in this concentration can induce cellular
communication via gap junctions in normal cells, meanwhile the same treatment has
no effect in cancer cells. Also we measure the ouabain sensibility of both cell lines
and we found that cancer cells are insensitive and normal cells have the common
response previously known in our labs.



INTRODUCCION

La ouabaina

Historia de la ouabaina

Debo dar una idea del trasfondo histérico de qué me ha llevado a estudiar
el efecto de la ouabaina sobre la comunicacion intercelular. La manera habitual es
pretender que se trata de un unico hilo narrativo que atraves6 miles de afos en
forma lineal, e imperturbable, sin interaccionar con nada, y eso en si conlleva una
falsedad totalmente inaceptable. Para justificar que no adoptaré ese formato,
mencionaré que la historia de mi tema arrancd hace miles de afos en tiempos en
que no se habian desarrollado los conceptos de molécula, ni de hormona, ni de
contactos celulares. Tampoco se sabia de fisiologia cardiaca, ni de hemodinamica,
de hipertension arterial, ni se tenia una nocién de "farmaco cardioténico". Por eso
partiré de conceptos aparentemente independientes y arbitrarios. (1) Desde hace
miles de afnos se sabia que el extracto de algunos vegetales tenia téxicos y venenos
con los que se podian embadurnar puntas de flechas, lanzas, dardos para atontar
o matar animales de caza o guerreros enemigos. (2) pero no se tenia el concepto
de "especie" vegetal ni animal. (3) Los vegetales que tenian dicho poder no
pertenecian de una unica especie. (4) no habia dispositivos para medir la presion
arterial ni se sabia de dicha variable. (5) Ni siquiera habia nacido William Harvey
(1578-1657), descubridor de la circulacién de la sangre. (6) El estudio detallado de
los componentes de células y tejidos animales o vegetales requiere el uso de
instrumentos que permitan ampliar muchas veces la imagen de las estructuras que
los constituyen. (7) Pero el microscopio recién fue inventado por un fabricante de
anteojos de origen holandés, llamado Zaccharias Janssen, alrededor del afio 1590,
y pasé mucho tiempo hasta que se pudo adaptar al estudio de tejidos bioldgicos.
(8) EI microscopio fue inventado por un fabricante de anteojos también de origen

holandés. Pero pasaron muchos afos antes de que se lo pudiera aplicar al estudio



de tejidos organicos. (9) Recién en 1655, el inglés Robert Hooke cred el primer
microscopio compuesto, en el cual se utilizaban dos sistemas de lentes, las lentes
oculares (u ocular) para visualizar y las lentes objetivas. Publicé “Micrographia”, el
primer libro en el que se describian las observaciones de varios organismos
realizadas a través de su microscopio. (10) En su libro, Robert Hooke llamé "células”
a los numerosos compartimientos divididos por paredes, que no por eso
correspondian a lo que hoy llamamos "membrana celular", pues la visualizacién de
estas requiri6 microscopios electronicos, fijaciones especiales (glutaraldehido), y
aparatos capaces de cortar tajadas muy delgadas (ultramicroscopios). (11) El
analisis quimico de los componentes del miocardio recién se comenzo en el siglo
XX. (12) El conocimiento de que la fisiologia de todo el corazon depende de
fendmenos eléctricos que se fueron desarrollado a partir del Siglo XX, pues el
descubridor del electrocardiégrafo, Willem Einthoven, vivié entre 1860 y 1927).

Todos esos desarrollos, conceptos, aparatos, substancias quimicas,
patologias, farmacodinamia, etc. recién se empezaron a amalgamar en la primera
mitad del siglo XX.

Por eso, para referirme a los grandes pasos y etapas que constituyen el
campo de mi tesis, seguiré entonces rutas independientes, y solo sefalaré sus

cruces cuando sean pertinentes.

La ouabaina

Del somali waabaayo que significa "veneno de flecha", se conociera como
substancia quimica, dicha substancia y sus analogos quimicos fueron utilizados
por tribus primitivas como los Hadza (Figura 1) y Sam del sureste de Africa, los
Penan de Borneo, hasta algunas de la Amazonia como los Shuar y los Ureu-wau-

wau, para envenenar sus flechas, dardos y lanzas con macerados de diversas



plantas entre las que figuraban los géneros Acokanthera , Nerium, Asclepias,
Strophanthus, Apocynaceae y Digitalis (Figura 1)

La molécula de ouabaina y sus analogos.

Entre los vegetales de los cuales provienen predominaban el género
digitalico, de los cuales se fueron aislando metabolitos secundarios como los
glucésidos como la ouabaina, digitonina, digitoxina, digitogenina, bufotenina, etc.
Cuando se llegd a caracterizar su efecto sobre el corazén, se los agrupé bajo el

nombre de digitalicos cardiacos.

Muchas plantas y el cuerpo de muchos insectos son tan ricas en estos
digitalicos. Se debe a que los usan como una defensa para repeler la depredacion
(Roca-Jacome, 2004)

Figura 1. Izquierda: Tribu Hadza en ritual de caceria. Derecha: Digitalis y

Strophanthus

Aunque el uso de los glucosidos cardiacos se remonta a los egipcios y

romanos, que los usaron como venenos de flechas, el primero en registrar



formalmente los beneficios de estas plantas fue William Withering, médico inglés
del siglo XVIII que observo que los pacientes con edema maligno (dropsy en inglés),
mejoraban notablemente cuando eran tratados con una infusion de “foxglove” cuyo
nombre cientifico es Digitalis purpurea (Larre et al. 2014). No obstante, el éxito de
Whithering en el tratamiento del edema maligno, nunca advirtié que lo que parecia
una enfermedad generalizada, el edema, no era mas que el sintoma detras de la
verdadera patologia que hoy se conoce como insuficiencia cardiaca congestiva. En
esta enfermedad el corazén no puede bombear la sangre en suficiente cantidad
debido a una falla en la valvula tricispide permite que parte de la sangre, regrese
al circuito venoso durante la sistole ventricular, aumente su presién en los capilares,
provocando que el espacio intersticial se llene de liquido. Concomitantemente los
tejidos, afectados por la falta de la sangre que la insuficiencia impidioé que le llegara,
pasa a resentir la falta de oxigenaciéon y de nutrientes, envian sefales que llegan
en forma refleja al corazon, y es como si este intentara compensarlo aumentando
su funcién, esfuerzo a la larga acaba hipertrofiandolo (para una revisién actual, ver
Roca-Jacome, 2004). El éxito del uso de las infusiones de estas plantas en el
tratamiento del edema maligno, llevo a la Societé de Pharmacie de Paris a crear un
premio para quien encontrase el principio activo del foxglove, originando una
carrera intelectual y de trabajo bioquimico que llevo a aislar varios de ellos a los

que se les denomino en conjunto digitalicos, entre los que figura la ouabaina.

Desde entonces y por mucho tiempo la ouabaina fue considerada un
metabolito producido exclusivamente por las plantas, como si se tratara de clorofila

o algun principio activo antibiético.



La ouabaina como hormona.

No fue sino hasta finales del sigo XXy principios del presente cuando se constaté
que es una hormona. Uno de los grupos pioneros en el tema fue el de Hamlyn en
1991, quienes usando espectrometria de masa demostraron que se produce en el
organismo una sustancia idéntica a la ouabaina de los vegetales. A pesar de estos
experimentos, algunos escépticos argumentaron que la ouabaina bien podria
provenir de la dieta, ya que los vegetales la poseen en buena cantidad.
Posteriormente esto se confirmd con resonancia magnética nuclear de protones
(Kawamura et al., 1999), y espectrometria de ionizacion (Komiyama et al., 2001).[
Incluso se pudo demostrar que la ouabaina es sintetizada en el hipotalamo y las
glandulas suprarrenales, y se secreta en concentraciones bajas, similares a las de

la una hormona (Hamlyn et al., 1991).

La quimica fisiolégica de la Ouabaina

Quimicamente la ouabaina tiene una constitucion similar del resto de los
digitalicos: 1) consta de un nucleo esteroideo ciclopentano-perhidro-fenantreno
(colesterol) 2) un grupo glicona formada por una o varias azucares (para el caso
particular de la ouabaina una manosa) y 3) Un grupo funcional en el carbono 17
del esteroide (la ouabaina tiene una lactona). La ouabaina es un cardendlido
caracterizado por tener la configuracion estereoquimica siguiente: los carbonos C5
y C14 tienen cada uno un grupo hidroxil 3-orientados, el C3 un azucar L-ramnosa y
una lactona b-orientada en el C19, esto se ilustra en la figura 2 (Hamlyn et al.,
1991).
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Figura 2. Estructura quimica de la ouabaina.

Asi como muchos farmacos, la ouabaina llega a un receptor, por el que
tiene una alta afinidad. Este receptor es la Na*,K*ATPasa descubierta por Jens
Skou en 1957 en extractos de cangrejos, y le llamé asi porque justamente su
capacidad de hidrolizar ATP depende de las concentraciones de sodio y potasio
que se encuentran al interior y exterior de una membrana bioldgica (llamese
membrana celular, mitocondial, de Golgi, etc.) gracias a la hidrélisis de ATP (Skou,
1957) .

Estructuralmente la Na*, K*-ATPasa consta de tres subunidades, la alfa, beta
(Figura 3) y gamma, de estas la a y la B se expresan ubicuamente en los tejidos,
mientras que la subunidad y se expresa de manera tejido especifica (Therien,
Goldshleger, Karlish, & Blostein, 1997) ; en los mamiferos se han descrito cuatro

isoformas de la a y tres de la 3
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Figura 3. Estructura de la Na+K+ATPasa, Indicado sitio de union a la

ouabaina

La ouabaina se une a la subunidad a de la Na*,K*-ATPasa , esta es una molécula
de aproximadamente 112 KDA y atraviesa 10 veces la membrana celular dando
lugar a sitios transmenbranales, intercelulares y extracelulares, precisamente la
porcion extracelular es la que posee el sitio de unién a la ouabaina en los
segmentos aM1 aM6. La isoforma 1 de la subunidad a de la Na*,K*-ATPasa es la
que presenta la mayor afinidad por la ouabaina (Km < 108), en la figura 4 se ilustra
la orientacién sugerida por Magpusao vy colaboradores en 2015. En ese mismo
trabajo se hicieron modificaciones a las tres partes de la ouabaina ya mencionadas
y se observo como se modificaban tanto la orientacion como en el efecto que causa
sobre la Na*,K*-ATPasa , de tal manera que pudo determinarse que la estructura
mas importante para que la ouabaina lleve acabo su funcién es el nucleo
esteroideo, seguido del anillo lactona y por ultimo el azucar (Magpusao et al.,
2015a)
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Figura 4. Sitio de anclaje de ouabaina y oriencacion espacial

La hormona ouabaina

Una vez confirmado y aceptado que la ouabaina puede producirse
endoégenamente, y que tiene un recetor, por supuesto la siguiente pregunta fue: Si
la ouabaina es una hormona ¢ Cual es entonces su funcion fisiolégica? Asi pues,
para orientar la busqueda de la funcion fisiolégica de la ouabaina en 1999
Contreras y colaboradores tomando en cuenta los trabajos de demostraron que
cuando se aplica ouabaina en altas concentraciones (1 puM),esta bloquea las
funciones de la Na*,K*-ATPasa, por lo tanto incrementan los niveles intracelulares
de Na* y Ca*™, y disminuye el de K+, también propicia que las moléculas de
membrana asociadas con el contacto y la adhesion célula-célula y célula-sustrato
sean endocitadas, causando que se despeguen. No obstante también se pudo
constatar que a pesar de que las células se despegaban, no presentaban signos de

apoptosis, por lo que en adelante a estas concentraciones (superiores a los 400
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nM) se les denominé téxicas (Contreras et al., 1999). Esta observacion llevéd a
sospechar que quizas, a concentraciones fisioldégicas (10 - 70 nM), la ouabaina
puede unirse a la Na+,K+-ATPasa, pero sin inhibir la bomba ni causar un

desbalance idnico pero aun asi modular los contactos celulares.

Con dicha idea in mente Larre et al., mostraron que a concentraciones hormonales
(10 nM) la ouabaina modula contactos celulares y evaluaron en principio los efectos
de esta sobre la union oclusora. Realizaron ensayos de resistencia transepitelial
(TER por sus siglas en inglés), y resultdé evidente la ouabaina a concentraciones
fisiolégicas (10, 50 y 100 nM) incrementa el grado de hermeticidad de la union
estrecha (TJ) de manera concentracion dependiente, pero si la concentracion se
eleva por encima de 500 nM la TJ se abre y la TER cae, lo cual concordaba con los

resultados de Contreras en 1999 (Larre et al., 2010) .

Este mismo grupo de trabajo realizé estudios para probar los el efecto de la
ouabaina que tiene sobre la diferenciacion celular dependiente de contactos
celulares, para ello midieron la velocidad de la ciliogénesis en cultivos de células
MDCK; cuando estas células en cultivo llegan a confluencia, comienzan a
desarrollar un cilio en su dominio apical y, paulatinamente, todas las células llegan
a tener un cilio. Si este mismo proceso se hace en presencia de 10 nM ouabaina,
la ciliogénesis es mucho mas rapida en este estudio en las primeras 24 horas, la
velocidad de la ciliogénesis aumenta un cerca del 400% . En resumen: la ouabaina
modula también los contactos célula-célula que se establecen cuando las células

llegan a confluencia (Isabel Larre et al., 2011).

En trabajos mas recientes se demostro también que la ouabaina es capaz
de aumentar la comunicacion celular mediada por uniones de hendidura (GAP
junctions), estos experimentos fueron realizados por el grupo de trabajo de Ponce
A., y colabordores. No obstante, antes de explicar estos experimentos, que son los

antecedentes ligados mas directamente a esta tesis de maestria, por fines
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didacticos a continuaciéon se describiran algunas generalidades de las uniones

comunicantes.

La comunicacion intercelular

La comunicacion intercelular es uno de los elementos mas importantes en la
fisiologia de las células, tiene varias funciones tanto a nivel celular como tisular
entre las que se encuentran el mantenimiento del homeostasis érgano-tisular, la
respuesta sincronizada frente a las condiciones ambientales, la diferenciacion
celular, asi como la cooperacion metabdlica. Para llevar a cabo todos estos
procesos hace falta que los citoplasmas de las células vecinas de un 6rgano puedan
transmitirse de manera directa iones y moléculas pequefas, de hasta
aproximadamente 1 kDa en tamano, que hacen las veces de sefale. Para este
efecto, cuando las células se contactan pueden establecer unas estructuras
llamadas en inglés gap junctions y en castellano uniones comunicantes (figura 5).
Estructuralmente las uniones comunicantes constan de un hexamero de proteinas
llamadas conexinas, que al unirse integran un hemiconexodn, a su vez se unen a un
hemiconexdn ubicado en una célula vecina y completan la estructura conocida
como conexon; una vez ensamblada esta estructura posee un poro que puede estar
abierto o cerrado, cuando estan abiertos es precisamente que permiten el paso de
las sustancias, mismas puede llevar cargas eléctricas o ser neutras (Mese, Richard,
& White, 2007). Estos conexones generalmente no se encuentran aislados, sino
que se agrupan en conjuntos de tamano considerable que aparecen en las
imagenes de réplicas de criofractura como circulos o hexagonos. (Shivers &
McVicar, 1995)
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Abierto Cerrado

Figura 5. Esquema de la union comunicante: Muestra dos membranas

celulares unidas por un Conexones

Ouabaina y comunicacién intercelular

En 2014 Ponce y colaboradores demostraron con ensayos de transferencia
de colorante, que la ouabaina, a concentraciones hormonales (10 nM) es capaz de
incrementar la comunicacion. Estos experimentos consistieron en inyectar una
célula MDCK de una monocapa confluente, dos moléculas, una fluorescente
(Dextran de 20 kDa marcado con FITC que tifie al citoplasma de verde) que debido
a su tamafio no puede pasar a través de las uniones comunicantes y es retenida en
la célula inyectada. La segunda molécula que se inyecta simultaneamente es
neurobotina (0.3 kDa), una molécula no autoflourescente que si es capaz de pasar
a través de las gap junctions. Al final del experimento la monocapa es fijada y

tratada con Streptavidina TRITC, substancia de muy alta afinidad por la biotina, y el

16



procedimiento revela si la neurobiotina pudo pasar a células vecinas través de
uniones comunicantes y muestra las células unidas a la inyectada directa o

indirectamente (Ponce et al., 2014).

El cancer.

Hanahan y Weinberg, han hecho recientemente una revisién exhaustiva y lograron
determinar que si bien existen muchos tipos de cancer hay caracteristicas que todos
ellos poseen (las llama en inglés “Hallmarks”). Los tumores no son solo una masa
aislada de células con una tasa de proliferacion acelerada, sino que son tejidos
complejos compuestos por distintos tipos celulares que participan en interacciones
homo y heterotipicas. Un tumor canceroso tiene células troncales cancerosas,
pericitos junto con sus respectivas células endoteliales, fibroblastos asociados,
células inflamatorias y células cancerosas primarias e invasivas, asi como también
estan rodeadas de células normales del paciente. De forma sintética esta revision
habla de 6 Hallmarks ya definidos que tienen que ver con las capacidades
bioldgicas particulares del cancer, hay ademas 2 hallmarks emergentes pues fueron
registrados mas recientemente, y 3 condiciones de los tumores cancerosos que
permiten habilitar a otras células no cancerosas para hacer que “trabajen para ellos”
(Hanahan & Weinberg, 2011).
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Los hallmarks del cancer

1. Induccién de angiogénesis: los tumores cancerosos tienen la habilidad de
reclutar células de tal manera que surgen capilares que les permiten obtener los

nutrientes necesarios.

2. Inflamacién: Uno de los tipos celulares mas comunes en un tumor
canceroso son las células inflamatorias que lo penetran, pero que se observan

preponderantemente a su alrededor.

3. Reprogramacién de la energia metabdlica: Conforme avanza un tumor,
requiere que la energia le sea suministrada mas y mas rapido, para ello las células
cancerosas reprograman su metabolismo y el de las células vecinas para que
metabolicen por la via glicolitica en lugar de la oxidativa. La primera resulta carisima
metabdlicamente hablando, porque en lugar de obtener 36 moléculas de ATP por

glucosa procesada, solo obtiene 2.

4. Reclutamiento de células normales: Las células cancerosas son capaces
de reclutar a otras normales para cubrir sus necesidades fisiolégicas, incluso

pueden de transformarlas en alguna de tipo canceroso.

5. Activacion de la invasion y metastasis: Los canceres pueden invadir otros
tejidos aledafos, o a considerable distancia, para ello es imprescindible la
comunicacion, tanto para preparar las células que han de partir del tumor
primario con rumbo a otros tejidos, como cuando hace matastasis y ocurre
un fendmeno conocido como HOMING en el que la célula cancerosa no viaja
hacia cualquier parte, sino que reconoce un microambiente donde puede
instalarse y causar un tumor en otro lugar del organismo. Uno de los
requerimientos es, por supuesto, que las células que reciben a las
metastasicas estén listas para comunicarse con ellas y, por ejemplo,

vascularizar la metastasis.
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6. Inestabilidad gendmica: Los canceres tienen la habilidad de evadir las
sefales que en condiciones normales llevarian a una célula a la muerte por
apoptosis, es por ello que tienden a acumular material deletéreo que aunado
a la constante replicacion del ADN tornan inestable al genoma, causandole
un sin numero de mutaciones. Muchas de estas moléculas que se van
acumulando son de tamafo pequefo como las especies reactivas del
oxigeno u otros radicales libres, y pueden pasar a través de las uniones

comunicantes.

El articulo de Hanahan & Weinberg menciona ademas otras 5 caracteristicas
de los canceres que, si bien no tienen que ver con la comunicacion, o al menos no

obviamente, son importantes para la comprension de estas patologias:

. Senal de proliferacion celular sostenida: Las células cancerosas se
reproducen constantemente, esto es por que mantienen sefales de proliferaciéon

celular como las ciclinas, o la MAP cinasa.

. Evaden supresores de crecimiento: Las células adultas en condiciones
normales, poseen vias que regulan la reproduccion y el crecimiento de manera
negativa como lo son las proteinas asociadas a retinoblastoma o bien P53. Asi
pues, un defecto en la sintesis o mal funcionamiento de estas proteinas puede

derivar en un cancer.

. Resisten a la muerte celular: Como bien es sabido, las células tienen un
ciclo que puedo culminar en la muerte celular programada activada por la via de las
caspasas. Un grupo de proteinas de la familia BCL-2 que son inhibidores de la
apoptosis inhiben a un par de moléculas proaoptéticas Bax y Bak, e interaccionan
fisicamente por un motivo denominado BH3, luego una familia de proteinas con un
solo motivo BH3 interfieren uniendose a BCL-2 suprimiento el efecto y con ello la

apoptosis.
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. Habilitan su inmortalidad replicativa: Esto indica que al reproducirse, las
células cancerosas confieren la inmortalidad a las células hijas que de ella se

deriven.

. Evaden la respuesta inmune del organismo: En condiciones normales el
sistema inmune logra detectar células anormales y reacciona en su contra,
impidiendo el desarrollo de tumores. Cuando por alguna razén estas células no son
detectadas, se dice que evadieron la respuesta inmune propiciando asi un ambiente

adecuado para el desarrollo de un tumor canceroso.

El cancer y la comunicacion intercelular

En los ultimos afios el estudio del cancer se ha tornado en uno de los temas
de mayor importancia médica, acorde con la incidencia y gravedad de este grupo
de enfermedades. Sin embargo, la mayor parte de esta investigacion se ha
enfocado sobre el tratamiento mediante diversos farmacos o bien sobre los estudios
genéticos y epigenéticos de los cambios que tienen lugar al presentarse esta
enfermedad, dejando de lado, aunque no del todo, la comprensién fisioldgica de la

misma al menos en lo que a comunicacion se refiere.

Como bien ya se menciond, la comunicacién mediada por GAP permite el paso de
moléculas de tamafo menor a 1 kD, en el cancer es critico este fendmeno fisioldgico
debido a que pueden atravesar moléculas como el AMPc, Ca++, y algunos
aminiacidos. La apoptosis celular, la familia de receptores y ligandos VEGF y las
vias de sefalizacién de AKT, EGF, P53 e inihibcion de metaloproteasas de matriz,
son las vias y biomoléculas mas importantes afectadas, por el paso de estas
pequefias moléculas a través de las uniones comunicantes (Asadi-Khiavi, Hamzeiy,
Khani, Nakhlband, & Barar, 2011). Se sabe por ejemplo, que el EGF y las vias de
sefalizacion que desencadena tienen un papel vital en la carcinogénesis de los

carcinomas derivados de epitelio mamario y de pulmoén (Cameron et al., 2003).
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Un trabajo clave fundamental que dio pie a la idea central de la presente tesis
fue el realizado en 1967 por el grupo de Loewenstein W. y Kanno Y., en el que se
explora mediante el paso de sefiales puramente eléctricas por qué las células de
higado normal y canceroso presentan comportamientos distintos en lo que a
comunicacion se refiere. Si obtenian células de higado normal podian observar que
el pulso inyectado en una de las células se podia registrar en algunas vecinas,
aunque mas atenuado. De acuerdo con la Teoria de Cable el pulso registrado en
las células vecinas era mucho mayor al que se esperaria si este mismo pulso tuviera
que atravesar la membrana plasmatica de todas esas células, dado que suman en
serie la resistencia de sus membranas. Este hecho llevo a pensar que una
estructura estaba facilitando el paso de corriente entre una célula y otra, justamente
esa estructura es la union comunicante. Lo destacable fue que cuando se hizo este
mismo experimento con células de tumores hepaticos, la sefial eléctrica no pasaba
a las vecinas, o solo lo hacia dificultosamente, por lo que desde luego esto indicaba
que las células cancerosas de higado poseen menos uniones comunicantes.
Loewenstein y Kanno llegaron a sugerir que el cancer es una estructura anormal
porque las células no se pueden sincronizarse para formar estructuras complejas

como lo son un lobulillo, una nefrona, o un islote y en cambio forman tumores.

Esta misma observacién fue confirmada por los trabajos de Lee y
colaboradores en 1992 donde describen como en las células de cancer de mama
epiteliales expresan reguladas a la baja las conexinas 26x y 43x en comparacion
con células de epitelio mamario normal. Dicho trabajo sugiere que este fallo en el
establecimiento de uniones comunicantes se da a nivel transcripcional, se apoyan
en las evidencias encontradas a partir de sus experimentos que son: (a)
Comprobaron mediante un analisis de restriccion encimatica que las secuencias
que codifican para dichas conexinas que se encuentran inalteradas en las células
cancerosas, (b) los MRNA de esta proteinas se encuentran débilmente expresados
en células de tumores primarios pero no en las metastasicas, (c) ambos mRNA en
células normales son estables en presencia de actinomicina D lo que indica que los

transcritos no son degradados rapidamente, por lo tanto su ausencia en células
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cancerosas no se debe a degradacion del mismo (Lee, Tomasetto, Paul,
Keyomarsi, & Sager, 1992). Asi mismo se hicieron ensayos de transferencia de
colorante con amarillo Lucifer, en los que resulté que las células de epitelio normal
(linea celular 81N) habia transferencia de colorante de una célula inyectada a sus
vecinas, mientras que las células cancerosas (linea celular 21 MT-2), experimentos

analogos a los propuestos en la presente tesis.

Ya en la era de la protedbmica se han hecho estudios acerca de cémo influyen
las proteinas de la unién comunicante (conexinas) en el cancer, de tal modo que
hoy en dia se han relacionado conexinas como la 43X, 32Xy 26X con el cancer en
ocasiones incluso de manera aparentemente contradictoria. Por un lado las
investigaciones del grupo de Yano en 2001 nos dice que al transfectar células de
cancer de higado (HepG2) con conexina 26 estas disminuyen su capacidad
invasiva debido al aumento de la actividad de la metaloproteasa (Yano & Yamasaki,
2001); del otro lado de la moneda esta el trabajo mas rerciente de Stoletov y
colaboradores en el 2013 en donde resulta que las conexinas 43 y 26 propician la
invasion metastasica en cancer de mama y melanoma (Stoletov et al., 2013). En
condiciones fisiolégicas normales estas conexinas tienen roles importantes en la
migracion celular no patolégica durante el desarrollo embrional, y en la
neurogénesis en particular en la migracion de la cresta neural (Gstein, 2007) y las
neuronas precursoras del cortex (Elias et al., 2007). Este ultimo resultado también
es inconsistente con evidencia encontrada en nuestros laboratorios donde se
encontré que las conexinas 43 y 32 son intermediarios en la respuesta de las
células MDCK a incrementar su comunicacion mediada por GAP, propiciada por el
tratamiento con ouabaina 10 nM, si se toma en cuenta la hipotesis de Loewenstein
y Kano al respecto de que quiza una de las causas del cancer es la falta de
comunicacion entre las células. No obstante, es notable que las conexinas y la
comunicacion celular juegan un papel muy importante en el cancer ya sea porque

forman parte de problema o como una propuesta de solucién.
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El cancer de mama

En particular el cancer de mama tiene un alto impacto en la poblaciéon femenina de
México y de todo el mundo. Las cifras oficiales del INEGI muestran que el cancer
de mama es el mas frecuente en las mujeres ya que a nivel mundial representa el
16% de los canceres femeninos y estda aun por encima del cancer de cervix.
Actualmente el cancer de mama causa 480 mil fallecimientos anuales en el mundo,
mientras que las cifras para México alcanzan los 3,500. Este padecimiento se
presenta con mas frecuencia en paises desarrollados, pero tiene mayor impacto en
la poblacién de paises de bajos y medios ingresos como México, debido al aumento

en la esperanza de vida, la urbanizacion y los cambios en el modo de vida.

En los pacientes de cancer de mama no siempre es el tumor primario la
causa principal de la muerte, sino alguna metastasis de este hacia otros érganos
distantes. Actualmente no existe forma precisa de predecir las metastasis de este
cancer o cualquiera de sus subtipos de manera individual, es decir personalizada
para cada paciente; por ello se ha acudido a tratamientos coadyuvantes agresivos
como la radioterapia o quimioterapia, los cuales tienen efectos toxicos en los
pacientes que se les administra. EI cancer de mama es considerado una
enfermedad heterogénea en el sentido de que aproximadamente 10-15% de los
casos tienen un agresivo desarrollo de metastasis dentro de los primeros 3 afos,
no obstante tampoco es inusual que se desarrolle 10 aflos después de la deteccion
(Weigelt, Peterse, & van 't Veer, 2005); La tabla 1 ilustra los principales subtipos de
cancer de mama y su frecuencia. La naturaleza heterogénea del cancer de mama
hace dificil no solo la deteccién del subtipo de cancer, sino también los factores de
riesgo a los que se enfrentan las mujeres enfermas, por lo cual se vuelve imperativo
ademas del establecimiento de marcadores confiables para poder predecir el
comportamiento del mismo, tratamientos que no comprometan la salud de los

pacientes.
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Tipo histopatologico de carcinoma

invasivo mamario

Carcinoma ductal

Carcinoma lobular

Mixto ductal/lobular

Carcinoma tubular sibriforme

Carcinoma mucinoso

Carcinoma medular

Carcinoma papilar

Carcinoma micropapilar

Carcinoma metaplastico

Carcinoma adenocistico

Carcinoma apécrino

Carcinoma neuro endécrino

Carcinoma secretorio

Frecuencia

50-80%

5-15%

4-5%

1-6%

<5% 80—

100%

1-7%

<1-2%

<3%

<5%

0.1%

0.34%

2-5%

0.01-0.15%

Tasa

supervivencia

35-50%

35-50%

35-50%

90-100%

90-100%

50-90%

desconocido

desconocido

desconocido

desconocido

desconocido

desconocido

desconocido

de
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Carcinoma rico en lipidos <1-6% desconocido

Carcinoma celular-acinico 7 casos desconocido
Carcinoma rico en glicégeno 1-3% desconocido
Carcinoma sebaceo 4 casos desconocido

Tabla 1: Tipos de carcinoma mamario (Chavez, Garimella, & Lipkowitz, 2010).

Clinicamente el cancer de mama puede dividirse en distintos subtipos que
tienen implicaciones tanto en el prondstico del desarrollo de la enfermedad como
terapéuticas. Existen marcadores moleculares que se expresan rutinariamente en
los tumores cancerosos de mama, tal es el caso del receptor a estrégenos y
receptor a progesterona, otro marcador es la expresiéon amplificada del receptor a
HER 2. De este modo, estas expresiones caracteristicas se han vuelto tanto
blancos de estudio como de terapia para tratar los tumores, de tal manera que la
ausencia de alguno de estos marcadores en un cancer es considerada atipica y lo

vuelve mas dificil de tratar (Chavez, Garimella, & Lipkowitz, 2010).

Las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF10-A

En nuestro laboratorio se cuenta varias lineas de epitelio de mamario de las cuales
describiré a continuacién las dos que se han seleccionado para los propésitos del
presente estudio, pues la comprension de las caracteristicas de sus fenotipos es

fundamental para entender el porqué de mi investigacion.

MCF-10A: Estas son células epiteliales mamarias inmortalizadas, pero no
transformadas, ampliamente usadas en la investigacidn en torno al cancer; poseen

propiedades adherentes y provienen de una fibrosis quistica de mama en una mujer
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de 36 afnos, y fueron inmortalizadas. Este tipo de células expresan normalmente la
Na*,K*-ATPasa y el tipo de subunidad es alfa 1 que, como ya se dijo, es la que

presenta mayor afinidad por la ouabaina.

MDA-MD-231: Son células epiteliales con propiedades adherentes
menguadas, provienen de un cancer de mama de una mujer de 51 afnos. Esta linea
entra dentro de la clasificacién de los tumores cancerosos triple negativos, lo que
significa que no expresan los tres marcadores tipicos (receptores a estrogenos y
progesterona, ni amplificacién de HER2), lo que los vuelve especialmente dificiles
de tratar pues no responden a terapias hormonales ni a las dirigidas a HERZ;
expresan EGF asi como TGF-y Magp. Tienen comportamiento de cancer
metastasico expresan pocas proteinas de union y no establecen comunicacion
mediada por GAP con las células vecinas (Leithe, Sirnes, Omori, & Rivedal, 2006).
Un reciente trabajo describe que las células MDA-MB-231 pueden unir ouabaina
a su Na*,K*-ATPasa, ademas ya se habia descrito con anterioridad en 2013 que
esta linea celular expresa precisamente la subunidad a1. Cuando estas células son
tratadas con ouabaiba 500 nm su capacidad invasiva se disminuye, esto fue
confirmado con ensayos de migracion por el método de “wound healing” (Pritchard,
Stephens, & Donnelly, 2000) (Magpusao et al., 2015a) (Clifford & Kaplan, 2013). No
obstante si recordamos, la concentracion 500 nM ya se encuentra dentro de las que
se consideran toxicas (superior a los 400 nM), y, como describen Clifford y Kaplan
en sus trabajos, las células tumorigenas son mas resistentes a los efectos de los
glicésidos cardiacos (entre los que figura la ouabaina) que las células normales
(Clifford & Kaplan, 2013).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la ouabaina sobre la comunicacion mediada por uniones

de hendidura en células de epitelio mamario canceroso y no canceroso.

Objetivos Particulares

-Determinar la sensibilidad a la ouabaina de las lineas celulares MCF-
10A y MDA-MB-231

- Evaluar el efecto de la ouabaina a concentraciones hormonales

sobre la comunicacion entre células NO cancerosas.

- Evaluar el efecto de la ouabaina a concentraciones hormonales

sobre la comunicacion entre células cancerosas
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HIPOTESIS:

En las células cancerosas, como ya se menciono, la comunicacion mediada
por GAP esta disminuida, al menos en los tipos de cancer de mama e higado. Dado
que la ouabaina puede estimular las uniones comunicantes, se espera que al tratar
las células MCF-10A y MDA-MB-231 con ouabaina en concentraciones

hormonales, puedan establecer uniones comunicantes entre ellas.

MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular

MCF-10A (ATCC CRL-1031) : Fue sembrada a confluencia con medio
MEBM (Lonza cat. CC-3150) y suero de caballo (GIBCO 26050-070) al 10%,
complementado con el kit de la misma marca, con las especificaciones de protocolo
que incluyen hidrocortizona, EGF humano e insulina humana. Este proceso se
realiza en cajas Petri plasticas desechables, a 36.5°C en una atmdsfera de 95% de
02y 5% de CO? (FormaScientific CO? incubator, Steri-Cult 200) y suplementado
con suplementado con penicilina/estreptomicina 10 000 U/mm/ml (Gibco 600-
5145). Luego las células se resiembran lavandolas 2 veces con solucion
amortiguadora de fosfatos (PBS-Gibco 21300-058), se incuban 20 minutos en esta
solucion, se elimina el PBS y se adicionan 3 ml de Tripsina—EDTA y se incuban 10

minutos. Se homogeneiza la suspensién con 15 ml de MEBM al 10% con
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suplementos y se colocan sobre cubreobjetos en multicamaras de 24 pozos con 1

ml de medio suplementado, para su manipulacion en el microinyector.

MDA-MB-231 (ATCC CRM-HTB-26): Se siembran a confluencia en medio
RPMI (Lonza 12-702F) con suero fetal bovino (GIBCO 12483-020) al 10%. En
ambos casos la siembra se lleva a cabo en cajas Petri plasticas desechables, a
36.5°C en una atmosfera de 95% de O2 y 5% de CO2 (FormaScientific CO2
incubator, Steri-Cult 200) y suplementado con suplementado con
penicilina/estreptomicina 10 000 U/mm/ml (Gibco 600-5145). Las células se
resiembran, se lavan dos veces con solucion amortiguadora de fosfatos (PBS-Gibco
21300-058) sin Ca™, y se incuban en un tercer lavado por 20 min y pasandolas a
Tripsina-TV por 3 min. Se resuspenden en medio RPMI suplementado al 10 % y se
siembran en multicamaras sobre cubreobjetos para su manipulacion en el

microinyector.

Deplecién y tratamiento:

Para observar el efecto de la ouabaina a concentraciones fisiolégicas, se
depletan de suero los cultivos, ya que se asume que el suero fetal puede contener
ouabaina. Para este efecto se retira el medio de cultivo con 10% de suero fetal y se
le sustituye por el medio 6ptimo para cada linea celular con sélo 1% de suero fetal,
se incuba por 24 horas antes de cada experimento. En el caso de las células MCF-
10A se les priva de los complementos en su totalidad durante ese mismo periodo

de tiempo.

Se aplica un tratamiento de ouabaina 50 nM (solvente medio de cultico) una hora
antes de las inyecciones. La ouabaina es una molécula fotosensible, por lo que se

recomienda cubrir los recipientes con aluminio para optimizar los resultados.
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Microinyeccioén

Se utilizan electrodos con una resistencia de 5-10 mQ llenos de una mezcla de
diclorocflouresceina (Sigma 200-968-6) 5% vy Streptavidina-Rodamina 5%
(Rockland 800-656-7625). Se inyecta con un micromanimpulador inyector
semiautomatico (Eppendorf Injectman NI2) con el flujo de salida durante 6 minutos
a temperatura ambiente, el procedimiento completo se realiza a la luz de un
microscopio de epiflourescencia (Zeiss) y se toman fotos inmediatamente con el

programa Axiovision 4.8. Este procedimiento se aplica a ambas lineas celulares.

Procesamiento de las imagenes

Debido a que las células MCF10-A adquieren formas irregulares al llegar a
confluencia, las imagenes tomadas son procesadas para poder realizar la
estadistica cuantitativa en lo que a comunicacion se refiere. Primero, las imagenes
tomadas con al programa Axiovision 4.8 son guardadas con el formato .tif que
permite el acceso a metadatos de las imagenes, se toman tres imagenes una para
cada tipo de flourescencia (verde/roja) y una mas en contraste de fases. Segundo,
estas imagenes son procesadas con el programa Imaged (cualquier versién) para
dar optimizar el brillo y contraste de las misas y se les otorga color con MERGE a
las imagenes .tif y se exporta en formato JPEG asi mismo debe transformarse a
este formato la imagen en contraste de fases. Tercero, las imagenes en JPEG son
sobrepuestas con el programa GIMP 2 (software libre) para el conteo de células

comunicadas como se muestra en la Figura 6.
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Figura 6. Técnica in sillico de triple merge (Contraste de Fases, Fluorescencia
verde y fluorescencia roja). Se muestra una Inyeccion de células MDA-MB-231
inyectada con diclorofluoresceina y Streptavidina rodamina, La célula
inyectada se ve en color amarillo, las células comunicadas en verde, la imagen
en contraste de fases detalla el borde celular lo que facilita el conteo de células

comunicadas.

Sensibilidad a la ouabaina

Este procedimiento aplica igual para ambas lineas celulares. Se sembraron las
células MDA-MB-231 y MCF-10A como se menciond con anterioridad y se hizo la
deplecién, se aplicaron tratamientos con ouabaina en concentraciones de 10nM,
100nM y 1uM por 24,48 y 72 horas, cumplido cada uno de estos tiempos se analizé
el porcentaje de las células despegadas de la caja Petri tomando como referencia
el total del contenido proteico que fue analizado con el Kit BCA Protein Assay de
Thermo scientific (Pierce, IL) Cat. 23225.
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RESULTADOS

De Ila prueba de sensibilidad a la ouabaina

A mi llegada al laboratorio del Dr. Cereijido, la Dra. Lorena Hinojosa, ya se
encontraba realizando experimentos preliminares acerca de la sensibilidad a la
ouabaina de varias lineas de epitelio mamario. De ellas se seleccionaron las lineas
celulares MCF-10A y MDA-MB-231 por tener comportamientos distintos ante el
estimulo con ouabaina en diferentes tiempos y concentraciones. Dichos
experimentos consisten en someter estas células a un tratamiento con ouabaina a
concentraciones que van desde las basales hormonales (10 nM) hasta las toxicas
y se midio el porcentaje de proteina total de las células que quedaban aun en la
caja, en relacion a la cantidad inicial, luego del tratamiento en tiempos 24, 48 y 72
hrs. Las células MCF-10A respondieron a la ouabaina de modo similar al que lo
hacen las células MDCK silvestres, en concentraciones bajas (10 nM), es decir no
se despegaron sino hasta las 72 horas después de haberse depletado, el 80% de
estas quedaba aun en la caja, este porcentaje puede considerarse dentro de la
“‘normalidad”, pues depletar implica quitar el suero del medio, mismo que contiene
elementos indispensables para el crecimiento de los cultivos, entre ellos enzimas,
hormonas y a la misma ouabaina; a concentraciones altas (1 yM) las células se
despegaron en un 84% luego de 48 horas de exposicion y para las 72 horas se
despegaron en su totalidad. Por otro lado las células MDA-MD-231 pudieron crecer
sin problemas a todas las concentraciones durante las primeras 48 horas.
Finalmente, a las 72 hrs a la concentracion 100 nM se despego el 25%, ya 1 uM
el 40% (Gréafica 1).
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Grafica 1. Prueba de sensuibilidad a la Ouanbaina. La linea MCF10-A
(izquierda) tiene sensibilidad normal a la ouabaina; la linea celular MDA-MB-
231 (derecha) es resistente al tratamiento de ouabaina incluso en

concentraciones toxicas.

De los ensayos de transferencia de colorante

MCF-10A: En la Figura 7 se muestran imagenes tipicas de los experimentos
de microinyeccion en condiciones control y con tratamiento de ouabaina 50 nM,
donde se puede observar la fluorescencia adquirida de una monocapa confluente
de células como resultado de la inyeccidn de dicloroflouresceina 5% (verde) y
streptavidina-rodamina 5% (rojo). La célula inyectada presenta color amarillo-
anaranjado debido al traslape de ambas fluorescencias; la streptavidina-rodamina
al tener un peso molecular de 60kD no pasa a través de las uniones comunicantes,
mientras que la dicloroflouresceina pesa 0.4kD puede fluir por ellas y pasar de un
citoplasma celular a otro, por esta razon las células que se comunican a la
inyectada, solo se presentan fluorescencia verde. Como se esperaba, tomando el

como base los resultados de prueba de la sensibilidad de esta linea celular, la
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comunicacion si incremento cuando se trata con ouabaina 50 nM, mientras que en
condiciones control la comunicacion no cambi6. El procedimiento estadistico
demuestra que las diferencias observadas son significativas con la prueba T de

stundet para muestras independientes con P =0.9738 (Grafica 2)

Control aiﬁimi 50 nM

Figura 7. La ouabaina 50 nm incrementa la comunicacién en células no

cancerosas de epitelio mamario (MCF-10A)

MCF10-A

Células comunicadas
— ]

'——I

Duabaina +

Grafica 2. Prueba estadistica para el experimento de comunicacion con
células MCF-10A.

MDA-MB-231: La figura 8 muestra una imagenes tipicas de la fluourescencia
adquirida por una monocapa de células cancerosas como resultado de la inyeccion

de dicloroflouresceina 5% (verde) y streptavidina-rodamina 5% (rojo) por las células
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cancerosas triple negativo MDA-MB-231. Como se esperaba, dado que tiene
resistencia a la ouabaina, un tratamiento con esta a 50 nM no incrementa la
comunicacion. La grafica 3 muestra que no existe una diferencia significativa en la
comunicacion intercelular mediada por GAP en esta linea celular, el procedimiento

realizado fue una T de Student para muestras independientes, y se obtuvo un valor

p de 0.0001

Control Quabaina 50 nM

Figura 8. La ouabaina 50 nM no incrementa la comunicacion en células
cancerosas de epitelio mamario triple negativo (MDA-MB-231.)
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Grafica 3. Prueba estadistica para el experimento de comunicacién con
células MDA-MB-231.
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DISCUSION

Como se observo previamente en los resultados las pruebas de “sensibilidad
a la ouabaina” demostraron que las lineas de epitelio mamario canceroso (MDA-
MB-231) y no canceroso (MCF10-A) tienen respuestas distintas a los tratamientos
con ouabaina en diferentes concentraciones y tiempos. He entrecomillado en esta
ocasion la frase <sensibilidad a la ouabaina> dado que estos no son experimentos
que muestren el grado de afinidad del receptor de la ouabaina (la subunidad a de
la Na*,K*-ATPasa ) como lo seria un ensayo de union de desplazamiento o
competencia, o bien un ensayo por saturacion que permite determinar la constante
de afinidad de la unién ligando receptor (Kuo & Lauffenburger, 1993); no obstante
con base en la experiencia se ha adquirido en nuestros laboratorios a los largos de
estos anos, en el estudio de la funcion fisioldégica de la ouabaina, ahora sabemos
que estos experimentos de despegue celular en concentraciones toxicas de
ouabaina (mayores a 400 nM), nos pueden dar una idea clara acerca de lo
sensibles que son esta las células en cuestidon (cualesquiera) hacia la ouabaina
(Contreras et al., 1995) (Cereijido et al., 2004) (Isabel Larre et al., 2006).

Es de esperarse que los distintos tipos celulares que conforman a un
organismo tengan diferente sensibilidad a la ouabaina pues como bien podemos
asegurar ahora, la ouabaina modula contactos celulares, y por tanto aquellos
tejidos en los que sea imprescindible la constante regulacién de estas proteinas
son los mas sensibles a esta hormona; tal es el caso de los tejidos que componen
al rindn, en los cuales hay gran un control y selectividad al paso de iones (Abaza
etal.,1974) o bien en la barrera hematoencefalica donde se requiere una regulacion
estricta al paso de sustancias entre el torrente sanguineo y la masa encefalica, una
falla en esta barrera puede causar enfermedades graves como ictus, epilepsia y

esclerosis multiple (Abar R., 2010).
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En cuanto al epitelio mamario como pudimos observar en el presente estudio
que la linea celular MCF-10A (recordemos que esta es una linea celular de epitelio
mamario no canceroso) mostro sensibilidad a la ouabaina, primero en los ensayos
de despegado de células en distintas concentraciones y luego al observar que si
hubo un efecto de incremento en la comunicacion celular, no obstante, este efecto
se logré observar al agregar 50 nM de ouabaina, mientras que en las células MDCK
este mismo efecto se observa en concentracion de 10 nM (Ponce et al., 2014). Aqui
cabe sefalar que, desde luego, para realizar esta investigacion se comenzé por
evaluar el efecto de la ouabaina en concentracién de 10 nM pues ya se tenia el
antecedente al respecto, sin embargo no se observo efecto alguno en ninguna de
las dos lineas celulares (MCF-10A y MDA-MB-231, resultados no mostrados), por
lo cual se decidi6é incrementar la concentracion 50 nM que es una concentracion
gue aun se encuentra en el rango fisioldgico y en células MDCK es la concentracion
a la cual se satura el efecto del incremento de resistencia transepitelial como
consecuencia del tratamiento con ouabaina. Una posible explicacién al por qué las
células de epitelio mamario tienen menos sensibilidad a la ouabaina si se les
compara con MDCK, se encuentra unos renglones antes dentro de este mismo
parrafo, como el epitelio mamario no requiere de tan estricta regulacién de los
contactos celulares pues la funcion fisiolégica de la glandula mamaria no es
establecer una barrera o filtro, (aunque si exista la selectividad epitelial normal),
entonces puede permitirse ser menos sensible. No obstante, se desconoce el

mecanismo por el cual las células mamarias adquieren una menor sensibilidad.

En un organismo completo los distintos tipos celulares de la glandula
mamaria expresan otros receptores de hormonas esteroides como los de
estrogenos y progesterona, moléculas que tienen una estructura quimica celular
muy similar a la ouabaina ya que poseen un centro esteroideo. Se ha demostrado,
por ejemplo que la ouabaina y otros glucosidos pueden desplazar a la
hidroprogesterona de su receptor; estos receptores se expresan

constitucionalmente en los tejidos de epitelio mamario y su funcion esta relacionada
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con la lactancia, el ciclo menstrual y la diferenciacion celular (Chow et al., 1979).
También se ha reportado que la ouabaina puede competir con el estradiol por su
receptor y este puede expresarse en los ductos mamarios (Milgrom et al., 1973).
Pero la idea de que exista una competencia de estos receptores por la ouabaina se
puede desechar ya que se ha demostrado que las lineas MCF-10A y MDA-MB.231
no expresan estos receptores a pesar de ser de epitelio mamario, esto muy
probablemente debido a que ambas lineas provienen de células tumorgénicas
aunque las MCF10-A son no cancerosas mientras que la linea MDA-MB-231 si lo
es (Subik et al., 2010).

Los resultados de la prueba de sensibilidad a la ouabaina de las células
cancerosas elegidas para el presente estudio, mostraron que estas no tienen una
respuesta a la hormona en cuestion cuando se les trata con concentraciones que
resultarian toxicas para las células no cancerosas (1 uM en 24 y 48 horas), éstas
no se despega, por lo tanto puede sugerirse que son menos sensibles al tratamiento
con ouabaina que las no cancerosas; incluso, su comportamiento puede
compararse al de las células MDCK-R (R de resistentes a la ouabaina) estan son
células que poseen una mutacién en el sitio de union de la ouabaina en la
subunidad a de la Na*K*-ATPasa, mismas que fueron tratadas con
concentraciones téxicas y letales, se observé que no hay respuesta como efecto
del tratamiento con ouabaina (Soderberg et al. 1983). A partir de entonces se han
realizado investigaciones con esta linea celular como un control negativo para
dilucidar cual es el papel fisiolégico de la ouabaina, por ejemplo, en nuestro
laboratorio se hizo una investigacion acerva de como las células MDCK-R son
capaces de rescatar a las MDCK silvestres cuando se les trata con ouabaina en
concentraciones toxicas (Bolivar et al., 1987). Asi pues, las células MDA-MB-231,
son equiparables a las MDCK-R, sin embargo, estas ultimas poseen una mutacion
puntual que, hasta donde se sabe, las células cancerosas mamarias no la tienen.

Entonces faltaria encontrar la razon del por qué las células de cancer mamario triple
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negativo no se despegan de la caja de cultivo al tratarlas con ouabaina en

concentraciones toxicas.

La forma mas inmediata de abordar la problematica acerca de como las
células MDA-MB-231 adquieren “resistencia” a la ouabaina o, mejor dicho, para no
confundir al lector, pierden sensibilidad a la ouabaina, es desde luego ver cual es
la isomorfa de la subunidad a de la Na*,K*-ATPasa que expresan estas células, ya
que las cuatro isoformas tienen distinta afinidad por la ouabaina, siendo la
subunidad alfa 1 la mas afin (Betts et al., 1997); luego entonces, se pensaria que
quiza estas células cancerosas pudieran estar expresando otra una isoforma de la
subunidad a que no es la 1, sin embargo esta hipotesis se viene abajo con los
trabajos de Clifford y Kaplan en el 2013 pues demuestran que tanto las isoformas
a1 como B1 estan presentes en las células MDA-MB-231 y también en las MCF-
10A (Clifford et al., 2013), luego entonces el problema de la baja sensibilidad de las
células cancerosas triple negativo, no se puede explicar mediante la expresion de
una isoforma distinta a la 1; tampoco puede explicarse por la presencia de
receptores a progesterona o estrégenos porque como se sefiala en el trabajo “The
Expression Patterns of ER, PR, HER2, CK5/6, EGFR, Ki-67 and AR by
Immunohistochemical Analysis in Breast Cancer Cell Lines.”, estas no los expresan
(Subik et al., 2010)

Lamentablemente no existen trabajos que nos ayuden a comprender de una
manera directa como las células cancerosas pierden sensibilidad a la ouabaina, por
ejemplo, alguno donde se secuencie la subunidad para verificar si hay mutaciones,
ni tampoco se realizaron dichos experimentos para la presente tesis. Ya en un
estudio del laboratorio en el afio 1995 muestra un caso similar donde demostré que
las células MA-104 tienen una alta resistencia a la ouabaina pero no se debe a falta
de afinidad del receptor de estas células por la ouabaina, sin embargo, tampoco
logran comprender del todo porque esta linea celular posee resistencia al efecto de
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despegue de las células, aun cuando se les trata con concentraciones tdxicas en
ese tiempo se justifica un tanto la resistencia a los efectos de la ouabaina diciendo
que esta varia entre cada especie (Contreras et al., 1995), no obstante ahora nos
encontramos ante una linea celular donde se pierden los efectos de la ouabaina y
a la vez es de humano. Pese a esto, existe una manera un tanto indirecta de poder
abordar el problema, pero se abordara mas adelante cuando se explique el efecto

de la ouabaina en las uniones comunicantes.

Es evidente en nuestros resultados de los ensayos de comunicacion
mediada por GAP junction que los tratamientos con ouabaina a 50 nM, permiten un
incremento en la comunicacion en las células no cancerosas de epitelio mamario
(MCF-10A), no hay mucho que discutir al respecto, este era un resultado esperado
ya que los resultados coinciden con los expuestos por Ponce y colaboradores en el
2014. No obstante, mientras en este trabajo antecedente la célula inyectada pudo
establecer comunicacion con 7.5 vecinas, en nuestros resultados en promedio, las
células inyectadas establecen comunicacidn con 4.5 de las vecinas, esto
probablemente debido a que son un poco menos sensibles a la ouabaina que las
MDCK, como ya se habia mencionado, pero no hay de momento rastro alguno que

pueda explicar la causa de este fenémeno.

Como bien se ha mencionado ya en varias ocasiones en esta tesis, las
células MDA-MB-231 son cancerosas y poseen un gran invasividad mestastasica,
para llegar a este punto los canceres deben pasar por un proceso llamado transicién
epitelio mesénquima durante el cual se desencadenan una serie de vias de
sefnalizacion que como resultado final permiten que la célula pueda reprogramarse
para poder vencer varias barreras que la limitan a permanecer en el tejido original;
este proceso es molecularmente similar al que lleva a cabo cuando se implanta un
embrién (Kalluri & Weinberg, 2009). Durante la transicion epitelio mesénquima las

células cancerosas pierden muchos de los contactos celulares que los mantienen
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unido al epitelio, entre estos contactos se encuentra la cadherina (Lombaerts et al.,
2006). En un trabajo realizado por Prowse y colaboradores en 1997, se realizaron
cocultivaron dos tipos celulares muy distintos, uno que eran células de epitelio
derivado del higado de rata (BRL) y otro que eran células de carcinoma mamario
también de rata (BICR), de estos dos se encontré que la células BRL expresan
constitutivamente E-cadherina y P-cadherina, mientras que las células BICR no las
expresan, no obstante ambas expresan conexina 43 y ductina, dos proteinas de la
uniéon comunicante. Los resultados mostraron que cuando se cocultiva estas dos
lineas celulares no son capaces de establecer comunicacion entre si a pesar de
que ambas poseen la conexina 43. Posteriromente se transfectaron estas lineas
celulares con cadherina humana, sorprendentemente en esta ocasion si pudieron
establecer comunicacion mediante uniones de hendidura. La conclusidon de este
trabajo evidentemente fue que para que se pueda establecer comunicacion
mediada por GAP junction debe haber antes un reconocimiento de las cadherinas
(Prowse et al., 1997). Por lo tanto, dado que las células de epitelio mamario
canceroso metastasico pierden gran parte de sus moléculas de adhesién entre ellas
la cadherina, no existe una sefal inicial para el posterior ensamble de las uniones

comunicantes.

Hasta ahora respecto a la ouabaina se ha demostrado que modula las
uniones: Estrecha (Larre, et al., 2010 ), Los contactos que intervienen en la
ciliogénesis (Larre et al., 2011) y las uniones comunicantes (Ponce et al., 2014),
cuando se utilizan concentraciones hormonales estas van desde 10 nM, esta es la
concentracion de un ser humano adulto sano en estado de reposo. Estas
concentraciones pueden variar mediante el ejercicio o con algun padecimiento
incluyendo el embarazo (Jacobs et al, 2012). En algunas condiciones de patogenia
como es el caso de las enfermedades cardiacas o la preclamsia (Larre et al., 2014).
Respecto las uniones comunicantes, se ha demostrado que tienen un papel
importante varios procesos como la diferenciacion celular, el crecimiento, la

coordinacion metabdlica y la homeostasis (para revisidn actualizada consultese

42



Mathias et al., 2010). Como ya se mencioné en la seccién introductoria las células
cancerosas en general sufren procesos de desdiferenciacion celular y una
reprogramacion generalizada pues se activan genes que normalmente solo se
encuentran expresandose en el desarrollo embrionario (Hanahan & Weinberg,
2011). Visto entonces desde una perspectiva moderna, los resultados obtenidos en
el presente estudio refuerzan de la sugerencia de Loewenstein y Kano de que las
células cancerosas se originan por la pérdida de la comunicacion celular, es natural
pensar que asi sea puesto que la comunicacion influye en la diferenciacion y las

células cancerosas pierden dicha comunicacion.

CONCLUSIONES

e Las células mamarias no cancerosas en condiciones control no establecen
comunicacion.

¢ La ouabaina 50 nM promueve la comunicacion en células mamarias no
cancerosas.

e La hormona ouabaina es necesaria para que se establezcan las uniones
comunicantes.

e Las células cancerosas poseen poca sensibilidad a la ouabaina y se
comportan de manera similar a las células MDCK resistentes.

e Las células cancerosas poseen poca sensibilidad a la ouabaina
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PERSPECTIVAS DE TRABAJO

La vision a futuro de esta investigacion es prometedora. Sin duda este
trabajo resolvioé algunas dudas respecto la comunicacion en el cancer de mama y
el efecto de la ouabaina en lineas de epitelio mamario; pero también nos ha
arrojado mucha dudas como, por ejemplo: Si la ouabaina es capaz de promover la
formacion de uniones comunicantes y en teoria las células cancerosas poseen el
receptor a la ouabaina en su isoforma a1 que es la mas sensible, entonces, ¢ Por
qué el tratamiento con ouabaina en concentraciones fisiolégicas no incrementa la

comunicacion en este tipo celular?

Esta pregunta puede abordarse de distintas formas, para empezar, no existe
informacion de si la subunidad alfa en estas células se encuentra integra o ha
sufrido algun tipo de mutacién ya que no se ha secuenciado y el sitio de union del
anticuerpo no es el mismo que el sitio de unidn a la ouabaina (Thermo Scientific
MA3-929), entonces el siguiente paso l6gico seria comprobar que efectivamente la
ouabaina se esté uniendo al receptor haciendo ensayos de ouabaina tritiada
(Contreras et al., 1995). También puede secuenciarse el gen en esta linea celular
y por medio de un andlisis in silico comparalo con la subunididad alfa de las células

control.

Desde luego también habria que probar la propuesta hecha en la discusion
acerca de si el hecho de que las células cancerosas pierdan las uniones
comunicantes entre ellas la cadherina, influye en que no se establezcan uniones

comunicantes aun en presencia de ouabaina. Para resolver esto una propuesta
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seria transfectar cultivos de esta linea celular con E-cadherina, luego aplicar un

tratamiento con ouabaina y observar lo que ocurre.

Otra forma de saber mas acerca del efecto de la ouabaina en el las células
de cancer mamario es incrementando la concentracion de ouabaina de tal manera
que supera a las concentraciones fisioldgicas y se acerque a las terapéuticas como
por ejemplo 400 nM, una concentracion que fue utilizada en un ensayo de migracion
celular sobre MDA-MB-231 y de la cual obtuvieron resultados positivos (Magpusao
et al., 2015b).
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