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Abreviaturas

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

ADH: Hiperplasia ductal atipica

DCIS: Carcinoma ductal in situ

DCI: Carcinoma ductal invasivo

EMT: Transicion epitelio mesénquima

BM: Membrana basal

EPO: Eritropoyetina

FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos

ASCO: Sociedad Americana de Oncologia Clinica

EORTC: Organizacion Europea para la Investigacion y Tratamiento del Cancer

EPOR: Receptor de eritropoyetina

HIF-2: Factor inducible por hipoxia

HNF-4a: Factor nuclear 4 alfa de hepatocito

AP-1: Activador de proteina 1

JAK2: Cinasa Janus 2

STATS: Transductor de Sefal y Activador de la Transcripcion tipo 5

MAPKSs: Proteinas cinasas activadas por mitdgenos

PI3K: Fosfatidilinositol 3 cinasa



SOCs: supresor de la sefializacion de citocinas

SHP-1: Proteina fosfatasa de tirosinas

RNA: Acido ribonucleico

DNA: Acido desoxirribonucleico

ERBB2: Receptor del factor de crecimiento epidermal tipo 2

ECM: Matriz extracelular

MMP-2: Metaloproteinasa de matriz 2

MMP-9: Metaloproteinasa de matriz 9

WB: Ensayo de inmunodeteccién

RT-qPCR: Reaccién en cadena de la polimerasa tiempo real
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l.- Resumen

El cancer de mama es la primera causa de muerte, a nivel mundial, por tumores
malignos en mujeres mayores de 25 afos. Estudios epidemiolégicos han asociado
el desarrollo de un estado anémico con el cancer. La eritropoyetina (EPO), es el
principal agente estimulador de eritropoyesis, a partir de los afios ochenta se emple6
con el fin de corregir el estado anémico. Sin embargo, estudios recientes reportan
un aumento en la mortalidad bajo este tratamiento, por tal motivo se busca evaluar
el efecto de la EPO sobre la progresion tumoral. La transicion epitelio-mesénquima
(EMT) es un proceso donde las células tumorales desregulan la expresion de
proteinas presentes en células epiteliales como E-cadherina, ocludinas y claudinas,
sobreexpresando proteinas caracteristicas de células mesenquimales como N-
cadherina y vimentina, confiriéndole a la célula la capacidad de migrar e invadir.
Nuestros hallazgos sugieren que EPO, promueve la adquisicion de un fenotipo
mesenquimal en células epiteliales mamarias a través del proceso de EMT, ademas,
de la induccion en la expresion diferencial de genes en células MCF10A. Por lo
anterior, proponemos que EPO esta participando en la progresién tumoral mediante
el cambio de un fenotipo epitelial a un fenotipo mesenquimal y por lo tanto la
activacion de la maquinaria necesaria capaz de promover la migracion e invasion

en células MCF10A.

viii



Il.- Abstract

Breast cancer is the leading cause of death globally for malignant tumors in women
older than 25 years. Epidemiological studies have associated the development of an
anemic state with cancer. Erythropoietin (EPO), is the main stimulating agent of
erythropoiesis, being used in the eighties to correct the anemic condition. However,
recent studies report an increase in mortality under this treatment, for this reason it
IS sought to evaluate the effect of EPO on tumor progression. The epithelial-
mesenchymal transition (EMT) is a process where tumor cells lose the expression
of proteins present in epithelial cells such as E-cadherin, occludins and claudins,
gaining expression of proteins characteristic of mesenchymal cells such as N-
cadherin and vimentin, conferring on the cells the ability to migrate and invade.

Our findings suggest that EPO promotes the acquisition of a mesenchymal
phenotype in mammary epithelial cells through the EMT process in addition to
induction in differential gene expression. Therefore, we propose that EPO is
participating in tumor progression by changing from an epithelial phenotype to a
mesenchymal phenotype and therefore the activation of the necessary machinery

capable of promoting migration and invasion in MCF10A cells.



l1l.- INTRODUCCION

[ll.I.- Cancer

De acuerdo a la Organizacibn Mundial de la Salud (OMS), el cancer es una
enfermedad de etiologia compleja y multifactorial. La cual tiene como principal
caracteristica la proliferacion descontrolada de células transformadas capaces de
migrar/invadir a través del tejido circundante, entrar al torrente sanguineo y/o
linfatico e invadir 6rganos secundarios. Este ultimo paso es conocido como

metastasis y es la principal causa de muerte por esta patologia [1, 2].

El cancer de mama es considerado a nivel mundial la primera causa de muerte por
neoplasias en mujeres mayores de 25 afos, con cerca de 500 mil muertes anuales
[1]. La incidencia varia considerablemente en todo el mundo, siendo mas alta en
Europa y Norteamérica, con cifras de 99.4 por cada 100 mil mujeres. México ocupa
un lugar intermedio con una tasa de incidencia de 40 por cada 100 mil mujeres [3].
El porcentaje de anemia de acuerdo al estadio clinico es de 7.4 % para estadios O
y |, 34.4 % para estadio Il, 42.1 % para estadios Il y IV, asi como 16.1 % para los
no clasificables. Diversos reportes muestran que esta incidencia ha ido en aumento
a partir del 2006 y se ve reflejada por el incremento de la tasa estandarizada de
mortalidad, la cual se estima en 18.7 por cada 100 mil mujeres, representando un

incremento del 49.5 % para el afio 2010 [4].

El andlisis de mortalidad por entidad federativa de la Republica Mexicana, muestra
gue las tasas mas altas se encuentran en centro y norte del pais con un 13.4 % para
la Ciudad de México, 12.4 % para el Estado de México, 8.2 % para Jalisco, 6.4 %

para Veracruz, 6 % en Nuevo Ledn y 3.8 % para Guanajuato. Entre las décadas de



1990y 2010 se reportdé un aumento en la tasa de mortalidad siendo los estados mas
afectados Chihuahua, Coahuila y Guerrero hasta con un 200 % de incremento, en
contraste con aquellos estados en los que hubo una menor elevacibn como,
Aguascalientes, Durango y Baja California [4]. Dado el incremento en la tasa de
incidencias y de mortalidad, es de suma importancia el abordaje en el entendimiento

de la etiologia y progresion de la enfermedad.

[ll.Il.- La glandula mamaria

La glandula mamaria es un organo especializado para la produccién de leche en
etapas de lactancia. Su desarrollo comienza en el embridn a partir de la séptima
semana, mostrandose como un engrosamiento de la epidermis. Al final de la vida
intrauterina los brotes epiteliales se canalizan para formar los conductos
galactoforos, mientras que los esbozos constituyen los conductos de menor calibre
y los alveolos de la glandula [5]. Dentro de la mama, las glandulas se denominan
como tubuloalveolares compuestas y consisten de entre 15 a 20 |6bulos que se
irradian desde el pez6n y se separan entre si por tejido adiposo y conectivo, vasos
sanguineos, linfaticos y algunos tipos celulares como fibroblastos. [6]. Los l6bulos
son drenados por un conducto lactifero propio, que se engrosa para formar el seno
lactifero antes de llegar al pezén. Los conductos y lobulillos estan formados por dos
tipos celulares, las células mioepiteliales que se disponen entre la membrana basal
(BM) y las células epiteliales luminales [7]. Por otra parte, también existen dos tipos
de estroma mamario, el estroma interlobulillar que corresponde a un tejido

conjuntivo fibroso denso mezclado con tejido adiposo y el estroma intralobulillar que



rodea a los acinos de los lobulillos y estd constituido por células similares a

fibroblastos [6, 7].

El cancer de mama se puede desarrollar a partir de cualquier tipo celular que
conforma esta estructura. Por muchos afos los tumores se han clasificado de
acuerdo a su histologia. Entre los principales tipos histoldgicos de carcinoma de
mama se encuentran el carcinoma ductal (79%), lobulillar (10%), tubular (6%),
mucinoso (2%) medular (2%), papilar y metaplasico (1%) [8, 9].

El inicio de esta patologia comienza con una hiperplasia ductal atipica (ADH),
término con que se designa a la hiperproliferacion de células que han perdido su
morfologia habitual. Esta hiperplasia puede evolucionar a carcinoma ductal in situ
(DCIS), en el que las células ocupan el espacio luminal, aungue aun se encuentran
confinadas a los limites del ducto. Una vez que las células invaden tejido
circundante, se denomina carcinoma ductal invasivo (DCI) [10]. En esta etapa las
células transformadas migran a través de la BM hasta alcanzar vasos sanguineos
y/o linfaticos, mediante un proceso conocido como intravasacion. Las células
tumorales entran y sobreviven en circulacion hasta llegar a sitios distantes donde
ocurre el proceso inverso, la extravasacion, que les permite salir del torrente
sanguineo y/o linfatico dando paso a la proliferacién de células procedentes del
tumor primario en un nuevo 6érgano como hueso, higado, cerebro y pulmoén [11, 12].
La formacién de tumores secundarios en los diferentes 6rganos es un proceso
conocido como metastasis. Una caracteristica importante que ocurre durante este
proceso es, la pérdida del fenotipo epitelial y la ganancia de un fenotipo

mesenquimal. Este cambio de fenotipo confiere a las células la capacidad de migrar



e invadir 6rganos secundarios, promoviendo la manifestacion de las formas
agresivas de la enfermedad [13].
. 1ll.- Factores de Riesgo
En los ultimos 20 afos de investigacidon epidemioldgica en cancer de mama, se ha
identificado que solo del 5 al 10 % de los pacientes sufren cancer tipo hereditario,
el cual se desarrolla antes del primer tercio de vida, mientras que en el 90 % restante
se manifiesta a partir de la tercera década de vida y su desarrollo se ha relacionado
con algunos factores de riesgo, entre los que se encuentran [14, 15]:
A) Factores biolégicos:

- Sexo femenino.

- Envejecimiento: mayor edad, mayor riesgo.

- Antecedente personal o familiar de cancer en madre, hijas o hermanas.

- Antecedentes de hallazgos de hiperplasia.

-Vida menstrual mayor a 40 afios (menarca antes de los 12 afios y

menopausia después de los 52 afos).

- Alta densidad mamatria.

- Ser portador de mutaciones en los genes BRCA1 o BRCA2.

B) Factores ambientales:
- Exposicion a radiaciones ionizantes, principalmente durante la pubertad.

- Tratamiento con radioterapia en térax.

C) Factores de riesgo relacionados con los antecedentes reproductivos:
- Nuliparidad.

- Primer embarazo a término después de los 30 afios de edad.



- Terapia hormonal en la perimenopausia o postmenopausia por mas de cinco

anos.

D) Factores de riesgo relacionados con estilo de vida:
- Alimentacion baja en fibra y rica en carbohidratos y grasas.

- Obesidad, principalmente en la posmenopausia.

- Sedentarismo.
- Consumo de alcohol mayor a 15 g/dia.
- Tabaquismo.

[L.IV.- Anemia

La OMS, considera un estado anémico a sujetos que tengan niveles de hemoglobina

inferiores a 12 g/dl, los cuales se subdividen en [16, 17]:

Anemia leve: 11.9 - 10.0 g/dI

Anemia moderada: 9.9 — 8.0 g/dI

Anemia severa: < 8.0 g/dI

La anemia esta fuertemente relacionada con el cancer, empeorando la calidad de
vida y el tratamiento clinico del paciente [18, 19]. La anemia relacionada al cancer
en pacientes sin tratamiento antineopldsico es poco definida y puede estar
relacionada con varios aspectos como la presencia de citocinas inflamatorias,
infiltracion de la médula 6sea o deficiencias nutricionales [17, 20, 21]. Diversos
estudios muestran que en pacientes anémicos la eficacia de tratamiento
antineoplasico es menor, en comparaciéon con aquellos pacientes que tienen niveles

de hemoglobina normales [22, 23]. La anemia conlleva a una disminucion en la
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calidad de vida del paciente, debido a la debilidad, mareo y cansancio que les impide
realizar de manera eficaz las actividades diarias [18]. Por otra parte, se ha reportado
gue la anemia aumenta la tasa de recurrencia del cancer y el fracaso locorregional,

asi como disminuye la tasa de supervivencia [24-27].

En la poblacién recién diagnosticada con cancer el 53.7 % de los pacientes presenta
un grado anémico. De esta fraccién el 38.5 % corresponde a pacientes con anemia
leve, el 13.8 % con anemia moderaday el 1.4 % con anemia severa. Aunado a estos
datos, también se ha reportado que los diferentes tratamientos empleados para
contrarrestar el cancer incrementan la incidencia anémica [28, 29]. Los pacientes
gue reciben radioterapia, la anemia se estima en un 19.5 %, mientras que en
pacientes que reciben en conjunto radioterapia y quimioterapia refleja un 41.9 %.
Cabe sefialar que los pacientes que reciben quimioterapia muestran la mayor
incidencia, aproximadamente de 62.7 %. A partir del primer ciclo de quimioterapia,
el porcentaje de pacientes anémicos que se reporta es del 19.5 %; para el segundo
ciclo aumenta a un 34 .3 %, en el tercer ciclo se incrementa a un 42 % y para el

ciclo 5 y posteriores se reportan cifras mayores al 64.7 % [29].

Con el fin de compensar el estado anémico, los pacientes han sido sometidos a
transfusiones sanguineas, lo que representa un alto costo y un incremento en el
riesgo de contraer otro tipo de enfermedades infecciosas [19, 21, 30]. A mediados
de los afios ochenta se implemento el tratamiento con eritropoyetina (EPO) con el
fin de corregir el estado anémico, dando excelentes resultados [19, 24]. Sin
embargo, estudios recientes demuestran resultados negativos con respecto al uso

de EPO en algunos tipos de cancer; como lo reportado por Leyland-Jones y
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colaboradores (2003), donde se evalué a 939 mujeres con cancer de mama
metastasico, las cuales fueron tratadas con EPO alfa o placebo para mantener los
niveles de hemoglobina entre 12 y 14 g/dl. Después de cuatro meses la relaciéon de
mortalidad fue significativamente mayor en el grupo tratado con EPO en
comparacion con el grupo tratado con placebo [31]. Otro reporte realizado por
Henke y colaboradores (2003), muestra que a 351 pacientes de cancer de cabeza
y cuello se les administro EPO beta para mantener los niveles de hemoglobina 14
g/dl para mujeres y 15 g/dl para hombres. El estudio revel6 que la supervivencia fue
menor en el grupo tratado con EPO, en comparacion con el grupo tratado con
placebo [32]. Un meta andlisis realizado por Bennett (2008) y estudios realizados
por Bohlius y colaboradores (2005 — 2006), muestran aumento en la mortalidad de
pacientes con céancer tratados con EPO [33-35].

Con base en estos datos, la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA), la
Sociedad Americana de Oncologia Clinica (ASCO) y la Organizacién Europea para
la Investigacién y Tratamiento del Cancer (EORTC), proponen lineamientos para el
uso de EPO en la anemia relacionada al cancer [19, 28, 36]. Asi mismo, en
diciembre del 2007, se establece que es necesario investigar sobre el papel de EPO
y su receptor en células tumorales, en cuanto a su participacion en progresion
tumoral, asi como los posibles efectos secundarios [33, 37].

[Il.V.- Eritropoyetina

La eritropoyetina es una glicoproteina de aproximadamente 34 kDa, producida
principalmente por el higado en etapa fetal y por el riidn en adulto [30]. Esta proteina

es el principal agente estimulador de eritropoyesis, participa en la diferenciacion,



crecimiento y prevenciéon de apoptosis de células eritroides precursoras [38]. EPO
se encuentra clasificada dentro de la familia de las citocinas clase | e inicia su

sefalizacion por la union a su receptor [39].

El gen humano que corresponde a EPO contiene 5 exones que codifican para una
proteina inmadura de 193 aminoécidos, la cual es cortada en la posicion argininal66
para crear una proteina madura de 165 aminoacidos [40]. Este gen, se encuentra
en el cromosoma 7 en la posicidn g22 y hasta el momento solo se conoce una
isoforma [41]. Entre las modificaciones postraduccionales que sufré esta proteina,
se encuentra la glicosilacion que pueden aumentar su peso total hasta 8 kDa. Los
sitios de N-glicosilacion son los residuos de asparangina 24, 38, 83 y un sitio de O-
glicosilacion en el residuo de serina 126 [40, 42]. La estructura proteica madura se
estabiliza por dos puentes disulfuro que se establecen entre las cisteinas 7y 161y
29 y 33 [43]. Su expresion es regulada positivamente por la hipoxia a través de

factores de transcripcion como HIF-2, HNF-4a y AP-1 [44-46].

El papel de EPO y de su receptor (EPOR) se sustenta en estudios realizados en
ratones EPO™ o EPOR™, los cuales mueren en etapas embrionarias debido a una
anemia severa, malformaciones en corazéon y defectos en la angiogénesis [39, 47].
En condiciones normales el sistema EPO/EPOR estd involucrado en la
angiogénesis fisioldgica del tracto genital femenino durante el ciclo uterino, asi como
en el cierre de heridas. De esta manera participa en la proliferacion y migracion de
células endoteliales [48, 49]. En el sistema nervioso central, EPO mejora la

supervivencia neuronal, en el sistema cardiovascular protege a los miocitos contra



una herida isquémica, asi como también protege del dafio isquémico y toxico al

rifidn [50].

EPOR es una proteina transmembranal de 508 amino&cidos con un peso
aproximado de 55 KDa. Posee tres dominios: el dominio extracelular, de 251
aminoécidos, formado por 2 regiones en forma de “L” denominadas D1 y D2 y
conformadas por siete cadenas beta que al plegarse tienen una conformacion de
dos cadenas beta anti-paralelas alineadas 90° entre si, asi como una region similar
a fibronectina tipo Ill. EI dominio transmembranal posee 20 aminoacidos y el dominio
citoplasmatico 236 aminoacidos [51, 52]. El dominio citoplasmatico posee residuos
de tirosinas, que al fosforilarse pueden reclutar a diferentes proteinas cuya

estructura contiene dominios SH2, capaces de reconocer tirosinas fosforiladas [53].

El gen de EPOR contiene 8 exones localizados en el cromosoma 19 en la posicion
pl13.3-pl13.2. Se han descrito tres isoformas, generadas por “splicing” alternativo; 1)
proteina completa transmembranal funcional, 2) proteina trunca de 328
aminoacidos, la cual se encuentra anclada a la membrana, pero carece del dominio
citoplasmatico, por lo tanto no contiene tirosinas y no puede iniciar la sefalizacion,
3) proteina soluble de 241 aminoécidos, que carece de dominio citoplasmatico y
transmembranal por lo que es incapaz de anclarse a la membrana plasmatica y es
secretado al medio [26, 54]. La proteina trunca y la soluble son consideradas
reguladores negativos de la forma completa del receptor [43]. Durante las
modificaciones postraduccionales, la proteina puede ser glicosilada o fosforilada,

para generar una proteina de entre 66 y 105 kDa [51].



EPOR, en su extremo amino terminal en el dominio D1, posee 4 residuos de cisteina
gue le permiten estabilizar el homodimero y en D2 una secuencia altamente
conservada WSXWS (triptéfano-serina-X-triptéfano-serina). Se propone que esta
secuencia es necesaria para el plegamiento correcto en el reticulo endoplasmico y
la expresion correcta del receptor en la superficie celular [55]. En el extremo
citoplasmico, contiene dos dominios hidrofébicos denominados (Cajal) y (Caja2),
los cuales son necesarios para la transduccion de sefiales [56]. En la regidn
juxtamembranal existe una asociacién con la proteina tirosina cinasa del tipo no
receptora JAK2 que es la encargada de fosforilar los residuos de tirosina del
receptor [57]. Al unirse la molécula de EPO con su receptor EPOR, ocurre un cambio
conformacional que a su vez provoca modificacioenes sobre la estructura de la
proteina JAK2, la cual se activa, subsecuente a su autofosforilacion y es capaz de
fosforilar los residuos de tirosina del dominio citopladsmico del receptor, creando
sitios de unidén para proteinas mediadoras, las cuales poseen en su estructura
dominios SH2 que reconocen tirosinas fosforiladas y son capaces de activar
diferentes vias de sefializacibn como STAT5, MAPK (vias de accion mitogénica) y
PI3K (anti-apoptdtica) [39, 58]. Como un mecanismo de autorregulacion, la
fosforilacion del receptor también recluta fosfatasas y proteinas supresoras de la
sefalizacion por citocinas como SOCS-1, SOCS-2 y SHP1, los cuales son capaces

de bloquear la sefalizacion [39, 57].

La expresion de EPOR no se encuentra limitada al linaje hematopoyético,
encontrandose en diferentes tejidos como cerebro, corazén, higado, tracto genital

femenino, placenta, rifidn e intestinos entre otros [48]. Con respecto al cancer
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mamario, Acs y colaboradores (2001), describen por primera vez un incremento en
los niveles del receptor en muestras de pacientes con cancer de mama y en algunas
lineas celulares, de las cuales se hipotetiza un mecanismo paracrino para mantener
la proliferacion celular [59-61]. La funcion de EPOR en estos tejidos y lineas
celulares no esta del todo descrita. Se ha propuesto que en células tumorales actua
como agente protector del tumor, puesto que esta relacion no siempre lleva a un
aumento en la proliferacion, sino a un incremento en la resistencia de células
tumorales a diferentes terapias [62]. No obstante, se ha descrito que en células de
cancer de rifidn, células escamosas de cabeza y cuello, lineas celulares de cancer
cervical y células de glioma, la sefializacion de EPOR se asocia a proliferacion a
través de la via JAK2/STATS5, o al incremento en la expresion de ciclina D1 y la
inhibicién en la expresion de p21ciply p27kipl [63, 64]. Asi mismo, se ha reportado
un aumento en el nivel de RNA mensajero de EPOR cuando el nivel de ERBB2

incrementa [65].

Yasuda y colaboradores (2003), proponen que la inhibicién de la sefalizacion de
EPO/EPOR resulta en la disminucion y/o destruccion de la vascularizacion en
cancer de utero y ovario. Asi mismo, se ha observado que el uso de un anticuerpo
dirigido al bloqueo de la fosforilacion de STATS, inhibe la angiogénesis y disminuye
la supervivencia de células tumorales en coriocarcinoma de estbmago y melanoma
[66]. Por otra parte, Arcasoy y colaboradores (2005), proponen que el bloqueo de
EPOR o el uso de inhibidores para JAK2 resultan en una importante disminucién en
el tamafo del tumor en un modelo de adenocarcinoma mamario de rata [67]. Batra

y colaboradores en 2003, demostraron el incremento en la expresion de genes
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antiapoptoticos (bcl-x., bcl-2 y mcl-1), y en la actividad de union del factor de
transcripcion NF-xB al DNA en lineas celulares de neuroblastoma y en tumores de
la familia del sarcoma de Ewing que expresaron EPOR vy fueron tratados con EPO.
El incremento en la expresién de genes se ha relacionado con la secrecion de
citocinas proangiogénicas, que promueven la proliferaciéon y la quimiotaxis en

células endoteliales [68].

[1l.VI.- Transicion epitelio-mesénquima

La principal causa de muerte en personas con cancer es el desarrollo de metastasis
[1, 2]. Con el fin de entender este proceso, se ha enfatizado el interés en definir la
EMT, que incluye una serie de eventos en los que las células del tumor primario,
pierden las uniones celulares, modifican su entorno, migran e invaden dérganos

distantes [69].

La EMT es un conjunto de caracteristicas fisicas y celulares que tienen como
propaosito principal promover la motilidad celular. Este evento puede ocurrir tanto de

manera fisiolégica como patoldgica y se encuentra clasificado en tres tipos [70]:

- Tipo 1: Procesos de embriogénesis.
- Tipo 2: Procesos de cierre de heridas.

- Tipo 3: Procesos neoplasicos.

La promocién de este evento es acomparfiado por la pérdida de la polaridad celular
y uniones adherentes [71], asi como la disminucion en la expresion de proteinas
caracteristicas de células epiteliales como E-cadherina, claudinas, cateninas,

ocludinas, desmoplaquinas y citoqueratinas como la 8 y 18; al tiempo que inician la
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expresion de proteinas presentes en células mesenquimales como N-cadherina,
vimentina, fibronectina, desmina y metaloproteinasas de matriz (MMPs) como la 2
yla9[72, 73]. Asi mismo, se presenta un incremento en la expresiéon de factores de
transcripcion como Snaill, Snail2, Twistl, Twist2, ZEB1 y Sipl que conllevan a la
reorganizacion del citoesqueleto [74]. En este dltimo evento participan proteinas
como FAK, Src y algunas GTPasas para la formacion de protrusiones de membrana
llamadas lamelipodios y filopodios, asi como fibras de estrés y renovacion de
adhesiones focales [75]. El conjunto de todos estos eventos le dan a las células la
capacidad de migrar, fijarse a capas endoteliales entrar al torrente sanguineo y/o
linfatico (intravasacion), sobrevivir en la circulacion, salir de la circulacion
(extravasacién) y posteriormente, mediante un proceso inverso de transicion

mesénquima epitelio, colonizar nuevos 6rganos (metastasis) [76].

La degradacion de la matriz extracelular (ECM) es crucial para el crecimiento
tumoral, invasion, metastasis y angiogénesis. En este evento participan enzimas
pertenecientes a la familia de endopeptidasas dependientes de zinc, cuya funcion
principal es degradar componentes de la ECM, regular vias de sefalizacion
mediante la liberacion de otros sustratos anclados a la matriz, como citocinas,
guimiocinas y factores de crecimiento; siendo la metaloproteinasa de matriz 2
(MMP-2) y la metaloproteinasa de matriz 9 (MMP-9) las mas importantes [77]. Estas
MMPs se encuentran desreguladas en procesos cancerosos. Su principal sustrato
es el colageno tipo IV, la cual es el principal componente de la EM y es la primera

barrera a la cual se encuentran las células tumorales para iniciar la invasién. De
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esta manera, estas MMPs se convierten en un blanco de estudio en el cancer de

mama [78].

La expresion diferencial de proteinas esta dirigida por algunos factores de
transcripcion, los cuales promueven la adquisicion del fenotipo mesénquimal en
células epiteliales. Entre los principales factores de transcripcion involucrados se
encuentra NF-xB, el cual dirige la expresion de otros factores principalmente
involucrados en la represion de proteinas caracteristicas de células epiteliales,

algunos de ellos son Snaill, Snail2, Twistl, Twist2, ZEB1y ZEB2 [72, 79].

[11.VIl.- Migracion celular FAK y Src

La migracion celular es un evento importante tanto para procesos fisiologicos como
embriogénesis, respuesta inmune, regeneracion de tejidos y para procesos
patolégicos como artritis, osteoporosis y metastasis [80]. Este proceso involucra una
serie de eventos que conllevan a la remodelacion del citoesqueleto, dandose como
respuesta a sefales extracelulares como factores de crecimiento, hormonas,
citocinas, etc [81]. Algunas proteinas directamente relacionadas con la migracion
celular son las tirosina cinasa FAK y Src, asi como pequefias GTPasas
monomeéricas de la familia de Rho [82]. En células cancerosas se ha observado que
existe una sobreexpresiOn de estas proteinas tirosina cinasa, las cuales
incrementan la actividad motora de la célula [75, 80]. Por otra parte, existen reportes
en los que se menciona que proteinas oncogénicas como Src y Ras promueven la
EMT [83]. Src es una proteina tirosina cinasa del tipo no receptora que colocaliza
con E-cadherina en las uniones de células epiteliales [76]. En condiciones normales,

se propone que Src estabiliza las uniones célula-célula regulandolas de manera
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positiva, su delecion provoca anormalidades en la arquitectura de la piel,
consistentes con una mala formacién de uniones adherentes y su sobreexpresion
desestabiliza las uniones celulares, regulandolas de manera negativa [84, 85]. En
células KM12C derivadas de metéstasis colorrectal, se observd la expresion
constitutiva de Src activo. Esta sobreexpresion, no causo efecto sobre el crecimiento
celular, sin embargo, indujo EMT [86, 87]. Especificamente, la desregulacion
inducida por Src de E-cadherina requiere la senalizacion de integrina avpB1y la
fosforilacion de tirosina dependiente de Src en FAK para protrusiones periféricas
dependientes de integrina, demostrando que la sefializacion Src-FAK promueve un
cambio en el tipo de adhesion, desde adhesiones mediadas por cadherina a
adhesiones mediadas por la integrina, promoviendo un fenotipo mas motil [85, 88].
FAK se ha propuesto como un regulador negativo de las uniones célula-célula
mediadas por E-cadherina. Datos recientes muestran que una desregulacion de
esta cinasa y la inhibicién de su sefalizacién, promueve el ensamble de uniones
celulares mediadas por cadherinas [89]. En células HelLa la pérdida de FAK o de
paxilina, promueve la formacion de bordes celulares aberrantes, mientras que en
caso contrario, la activacién de FAK promueve la activacién de Racl a través del
complejo p130Cas/Crkll/DOCK180 y asi potenciar la formacion de lamelipodios en
el borde celular [90].

[I1.VIII.- Cadherinas

Uno de los cambios mas caracteristicos entre células epiteliales y mesenquimales
es la expresion diferencial de cadherinas, las cuales son proteinas

transmembranales que poseen en la parte extracelular cinco dominios de union a
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calcio, indispensables para que la interaccion con su homoéloga de la célula vecina
se lleve a cabo [91]. Esta interaccion extracelular le confiere rigidez a la unién,
mientras que en la parte citoplasmica existe una asociacién con cateninas como la
a, Byy, para interactuar con los filamentos de actina, de esta manera participan en
la adhesion celular, sefializacion y en la diferenciacion de tejidos mediante el
recambio entre ellas [92]. Las cadherinas mas conocidas como clasicas son la E, P
y N y el recambio entre la E-cadherina y la N-cadherina, ha sido ampliamente
estudiado en EMT convirtiéndose en uno de los puntos clave de este proceso [91,
93]. En la gldndula mamaria, las células luminales se comunican con la célula
adyacente mediante uniones celulares mediadas por E-cadherina. Sin embargo, se
ha reportado que hay una subexpresiéon o perdida de E-cadherina en células de
cancer de mama lobulares invasivas [93]. A su vez, una alta expresion de esta
proteina esta correlacionada con un fenotipo no invasivo [94]. Por otra parte,
estudios recientes han reportado que el cambio de cadherinas epiteliales (E-
cadherina) por mesenquimales (N-cadherina) confieren mayor motilidad a la célula,
lo que se traduce en la adquisicion de un fenotipo mas agresivo de la enfermedad

[95].

[ll.IX.- Filamentos Intermedios

La expresion de filamentos intermedios entre células epiteliales y mesenquimales
es diferencial, en células de epitelio mamario se expresan las citoqueratinas 8 y 18;
mientras que en células mesenquimales, la vimentina es el principal filamento
intermedio expresado. Esta expresidon diferencial le proporciona a la célula

diferentes propiedades, por ejemplo E-cadherina es transportada a la membrana
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por citoqueratinas y no por vimentina [96, 97], mientras que vimentina esta asociada
a proteinas de andamio, motoras y algunas ciasas; confiriéndole a la célula
flexibilidad y resistencia a apoptosis [97-99]. Histéricamente los filamentos
intermedios han sido utilizados para ser marcadores de tejido y mas recientemente
su expresion diferencial ha sido involucrada como marcadores del proceso de EMT

[100].

[11.X.- Metaloproteinasas de matriz

Subyacente al epitelio se encuentra la BM, la cual es una continuacion de la ECMy
esta constituida por proteinas como elastina, colageno vy fibronectina,
proteoglicanos y glucosaminoglicanos [101]. Cuando las células tumorales
comienzan a migrar, rompen la BM mediante la accién de proteinas como MMPs,
destacando la MMP-2, MMP-8, MMP-9, ADAMs10 y 13. Asi como se ha reportado
un incremento en la expresion de la MMP-2, MMP-9 y de ADAMs10 en diferentes
tipos de cancer con pobre pronostico [102, 103]. Las MMPs ademas de romper la
BM, también contribuyen a la proliferacion de células tumorales, ya que pueden
modular la disponibilidad de algunos factores de crecimiento como los factores de
crecimiento similares a la insulina y de ligandos del receptor del factor de
crecimiento epidérmico, liberandolos de la membrana celular y de la ECM [78]. Las
MMP son requeridas para la degradacion de la EM tanto en procesos fisiologicos
como embriogénesis, cierre de heridas y patolégicos como la invasién tumoral [104,
105]. La MMP-2 y la MMP-9 estan implicadas en EMT, ya que como se ha reportado
tienen como principal sustrato la colagena tipo IV, laminina y la parte extracelular de

E-cadherina, su activacion las convierte en las principales responsables de la
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pérdida de las uniones adherentes [104, 105]. Por todo lo anterior son consideradas
como blanco terapéutico en algunos tipos de cancer. Estas endopeptidasas
dependientes de zinc, son regulados post-transcripcionalmente, ya sea secretada
como zimogeno o a través de su interaccion con el inhibidor tisular de

metaloproteinasa (TIMP) [106].

[11.XI.- Factores de transcripcién

La mayoria de los tejidos y Organos adultos surgen a partir de una serie de
conversiones de células epiteliales a células mesenquimales, a través de un
proceso conocido como EMT y el proceso inverso transicion mesénquima-epitelio.
Las células epiteliales establecen contactos con las células vecinas mediante la
disposicion secuencial de uniones adherentes, desmosomas y uniones estrechas
[107]. La conversion de células epiteliales a las células mesenquimales es
fundamental para el desarrollo embrionario e implica profundos cambios fenotipicos
gue incluyen la pérdida de la adhesion célula-célula, la pérdida de polaridad celular
y la adquisicion de las propiedades migratorias e invasoras [108]. En esta serie de
eventos se encuentran implicados algunos factores de transcripcién capaces de
iniciar y mantener este proceso. Dentro de los cuales, tenemos a la familia de Snail,
conformada por dos miembros, Snaill (Snail) y Snail2 (Slug), ambos se han visto
gue participan en la promocién de EMT durante el desarrollo embrionario, fibrosis y
cancer [109]. Estos factores reprimen la transcripcion de genes epiteliales por su
unidn a secuencias de DNA denominadas cajas E, situadas en el promotor del gen
de E-cadherina, a través de sus dominios de dedos de zinc en extremo carboxilo

terminal [110]. Estos factores cooperan con otros reguladores transcripcionales,
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como ocurre entre Snaill y ETSL1 el cual es activado por la via de las MAPK para
activar la expresion de MMP. También se ha visto una cooperacién con los
complejos SMAD3-SMAD4 activados por TGF-B para reprimir a la E-cadherina y
ocludinas. Snaill puede ser fosforilado por GSK-3f en los residuos de serina 97 y
101 para ser exportado del nucleo o ser degradado por su fosforilacion en los
residuos de serina 108, 112, 116 y 120, esta fosforilacion puede ser inhibida por la
via PI3K y WNT, debido a que bloquean la activacion de GSK-33 promoviendo un
incremento en la accion de Snaill en el nucleo. PAK1 puede fosforilar a Snaill en
el residuo de serina 246 y LATS2 en el residuo de treonina 203 para incrementar su

permanencia en nacleo y promover EMT [111, 112].

Dentro de la familia de factores de transcripcion del tipo hélice-bucle-hélice basico
(bHLH) tenemos a Twistl, Twist2, E42 y E12, que también tienen funciones de
represion de genes de fenotipo epitelial y contribuir a la expresion de genes
mesenquimales. En cancer Twistl reprime la expresion de E-cadherina e induce la
expresion de N-cadherina de una manera independiente de Snaill [110, 113]. Se
ha reportado que Twistl y Twist2 pueden formar homodimeros o heterodimeros con
E12 o E47 y asi regular la union a las cajas E y la transcripciéon. La actividad de
Twistl puede ser influenciada por la via de las MAPK que lo pueden fosforilar en el
residuo de serina 68 y evitar su degradacién por proteosoma, alargando su actividad

[79].

Los dos miembros de la familia ZEB (ZEB1 y ZEB2) reconocen y se unen a las
secuencias de cajas E para reprimir su transcripcion, mediante la asociacién con

diversas proteinas como CTBP o p300/CBP pueden actuar como co-represores o
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como co-activadores respectivamente [70]. La expresion de estos factores esta
frecuentemente dada por la activacion de Snail, pues en la regién promotora de ZEB
se encuentran sitios de union a Snaill, adicionalmente también se ha reportado que
Twistl también participa en la expresién de ZEB, ambos casos en respuesta a la

presencia del TGF- [113].
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IV.- Justificacion

La elevada mortalidad por cancer de mama en México, es considerada como un
problema prioritario de salud publica, ya que es la primera causa de muerte por
tumor maligno en mujeres mayores de 25 afios. Mas del 50 % de los decesos son

debidos al desarrollo de metastasis.

La anemia es un padecimiento fuertemente relacionado con el cancer que empeora
la calidad de vida del paciente y la eficacia del tratamiento, EPO es el inductor
principal de eritrocitos, sin embargo, en pacientes tratados con EPO se ha
observado que disminuye la supervivencia libre de enfermedad, y aumenta la tasa
de mortalidad. Con base en estos resultados, diferentes agencias como la FDA
entre otras, restringe el uso de EPO en este tipo de padecimientos y pide se indague
sobre su efecto en células tumorales. Por tal motivo es de nuestro interés evaluar el

papel de EPO en la progresiéon tumoral.
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V.- Hipo6tesis
La EPO promueve el cambio de un fenotipo epitelial a un fenotipo mesenquimal en

células epiteliales mamarias MCF10A.

VI.- Objetivos
VI.1.- Objetivo general

Determinar si la EPO induce EMT en células MCF10A.

VL.II.- Objetivos particulares

> Evaluar si la EPO induce procesos de migracion e invasion en la linea
celular MCF10A.

» Determinar el efecto de la EPO sobre algunos marcadores epiteliales y
mesenquimales relacionados con el proceso de EMT.

> Evaluar el efecto de la EPO sobre los factores de transcripcion relacionados
con EMT.

> Evaluar si la EPO induce activacion de proteinas clave en la migracion
celular, como FAK y Src.

» Analizar la expresion diferencial de genes en células MCF10A estimuladas

con EPO.
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VII.- Material y Métodos

Las cajas de Petri usadas para el cultivo celular, fueron de Corning Inc. (NY, USA),
Eritropoyetina humana recombinante (EPO) fue obtenida de Probiomedic (México).
Factor de crecimiento epidermal (EGF) fue obtenido de Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO). Anticuerpo anti-E-cadherina 67A4, anti-vimentina V9, anti-N-cadherina 13A9,
anti-Cinasa de adhesion focal (FAK) C-20, anti-Src N-16, anti-MMP-2 K-20, anti-
MMP-9 H-129, anti-NF-xB p65 C-20 y anti- NF-kB p50 H-119, fueron obtenidos de
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz,CA). Anticuerpos fosfoespecificos anti-
tirosina 397 de FAK (anti-p-FAK) y anti-tirosina 418 de Src (anti-p-Src), fueron
obtenidos de Invitrogen (Camarillo, AC). Anticuerpo anti-actina fue amablemente
proporcionado por el Dr. Manuel Hernadndez (Cinvestav-IPN). Isotopo radioactivo [y-
32p] ATP se obtuvo de Perkin-Elmer (Boston, MA). Kit de extraccion de RNA RNeasy
QIAGEN (Hilden, Alemania), Tubos Amicon® Ultra-4 para filtracion con centrifuga,
EDM Millipore, Kit de inmonoprecipitacion de cromatina el kit (Pierce™ Magnetic
ChlIP Kit, Thermo Scientific, USA). Kit iQ™ SYBR Green Supermix (Bio-Rad, USA).
cubreobjetos “chamber slides (Nalge, Nunc)’. Genechip Human Transcriptome
Array 2.0. de Affymretix (Santa Clara, California). Matrigel BioCoat Matrigel
Chamber (BD Biosciences, Bedford, MA). Camaras Boyden BD® con filtros de 8
pum. Azul de Coomassie (Coomasie Brillant Blue R-250) de Bio-Rad (Bio-Rad, USA).

TriZol de Invitrogen (Carlbad, California).

Cultivo Celular

Se utilizé la linea celular MFC10A, crecida en una mezcla de medio (DMEM) Eagle

modificado por Dulbecco (DMEM/F12 3:1), suplementado con suero fetal bovino
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(SFB) al 5%, 10 pg/ml de insulina 0.5 pg/ml de hidrocortisona, 20 ng/ml de factor de
crecimiento epidermal (EGF) recombinante y una mezcla de antibiéticos, en una

atmosfera al 5% de CO2 'y 95% de aire a 37°C.

Estimulacion celular con EPO y obtencion de proteinas totales

Una vez que las células alcanzaron la confluencia deseada, se les adicion6é medio
de ayuno DMEM/F12 (3:1), por 12 horas. Posterior al ayuno, las células fueron
lavadas con PBS 1X y estimuladas con EPO en medio de ayuno a diferentes
tiempos para cada ensayo. El estimulo se terminé por la aspiracion de medio (medio
condicionado) y las células fueron lisadas con 500 pul de amortiguador RIPA 1X
(HEPES 50 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, EGTA 1 mM, NasVO4 1 mM, NaF 100 mM,
NasP207 10 mM, glicerol 10 %, Triton X-100 1 %, desoxicolato de sodio 1 %, MgCl2
1.5 mM, SDS 0.1 % y PMSF 1 mM) para la obtencion de extractos de proteinas
totales. Los lisados fueron centrifugados a 12,000 rpm por 10 minutos a 4°C,
recuperando el sobrenadante. La cuantificacion de proteinas se realiz6 mediante la

técnica de Bradford.

Inmunodeteccion (Western blot)

Las proteinas (40 ug) se separaron por SDS-PAGE al 8 0 10 % y fueron transferidas
a membranas de nitrocelulosa en camara humeda (Bio-Rad). La membrana
obtenida se tifid con rojo de Ponceau para corroborar la transferencia de proteinas.
Para evitar interacciones inespecificas la membrana fue bloqueada usando leche
semidescremada al 5 % en PBS 1X (K2HPO4 10 mM, NaCl 150 mM, con pH entre
7.2a7.4)[Tween 20 al 0.1% por dos horas a temperatura ambiente. Posteriormente,

la membrana fue incubada con el anticuerpo primario correspondiente, a una

24



concentracion de 0.1 pg/mL a 4°C durante toda la noche, seguido de tres lavados
de 5 minutos con PBS 1X/Tween 20 al 0.1 %. Para detectar la proteina de interés
se incub6 con el anticuerpo secundario correspondiente acoplado a la enzima
peroxidasa de radbano (HRP), seguido de tres lavados de 5 minutos con PBS
1X/Tween 20 0.1%. Finalmente, las bandas fueron detectadas por autorradiografia
usando un estuche de quimioluminiscencia. Las imagenes fueron analizadas por
densitometria mediante el programa ImageJ (NIH, USA) y el promedio del analisis

se graficé con el programa GraphPad Prism versién 6.0.

Ensayo de migracion mediante cierre de herida (scratch)

Los ensayos de cierre de herida fueron realizados en cajas para cultivo celular de
35 mm de diametro y a 100% de confluencia. Las células fueron mantenidas en
supresion de suero por 12 horas y dentro de las dos ultimas horas de ayuno, las
células fueron tratadas con mitomicina C 12 uM con el fin de inhibir la proliferacion
celular. Posteriormente se realizé una rayadura a la monocapa de células con una
punta de pipeta estéril de 200 ul y se lavaron con PBS 1X (3 veces) para eliminar
las células flotantes, se colocé el estimulo correspondiente de EPO a diferentes
concentraciones (3,5,7 y 10 Ul/ml) por 48 horas. Posterior al tempo de estimulo, se
aspiré el medio y las células fueron fijadas con paraformaldehido al 4 % y tefidas
con cristal violeta al 0.1 % (p/v), ambos por 15 minutos. Finalmente, las células
fueron fotografiadas al microscopio y analizadas con el programa Image J (NIH,
USA) y el promedio de la intensidad media de fluorescencia sobre la rayadura se

graficé con el programa GraphPad Prism versién 6.0.
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Ensayo de invasién (Camaras de Boyden)

El ensayo de invasion celular fue realizado en camaras de Boyden BD®, con filtros
gue poseen poros de 8 um de diametro, los pozos fueron recubiertos con Matrigel
BioCoat Matrigel Chamber (BD Biosciences, Bedford, MA), de acuerdo a las
especificaciones del fabricante. Brevemente, cultivos confluentes de células MCF-
10A fueron sometidas a supresién de suero por 12 horas. Posteriormente, las
células fueron desprendidas con tripsina al 0.25 % (p/v) y verseno al 0.02 % (p/v),
se realizd el conteo celular en cdmara de Neubauer para colocar 100,000 células
en cada pozo, conjuntamente se colocaron las diferentes condiciones en la parte
inferior de la camara Boyden. A continuacion, las células fueron incubadas por 48
horas en una atmdsfera al 5% de CO2 y 95% de aire a 37°C. Transcurrido este
tiempo, las células fueron fijjadas con metanol frio durante 5 minutos para
posteriormente remover, de la parte superior de la camara, las células que no
invadieron utilizando un hisopo de algodén. Una vez realizado este procedimiento,
los insertos fueron tefiidos con cristal violeta al 0.1% durante 10 minutos. Una vez
tefiidos los insertos, las membranas fueron solubilizadas con acido acético al 10%
y las células que invadieron se cuantificaron por absorbancia a 600 nm. Los
resultados se graficaron como promedio de las absorbancias utilizando el programa

GraphPad Prism version 6.0.

Obtencidn de extractos nucleares
Después del término de cada estimulo, las células fueron lisadas con 500 pl de
buffer hipoténico (Tris-HCI 10 mM pH 7.0, NaCl 10 mM, MgCl2 6 mM, NaF 3.2 mM,

NA3VOs4 1 mM, DTT 1 mM, PMSF 1 mM). Los lisados fueron incubados por 10
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minutos a 4°C, se les adiciond 5 ul de IGEPAL 10%, y se agitaron suavemente por
5 minutos a 4°C. Transcurrido el tiempo, las muestras fueron centrifugadas a 2600
rom por 5 minutos conservando la pastilla (fraccién nuclear) y desechando el
sobrenadante (fraccion citoplasmatica). La pastilla fue lavada 2 veces con buffer
hipotdnico para eliminar residuos citoplasmaticos. Los extractos nucleares fueron
obtenidos mediante la adicion de 40 pl del buffer hiperténico (HEPES 20 mM pH
7.9, NaCl 420 mM, glicerol al 20 %, MgClz 1.5 mM, EDTA 0.2 mM, NasVO4 1 mM,
NaF 10 mM, DTT 1 mM, PMSF 0.2 mM) con agitacion fuerte por 15 minutos a 4°C.
Finalmente las muestras fueron centrifugadas a 12,000 rpm por 15 minutos a 4°C y

el sobrenadante fue recuperado correspondiendo a la fraccién nuclear.

Ensayos de cambio en la movilidad electroforética (EMSA)

Se utilizaron oligonucleétidos de doble cadena conteniendo el sitio especifico para
la union de NF-kB (5"-AGCTAAGGGACTTTCCGCTGGGGACTTTCCAGG-3'). Un
total de 20 pmoles de la sonda fue marcada con ATP (y-*2P), usando la
polinucledtido sintasa T4 [114]. Aproximadamente 1 pg del oligonucle6tido marcado
se adicion6 con 5 ug de extracto nuclear en una mezcla de reacciéon conteniendo 3
ug de poli (dI-dC), HEPES 0.25 M pH 7.5, KCI 0.6 M, MgCl250 mM, EDTA 1 mM,
DTT 7.5 mMy glicerol al 9%. Como un control de especificidad, se utilizé un exceso
de 100 veces de la sonda no marcada. Las muestras fueron separadas en geles de
poliacrilamida al 6% en buffer TBE (Tris-acido borico-EDTA) 0.5X, los geles se

secaron y analizaron por autorradiografia.
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Zimografia en gelatina

Los cultivos confluentes de células MFC10A fueron privados de suero en medio de
ayuno DMEM/F12 (3:1) por 12 horas previas al estimulo con EPO a diferentes
tiempos. El medio condicionado fue recolectado y concentrado por centrifugacién en
tubos Amicon (Merck Millipore) con un peso molecular nominal limite de (5,000
NMWL) por 1.5 horas a 2500 rpm a 4°C. La actividad proteolitica fue analizada en
los sobrenadantes usando geles de poliacrilamida (8%) copolimerizados con
gelatina (1 mg/ml). Se mezclaron volumenes constantes de sobrenadantes, con
amortiguador de carga sin agentes reductores y se incubaron por 30 minutos a
temperatura ambiente para posteriormente ser resueltas por electroforesis a 4 °C. El
gel se lavo 3 veces por 30 minutos con Triton X-100 al 2.5% a temperatura ambiente
y se incub6 en buffer de activacion de metaloproteinasas durante 24 horas a 37°C.
Transcurrido el tiempo, el gel se tifié con azul de Coomassie (Coomasie Brillant Blue
R-250) y la actividad proteolitica fue detectada como una banda clara

correspondiente a gelatina digerida, en un fondo azul de gelatina sin digerir.

Aislamiento de RNA total y PCR tiempo real

Los cultivos confluentes de la linea celular MFC10A bajo supresién de suero por 12
horas fueron estimulados con EPO durante seis horas. El RNA total fue obtenido
usando el reactivo TriZol (Invitrogen), fue cuantificado y se determiné su pureza. La
pureza minima en la relacion 260/280 fue de 1.9. La integridad se verifico la
abundancia de las unidades ribosomales 28S y 18S y se analiz6 en un gel de
agarosa desnaturalizante al 1.5%. El cDNA se sintetizd, empleando un sistema de

transcripcion reversa SuperScript |l usando 1 pg del RNA total como templado. Para
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el PCR tiempo real, la expresion relativa del gen fue determinada usando el kit iQ™
SYBR Green Supermix (Bio-Rad, USA). Los cebadores (primers) se muestran en la
tabla 1 [115, 116]. Las condiciones de amplificacion fueron los siguientes, 40 ciclos

de 3 minutos a 95°C, 60 segundos a 60°C y 3 minutos a 72 °C. Los resultados fueron

analizados por el método 22T normalizado con B-actina [117].

» Tabla 1. Cebadores (Primers)

GEN FORWARD (5— 3) REVERSE (5—3)
Snaill GCGAGCTGCAGGACTCTAAT  CCTGTGTCCTCATCTGACA
Snail2  TTCGGACCCACCCATTACCT  TTGGAGCAGTTTTTGCACTG
Twistl GGAGTCCGCAGTCTTCCGAG  GGAGGACCAGGTAGAGGAA
Twist2 AGCAAGAAGTCGAGCCAAGA  CAGCTTGAGCGTCTGGATCT
ZEB1 GCACAACCAAGTGCAGAAGA  CATTTGCAGATTGAGGCTGA
E-Cadherina  CGACCAACACAAGAATCTA AGGCTGTGCCTTCCTACAGA
B-actina TCCCTGGAGAAGAGCTACGA  AGCACTGTGTTGGCGTACAG

Ensayo de inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP)

El ensayo fue realizado mediante el “kit” (Pierce™ Magnetic ChIP Kit, Thermo
Scientific, USA) acorde al protocolo del fabricante. Células MCF10A privadas de
SFB por 12 horas, fueron estimuladas con EPO por 3 y 6 horas. Las células fueron
fijadas con formaldehido al 1 % por 10 minutos y la reaccion se detuvo con la adicion
de glicina 1X por 5 minutos. Posteriormente, las células fueron lisadas con buffer de
extraccidbn de membrana y sonicadas para generar fragmentos de DNA entre 200-
1000 pb. La habilidad de union de las subunidades p65 y p50 de NF-kB al promotor
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de Snaill, fue confirmada por inmunoprecitacion utilizando anticuerpos especificos
para cada una de las subunidades. Las regiones de DNA inmunoprecipitadas fueron
amplificadas usando el kit iQ™ SYBR Green Supermix (Bio-Rad, USA). Se utilizar6n
los “primers” anteriormente descritos por Lu y colaboradores (2012), sentido 5'-
GCCTCGCTTCGCTCGACGTC-3" antisentido 5'-AGGCCACTCCCCGAGCAGGT-
3". [118]. Las condiciones empleadas para la amplificacion fueron las siguientes: 5
minutos a 95°C seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 95°C, 60 segundos a 60°C,

y 30 segundos a 72°C.

Microscopia confocal

Células MCF10A fueron crecidas a 100 % de confluencia sobre cubreobjetos
“‘chamber slides (Nalge, Nunc)”. Posteriormente las células fueron privadas de suero
por 12 horas y en las ultimas dos horas las células fueron tratadas con mitomicina
C 12 uM con la finalidad de inhibir la proliferacion celular. Posteriormente se realizé
una rayadura a la monocapa de células con la punta estéril de una pipeta de 200 pnl
y se lavaron tres veces con PBS 1X para eliminar células suspendidas a
consecuencia de la rayadura. Las células fueron estimuladas con EPO por 30 horas.
Al termino del estimulo, las células fueron fijadas con paraformaldehido al 4 % (p/v)
por 20 minutos, permeabilizadas con 1 % (v/v) Triton X-100 por 20 minutos y
blogueadas por 1 hora con albumina de suero bovino al 3 % (p/v). Posteriormente,
las células fueron incubadas con el anticuerpo anti-vimentina por 24 horas a 4°C.
Las células fueron lavadas tres veces con PBS1X e incubadas con TRITC para tefir
filamentos de actina y con el anticuerpo secundario anti-ratébn acoplado a FITC por

dos horas a temperatura ambiente. Vimentina y F-actina fueron analizados usando
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un microscoépio confocal marca Leica (Modelo TCS SP8; Leica Microsystems,
Wetzlar, Germany). Se tomaron secciones Opticas de 0.8-0.9 um de grosor tomando
los ejes xyz y xzy. Las imagenes fueron analizadas usando el programa Image J
software (NIH, USA).

Expresion génica por Microarreglos

Células MCF10A fueron ayunadas por 12 h y estimuladas con EPO por 6 h. Al
término del estimulo, el RNA se extrajo por medio de un kit comercial RNeasy de
QIAGEN. Las muestras fueron procesadas de acuerdo al protocolo del fabricante.
La integridad y pureza del RNA fue determinada por el analisis de absorbancia de
la relacion 260/280 y la integridad por la relacion de las subunidades del RNA
ribosomal 18S y 28S. Las muestras se sometieron al analisis por microarreglos,
usando el Genechip Human Transcriptome Array 2.0. El andlisis de datos se realiz6
através de la consola TAC (Transcriptome analysis console) de Affymetrix, tomando
en cuenta los genes diferencialmente expresados con al menos dos veces de
cambio y una p<0.05.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados usando ANOVA de una via y Dunnett’s para una
comparacion multiple. Los resultados fueron expresados como la media =+ D.S. y la
diferencia estadisticamente significativa fue considerada con una probabilidad de P

< 0.05.
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VIII.- Resultados

Como primer punto, se evaluo la actividad de EPO en la induccién de la migracion
celular por medio de ensayo de cierre de herida. Células MFC10A fueron ayunadas
por 12 horas, posterior al tiempo de ayuno fueron estimuladas con EPO a diferentes

concentraciones. Los resultados muestran que EPO induce migracion celular

observandose un punto maximo a las concentraciones de 3, 5y 7 Ul/ml (Fig. 1).
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Figura 1. EPO induce migracién en la linea celular de epitelio mamario MCF10A. Células
MCF10A confluentes fueron ayunadas por 12 horas y tratadas con mitomicina C dos horas
previas al término del ayuno. Posteriormente se realiz6 una rayadura en la monocapa
celular con la punta estéril de una pipeta de 200 pl. Las células fueron estimuladas con EPO
a diferentes concentraciones (3, 5, 7 y 10 Ul/ml) y se incubaron por 48 h. La imagen es
representativa de tres experimentos independientes y la grafica muestra el analisis
estadistico de la intensidad media de fluorescencia que corresponde a las células presentes
sobre la rayadura. El analisis se realiz6 con los programas ImageJ y GraphPad Prism
version 6.0. *p<0.05, **p<0.01.
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Los resultados anteriores mostraron que EPO indujo migracion en células MCF10A.
Sin embargo, el efecto en el proceso de invasion celular se desconoce. Para
analizar el efecto de EPO sobre este proceso celular, se realizaron ensayos de
invasion en cdmaras Boyden modificada con Matrigel. Células MCF10A fueron
ayunadas por 12 horas, posteriormente estimuladas con diferentes concentraciones
de EPO. Los resultados muestran incrementos estadisticamente significativos en la
invasion celular en las concentraciones de 5y 7 Ul/ml con respecto a las células
control (Fig. 2). Dado que el punto medio y constante en ambos ensayos fue la
concentracion de 5 Ul/ml, se decidié utilizar esta concentracién para ensayos
posteriores. Los resultados anteriores demuestran que EPO esté participando en la

promocién del movimiento celular.
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Figura 2. EPO induce invasién en la linea celular de epitelio mamario MCF10A. Células
MCF10A fueron ayunadas por 12 horas, estimuladas con diferentes concentraciones de
EPO (3,5, 7 y 10 Ul/ml). Se colocaron 100, 000 células por pozo y se incubaron por 48 h.
El andlisis estadistico se realiz6 con el programa GraphPad Prism version 6.0. *p>0.05.
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Para evaluar la participacion de FAK y Src, células MCF10A fueron ayunadas por

12 horas. Posterior al tiempo de ayuno, las células fueron estimuladas con EPO (5

Ul/ml) a diferentes tiempos. Al término de cada uno de ellos las células fueron

lisadas y los extractos totales fueron analizados por WB. La activacién de la proteina

FAK es dada por la fosforilacion de su residuo de tirosina 397. Como se muestra en

la imagen (Fig. 3A), el punto maximo de fosforilacion fue observado alas 6 y 9 h de

estimulo. Por otro lado la activacion para la proteina Src, se refleja por la

fosforilacidn en el residuo de tirosina 418 (Fig.3B). Los resultados mostraron que los

tiempos maximos de fosforilacion de Src fueron a las 6 y 9 horas posterior al

estimulo. El incremento simultaneo en la fosforilacion de ambas proteinas, sugiere

su participacién en la formacién de contactos focales.
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Figura 3. EPO induce la activaciéon de FAK y Src en la linea celular MFC10A. Células
MCF10A fueron ayunadas por 12 horas, posteriormente estimuladas con EPO (5Ul/ml) a
diferentes tiempos, al término de cada uno de ellos las células fueron lisadas y los extractos
totales fueron analizados por WB. Utilizando un anticuerpo anti-FAK (p-Tyr397) y anti-Src
(p-Tyrd18). Como controles de carga se usaron los anticuerpos anti-FAK, anti-Src totales y
anti-actina. La imagen es representativa de tres experimentos independientes y la grafica
muestra el analisis estadistico de esos tres experimentos, el cual se realizé con el programa
ImageJ y GraphPad Prism version 6.0. *p<0.05, ***p<0.001.

A continuacion evaluamos los niveles de expresion tanto de E-cadherina, N-
cadherina y vimentina por medio de WB. Células MCF10A fueron ayunadas por 12
horas y posterior al tiempo de ayuno, las células fueron estimuladas con EPO (5
Ul/ml) a diferentes tiempos. Al término de cada uno de ellos, las células fueron
lisadas y los extractos totales fueron analizados. Por WB empleando anticuerpos
anti-E-cadherina, anti-N-cadherina y anti-vimentina. Los resultados mostraron que
los niveles de esta proteina disminuyen de manera significativa a las 6 y 30 horas
(Fig. 4A). Por otro lado, el analisis de la proteina N-cadherina mostré un incremento
significativo a las 6 y 30 horas con respecto al control (Fig. 4B), cabe mencionar que
el incremento en los niveles de esta proteina son los mismos tiempos en los que la
expresion de E-cadherina disminuyeron. Posteriormente, al evaluar los niveles

proteicos de vimentina, se observo un incremento a las 3 y 6 horas (Fig. 4C).
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Figura 4. EPO induce un incremento de marcadores mesenquimales en células epiteliales
mamarias MCF10A. Células MCF10A fueron ayunadas por 12 horas y posteriormente
tratadas con EPO (5 Ul/ml) a diferentes tiempos. Las membranas fueron reveladas con los
anticuerpos anti-E-cadherina, anti-N-cadherina, anti-vimentina y anti-actina, este dltimo
como control de carga. Las imagenes son representativas de tres experimentos
independientes y las gréaficas muestran el andlisis estadistico de cada uno de los ensayos.
El andlisis densitométrico y estadistico se realizé con los programas ImageJ y GraphPad
Prism 6, respectivamente. *p<0.05, **p<0.001.
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Asi mismo, se evalué la expresion de vimentina en un ensayo de cierre de herida,
el cual fue analizado por microscopia confocal. Células confluentes MCF10A fueron
ayunadas por 12 horas y pretratadas con mitomicina C dos horas previas al
estimulo. Posteriormente las células fueron estimuladas con EPO por treinta horas,
al término de la incubacioén, las células fueron fijadas, permeabilizadas e incubadas
con un anticuerpo anti-vimentina y con TRITC para visualizar filamentos de actina.
Los resultados muestran que la expresion de vimentina se incrementa
principalmente en los bordes de migracion, mientras que en caso contrario en

células anteriores al borde no hay expresion exacerbada de la proteina (Fig. 5).

Actina Vimentina Merge

CTL

EPO

Niveles de vimentina
(veces el basal)

Figura 5. EPO promueve sobreexpresion de vimentina en los bordes de migracion. Células
MCF10A fueron ayunadas por 12 horas y tratadas con mitomicina C en las dos ultimas
horas del tiempo de ayuno. Posteriormente se le realizé una rayadura a la monocapa de
células con la punta estéril de una pipeta y fueron estimuladas con EPO (5Ul/ml) por 30
horas. Al final del estimulo, las células fueron fijadas, permeablizadas, incubadas con un
anticuerpo anti-vimentina y con TRITC. La imagen es representativa de tres experimentos
independientes y la grafica muestra el analisis estadistico de esos tres experimentos que
fueron realizados con los programas ImageJ y GraphPad Prism version 6.0. **p<0.01.
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Los analisis obtenidos a nivel proteico, sugieren que EPO induce EMT en células
MCF10A. Sin embargo, se desconoce si la desregulacion de proteinas también esta
dada a nivel transcripcional. Por medio de RT-qPCR se evalué los niveles de RNA
mensajero de E-cadherina (Fig. 6). Células MCF10A ayunadas por 12 h y
posteriormente estimuladas con EPO (5 Ul/ml) por 6 horas. Al término del tiempo

de estimulo las células fueron lisadas y el RNA total fue obtenido.
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Figura 6. EPO desregula la transcripcion de E-cadherina. Células MCF10A ayunadas por
12 horas fueron estimuladas con EPO (5 Ul/ml) por 6 horas. Al término del estimulo se
extrajo el RNA total. Se sintetizd el cDNA a partir de 1 ug de RNA total y se analiz6 por RT-
gPCR. La grafica muestra el analisis estadistico de tres experimentos independientes.
***n<0.001.

Para analizar las uniones de los factores de transcripcién a las cajas E presentes
en la regién promotora del gen de E-cadherina, se analizé la interaccién
DNA/proteina por medio de ensayos de EMSA. Utilizando un oligonucleétido con
una secuencia de reconocimiento de las cajas E, analizamos si EPO promovia la
union de algunos factores de transcripcion al DNA. El oligonucleétido fue marcado

radiactivamente con 2P.
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Figura 7. EPO induce incremento en la actividad de interaccion de cajas E con factores de
transcripcién. Células MCF10A fueron ayunadas por 12 horas y fueron estimuladas con
EPO (5Ul/ml) a diferentes tiempos. Al término de cada uno de ellos, se obtuvieron los
extractos nucleares y se analizaron por EMSA. La imagen es representativa de tres
experimentos independientes y la grafica muestra el analisis estadistico de estos tres
experimentos. El analisis densitométrico de los geles se realizé con el software Imaged y
el andlisis estadistico de los mismos se realiz6 con el software GraphPad Prism 6. *p<0.05.

Los resultados mostraron un incremento significativo en la actividad de unién de los
factores de transcripcion a las cajas E a las 3 y 6 horas de estimulo. Los resultados
sugieren que hay participacion de los factores de transcripcion catalogados como
reguladores negativos del gen de E-cadherina (Fig. 7). Por ello, se analizaron los
niveles de RNA mensajero de Snaill, Snail2, Twistl, Twist2 y ZEB1, los cuales, han

sido reportados en la promocion de EMT [116].
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Figura 8. EPO induce desregulacion génica de factores de transcripcion que participan en
EMT. Células MCF10A fueron ayunadas por 12 horas y posteriormente estimuladas con
EPO (5 Ul/ml) por 6 horas. Posteriormente, las células fueron lisadas y el RNA fue extraido.
Las graficas muestran el analisis estadistico realizado con el programa GraphPad Prism 6
de tres experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01

Los resultados mostraron un incremento significativo en los niveles de RNA
mensajero de Snail2, en contraste con una disminucion significativa de Twistl. Los
factores de transcripcion como Snaill, Twist2 y ZEB1, permanecieron sin cambio
(Fig. 8). Estos resultados sugieren la participacion de Snail2 a las 6 h en células

MFC10A estimuladas con EPO.

Por otro lado, el factor de transcripcion NF-kB esta implicado en la regulacion

positiva de factores de transcripcion que participan en al proceso de EMT [119].
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Figura 9. EPO induce incremento en la actividad de unién de NF-xB al DNA. Células
MCF10A ayunadas por 12 horas fueron estimuladas con EPO (5Ul/ml) por diferentes
tiempos. Al término del estimulo, los extractos nucleares fueron obtenidos y analizados por
EMSA. La imagen es representativa de tres experimentos independientes y la grafica
muestra el andlisis estadistico de estos tres experimentos. El andlisis densitométrico de los
geles se realiz6 con el software ImageJ y el andlisis estadistico de los mismos se realizo
con el software GraphPad Prism version 6.0. *p<0.05.

Los resultados mostraron un incremento significativo en la actividad de unién de NF-
kB al DNA en células MCF10A estimuladas con EPO por 3, 6 y 12 horas (Fig. 9).
Con base en los resultados obtenidos en la actividad de union de NF-xB y en los
niveles de RNA mensajero, se realizé un ensayo de ChIP para NF-xB y uno de sus
genes blanco, Snaill (Fig. 10). Los resultados obtenidos en este ultimo ensayo,
sugieren que NF-xB participa en la transcripcién de Snaill en células MCF10A
estimuladas con EPO a partir de las 3 horas alcanzando su maxima activacién a las
6 horas para la subunidad p65; mientras que para la subunidad p50 solo se observé
un incremento en la actividad de union a las 6 horas. Estos resultados mostraron
por primera vez, la participacion del heterodimero p65 y p60 de NF-kB en este

proceso.
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Figura 10. NF-«xB se une al promotor de Snaill. Células MCF10A fueron ayunadas por 12
horas y estimuladas con EPO (5 Ul/ml) por 3y 6 horas. Al término de cada tiempo, las
células fueron fijadas, sonicadas y se realizd la inmunoprecipitacién con un anticuerpo anti-
NF-xB (p65) y anti-NF-xB (p50). Los fragmentos inmunoprecipitados fueron amplificados
con una sonda especifica para la region promotora del gen Snaill, Las muestras fueron
analizadas en un gel de agarosa al 1 %.

A continuacién estudiamos si la EPO induce la secrecion de gelatinasas (MMP-2 y
MMP-9). Células MCF10A fueron ayunadas por 12 horas y estimuladas con EPO
(5Ul/ml) a diferentes tiempos. Al término de cada uno de ellos, las células fueron
lisadas y el medio condicionado, fue concentrado y analizado por zimografia y por
WB usando anticuerpos anti-MMP-2 y anti-MMP-9 (Fig. 11). Ambos ensayos
muestran un incremento en la secrecion de metaloproteinasas de una manera

dependiente del tiempo en células MCF10A estimuladas con EPO.
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Figura 11. EPO induce secrecion de gelatinasas en células MCF10A. Células MCF10A
fueron ayunadas por 12 horas y estimuladas con EPO (5Ul/ml) a diferentes tiempos. Al
término de cada uno de ellos se colectd el medio condicionado, se concentrd y se analizd
por zimografia (A) y por WB (B). Utilizando anticuerpos anti-MMP-2 y anti-MMP-9. Como
control de carga, las células fueron lisadas y analizadas por WB con un anticuerpo
anticuerpo anti-actina. La imagen es representativa de tres experimentos independientes.

Ensayo de microarreglos se utilizé para obtener un perfil de la expresiéon de genes
dado por el estimulo de EPO en células MCF10A, se utilizé la técnica de
microarreglos empleando la version GeneChip Human Transcriptome Array 2.0.
Células MCF10A fueron ayunadas por 12 horas y estimuladas con EPO (5 Ul/ml)
por 6 horas. Al término del tiempo, las células fueron lisadas y el RNA total fue
obtenido mediante el kit comercial RNeasy (QIAGEN). Las muestras fueron
procesadas para microarreglos por la Unidad de Alta Tecnologia (UAT) del Instituto

Nacional de Medicina Genomica (INMEGEN). El microarreglo utilizado fue el
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GeneChip Human Transcriptome Array 2.0. Este chip analiza 285,000 trascritos, de
los cuales 245,000 son transcritos codificantes y 40,000 no codificantes. Los
resultados obtenidos, fueron analizados mediante el software Transcriptome
Analysis Console (TAC) de Affymetrix. El criterio de inclusion de posibles candidatos
a analisis para PCR, fueron aquellos que en su expresién tuvieron al menos dos
veces de cambio o un “fold change”minimo de 2 y una significancia de p<0.05, tanto
para la subexpresién como la sobreexpresion. La UAT realiz6 la validacion del RNA
como medida de control de calidad (Fig.12A). El mapa de calor muestra, de manera
global por intensidad en color verde la subexpresién de genes, mientras que en
color rojo muestra los genes sobreexpresados (Fig. 12B). La gréfica de volcano
muestra, en puntos de color verde, los genes significativamente subexpresados y
en color rojo los genes significativamente sobreexpresados (Fig. 12C.). De un total
de 53,618 ID evaluados, solo 42 (0.07%) fueron diferencialmente expresados, de
los cuales 26 se observaron subexpresados, mientras que 16 se observaron
sobreexpresados. Sin embargo, el andlisis en la base de datos mostré que de los
ID subexpresados, solo 19 (0.03 %) correspondian a un gen reportado y para los

sobreexpresados solo 10 (0.01 %)
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Figura 12. Expresion génica diferencial de células MCF10A tratadas con EPO. Células
MCF10A fueron ayunadas por 12 horas y estimuladas con EPO (5Ul/ml) por 6 horas. Al
término del estimulo las células se lisaron y se extrajo el ARN, se analiz6 en un microarreglo
GeneChip Human Transcriptome Array 2.0. A) Andlisis de validacion de integridad y pureza
del ARN. B) Mapa de calor de células control y estimuladas con EPO. La intensidad de color
muestra el nivel de subexpresion (rojo) y sobreexpresion (verde). C) Grafica de volcan e ID
de genes sobreexpresdos (rojo) y subexpresados (verde), Las imagenes muestran tres
experimentos independientes. ID; nimero de identificacién en la base de datos.
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Con base en lo anterior proponemos que la EMT se encuentra regulada
principalmente por cambios a nivel proteico, mas que a nivel génico. Debido a que
los ID diferencialmente expresados, codifican para proteinas que participan en

diferentes procesos celulares (Fig.13).

Sobreexpresadas

Adhesién celular:
- CIDEC(2.27)

Familia RAS:
- ARF3 (2.18)

Transferasas:
- DPY19L2P2(2.02)

RTK:
- EPHA1 (3.61)

Ubiquitin ligasa:
- NEURL1 (5.6)

Otras:
HIST1H1B (3.01)
CCL18 (2.58)
HEBP1(2.66)
WDR55 (2.1)
KLHL24 (2.06)

Subexpresadas
/" Adhesién celular: Y
- TMEM204 (-2.39)
- DLG1 (-2.51)

- CDON (-2.76)

Transferasas:
- B4AGALNT2 (-2.15)

Receptores:

- BMPRIB (-3.49)
- NMRK1 (-3.05)
- EPOR(-2.82)

Reguladores del ciclo

celular:
€DC6 (-2.19)
BCL2L1 (-2.34)

Otros:

NUDT21 (-2.23)

- TET2(-5.97)
Ube2m (-3.95)
CDS8A (-2.32)

- ARID3A (-2.37)
Pspn (-2.15)
DRG1 (-2.89)
CABPS5 (-2.37)

CACNG1 (-2.47)
- BBOF1(-3.05)

Figura 13. Proteinas diferencialmente expresadas, en color rojo las proteinas
sobreexpresadas y en color verde las proteinas subexpresadas. En paréntesis se muestra
las veces de cambio.
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X.- Discusion

La anemia es una complicacion frecuente en pacientes con cancer. Se conocen
diversos factores implicados en el desarrollo de la misma, estos pueden ser desde
deficiencias nutricionales, reflejo propio del tumor tal como infiltracion de la medula
0sea, inflamacién y pérdida de sangre, asi como un efecto secundario de la terapia
anti-cancer [120]. Estudios epidemioldgicos muestran que en pacientes recién
diagnosticados con cancer mas del 50 % es detectado con un estado anémico. Se
ha observado que dependiendo del tratamiento anti-cancer que se administre como
guimioterapia o radioterapia, el porcentaje de pacientes anémicos puede alcanzar

el 100 %, [23, 121].

La anemia no solo deteriora la calidad de vida de los pacientes, sino también la
eficacia del tratamiento. Puesto que algunas de las sintomatologias de la anemia
son fatiga, mareo, nausea y presion arterial baja, el paciente se ve imposibilitado de
realizar su rutina diaria de manera normal [122]. Diversos estudios muestran que el
estado anémico limita la efectividad en el tratamiento, aumenta la tasa de
recurrencia del cancer, ineficacia y disminuye la tasa de supervivencia [25, 26]. Para
contrarrestar el estado animico, los pacientes son sometidos a transfusiones
sanguineas, lo cual incrementa el costo del tratamiento y la posibilidad de adquirir
otro tipo de infecciones [21]. EPO es el principal agente estimulador de la
eritropoyesis y comenzé a emplearse con la finalidad de incrementar los niveles de
hemoglobina en pacientes anémicos [24]. Sin embargo, diversos estudios en
diferentes canceres, mostraron una baja supervivencia en pacientes tratados con

EPO en comparacion con aquellos pacientes que fueron tratados con placebo [37].
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Bohlius (2006) y Bennett (2008) realizaron un meta-andlisis poniéndose de
manifiesto la baja supervivencia en pacientes tratados con EPO en diferentes tipos
de cancer [33, 35]. Con base en lo anterior, se restringié el uso de EPO en este tipo
de padecimientos y comenzaron las investigaciones con el fin de evaluar su efecto
sobre algunos tipos de cancer. Cabe sefialar que hasta el momento no se ha
establecido un mecanismo el cual determine el efecto de EPO en células tumorales.
Asimismo, no existe ningun reporte acerca del papel de EPO en el proceso de EMT.
Por tal motivo, nuestro trabajo se centr6 en evaluar el papel de EPO en dicho

proceso.

La EMT tiene como principales caracteristicas que las células epiteliales pierdan
polaridad celular y ganen la capacidad de migrar e invadir. Los resultados
demuestran tras realizar una curva dosis respuesta en un ensayo de cierre de herida
y en camaras de Boyden modificadas con Matrigel, que EPO indujo
significativamente migracién e invasion celular respectivamente. En acorde a
nuestros resultados, estudios realizados por Liang y colaboradores (2014)
reportaron que EPO promueve migracién e invasion en la linea celular de cancer de
seno SKBR3 [123]. Ademas, Fu y colaboradores (2009) demostraron que en lalinea
celular de cancer de seno MCF-7 la sobreexpresion de EPOR promueve migracion
celulary Lestery colaboradores (2005) reportan en la misma linea celular que EPO
promueve migracion celular bajo condiciones de normoxia e hipoxia [124, 125].
Dado que este tipo de eventos incrementa la tasa de recambio de contactos focales,
se evalu6 por WB utilizando anticuerpos especificos para FAK y Src y analizando

los sitios de autofosforilacibn de ambas cinasas. Este complejo participa
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activamente en la renovacion de contactos focales y rearreglo del citoesqueleto de
actina [85]. Estudios previos demuestran que ambas cinasas no solo se encuentran
sobre expresadas, sino también activas en muchos tumores [126, 127]. La
participaciéon de ambas proteinas esta dada por un proceso de transfosforilacion. La
autofosforilacion de FAK en su residuo de tirosina 397, expone un sitio SH2 de
interaccién para Src, al ocurrir esta interaccion la cinasa Src se autofosforila en el
residuo de tirosina 418, dando paso a la activacion de su sitio catalitico que actta
sobre el resto de la estructura de FAK fosforilando diversos residuos de tirosinas,
incluyendo las tirosinas 576 y 577 dentro del dominio catalitico de FAK y asi,
alcanzar su maxima activacion [75]. Los resultados obtenidos, mostraron que EPO
indujo fosforilacion tanto de FAK en el residuo de tirosina 397, asi como de Src en
el residuo tirosina 418 de una manera simultdnea a las 6 y 9 horas en células de
epitelio mamario MFC10A. Por lo anterior, nosotros proponemos que el complejo
FAK/Src estd participando activamente en la migracion celular, mediante el
recambio de contactos focales. En acorde con nuestros resultados, estudios
realizados en células de cancer de colon KM12C presentan expresion constitutiva
de Src, la cual no tiene efecto sobre proliferacion celular, pero induce una EMT [87].
Debido a que EPO fue capaz de inducir migracion, invasion y activacion de
proteinas cinasas, y estos eventos a su vez forman parte del proceso de EMT
decidimos evaluar proteinas clave en un cambio de fenotipo epitelial a uno
mesenquimal. Se evaluo los niveles proteicos y de RNA mensajero de E-cadherina
por medio de WB y por RT-qPCR respectivamente. E-cadherina es una proteina
transmembranal dependiente de Ca?*, participa en las uniones célula-célula

mediante la interaccidn en la parte extracelular con su homologa de la célula vecina,
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mientras que en la parte citoplasmica esta proteina interacciona con el citoesqueleto
de actina a través de pequefias proteinas citosélicas denominadas cateninas (a,
y V). Este complejo proteico le confiere rigidez y estabilidad a la célula [128]. En la
EMT, la perdida de la expresion de esta proteina es un evento clave, debido a que
los complejos proteicos en los cuales participan son desensamblados, provocando
la degradacion de la proteina y la modificacion del arreglo cortical de actina para la
formacion de fibras de estrés [129]. La pérdida de E-cadherina es sustituida por N-
cadherina, la cual est4d considerada un marcador molecular de células
mesenquimales. Esta cadherina puede formar uniones con su homéloga de las
células vecinas, sin embargo se ha reportado que esta union es débil en
comparacion con la formada por su contraparte. Ademas, le permite adquirir afinidad
por células mesenquimales, fibroblastos y células endoteliales. En la parte citosdlica
se asocia al citoesqueleto de forma similar que E-cadherina [95]. Por otra parte,
también existe un recambio de expresion de los filamentos intermedios, donde
citoqueratinas presentes en células epiteliales son sustituidos por vimentina, un
flamento intermedio presente principalmente en células mesenquimales. Esta
expresion diferencial de proteinas le confiere a la célula motilidad y resistencia
mecanica [130]. En este trabajo, se demostré que EPO promueve una disminucion
de E-cadherina a nivel de RNA mensajero a las 6 horas, mientras que a nivel
proteico la disminucion se dio a las 6 y 30 horas. También, se observo a los mismos
tiempos un incremento en la expresion proteica de N-cadherina. Por otro lado, la
expresion proteica de vimentina mostro un incremento de este filamento intermedio
en sincronia con el incremento en la expresion de N-cadherina y la subexpresion de

E-cadherina a las 6 horas. Sin embargo, el incremento de vimentina no fue
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observado a las 30 horas de estimulo, por lo cual se realiz6 una microscopia
confocal que nos permitiera evaluar su expresion de esta proteina a las 30 horas de
estimulo. Los resultados mostraron que la expresion de vimentina estaba dada
principalmente en células situadas en el frente de migracion, mientras que en
células anteriores al borde la expresiéon fue menor. Estudios previos muestran que
en células MCF7 transfectadas con el gen de vimentina, muestran una expresion
del filamento por 5 horas aproximadamente y posterior a estas, la expresion
disminuye, probablemente debido a la degradacién [98]. Por todo lo anterior,
nosotros proponemos que EPO est4 promoviendo un cambio en la expresion de
cadherinas para la adquisicién de un fenotipo mesequimal. En apoyo a nuestros
resultados Avizienyte y colaboradores (2002 — 2004) reporta que en células de
cancer de colon KM12C la participacion de la sefializacion Src-FAK da como
resultado expresion de vimentina, y cambios en el tipo de adhesién, disminuyen las
adhesiones mediadas por cadherinas e incrementan las adhesiones mediadas por

integrinas, promocionando un fenotipo mas movil [88, 131, 132].

Se ha descrito ampliamente que NF-kB regula directamente la expresion de algunos
factores de transcripcion involucrados en EMT [79]. Por medio de EMSA, se
demostré que NF-kB incrementa su actividad de unién al DNA en células MCF10A
estimuladas con EPO, con un maximo a las 6, 9 y 12 horas. Con base en este
resultado y en los resultados anteriores, se observé que el incremento en la
actividad de este factor, conserva los tiempos a los que se muestran cambios

significativos en los diferentes procesos evaluados, lo que nos sugiere fuertemente
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que EPO desencadena una serie de eventos para promover un cambio de fenotipo

que le permita migrar e invadir.

Debido al incremento en la actividad de union de NF-kB al DNA, se evalu6 la
actividad de interaccion directa a uno de sus genes blanco como Snaill, el cual esta
directamente relacionado con la EMT. Este interaccién se evalu6 mediante un
ensayo de ChlIP. Los resultados mostraron que existe un incremento en la unién de
NF-xB (subunidad p50 y p65) a la region promotora de Snaill. Sin embargo, cabe
mencionar gue no se encontré aumento en los niveles de RNA mensajero a las 6
horas posteriores al estimulo con EPO para este factor de transcripcion, por lo que
proponemos que estos eventos no son simultaneos, en primer lugar podria estarse
llevando un incremento en la unién de NF-xB al promotor de Snaill y posteriormente
si se evaluasen tiempos posteriores a 6 horas, se esperaria observar el incremento
en los niveles de RNA mensajero de este factor. Hasta el momento este es el primer
reporte que demuestra el incremento en la actividad de union de la subunidades de
p50 y p65 pertenecientes a NF-kB sobre el promotor del gen de Snaill tras un

estimulo de EPO en células epiteliales de mama MCF10A.

Posteriormente, se evalu6é por EMSA la actividad de unién de algunos factores de
transcripcion que participan como reguladores negativos de E-cadherina al
reconocer y unirse a las secuencias denominadas cajas E situadas en la region
promotora del gen de E-cadherina como Snaill, Snail2, Twistl y ZEB1 [110]. Los
resultados demuestran por medio de RT-gPCR un incremento significativo en los
niveles de RNA mensajero de Snail2, mientras que para Snaill, Twist2 y ZEB1 no

se encontraron cambios significativos con respecto a las células no estimuladas con
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EPO, cabe sefalar que Twistl mostro una disminucion significativa. En acorde a la
literatura, los resultados sugieren que los diferentes factores de transcripcion que
fungen como represores del gen de E-cadherina actian de manera diferencial
durante el proceso de EMT [110]. Sin embargo, hasta el momento no existen
reportes previos de la actividad de unién de los factores de transcripcién que
participan en el proceso de EMT bajo un estimulo de EPO en células MCF10A. Cabe
sefialar que el tiempo al que se evaluaron los niveles de RNA mensajero de estos
factores de transcripcion, fue el mismo tiempo al que se observo la disminucion de
E-cadherina. Sin embargo no descartamos la posibilidad de la participacion de los

demas factores de transcripcion a diferentes tiempos.

Dado que las células tumorales en su intento por invadir tejido circundante se ven
obligadas a modificar su entorno, se han descrito mecanismos por los cuales las
células secretan proteasas cuya funcion principal es romper proteinas blanco. La
MMP-2 y MMP-9 han sido ampliamente descritas en procesos de invasion, debido
a que una de sus principales proteinas blanco es la colagena tipo 1V, siendo esta
ultima el principal componente de la BM, la cual es la primera barrera fisica a la que
se enfrentan las células tumorales en su proceso de invasion [133]. Estas proteinas
son endopeptidasas dependientes de zinc, las cuales poseen una estructura
general que le permite reconocer e interactuar con sus proteinas blanco. Sus
principales regulaciones postranscripcionales, son de dos formas; por su interaccion
con su inhibidor TIMPs y por su secrecion en forma de zimégeno [78]. Mediante
ensayos de zimografia, se evalué la capacidad de las células MCF10A para secretar

MMPs tras un estimulo de EPO, Los datos mostran por primera vez que EPO fue
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capaz de inducir la secreciéon de MMP-2 y de MMP-9 de una manera dependiente
del tiempo alcanzando un maximo a las 24 horas. Los resultados fueron
corroborados mediante WB observando la misma tendencia de los resultados

obtenidos por zimografia.

En acorde con los resultados anteriores, se observé una sincronia en los tiempos
de activacion de los procesos celulares analizados. Se evalu6 si esta serie de
eventos estaba siendo regulada a nivel de genes. Por tal motivo se realizaron
microarreglos. Los resultados obtenidos fueron escuetos a lo esperado, sin
embrago permitié hipotetizar que los cambios observados en las células tras un
estimulo de EPO estaban siendo dados principalmente a nivel proteico y no a nivel
génico. Sin embargo, el analisis de identificacion génica, arrojo posibles genes de
interés debido a su interaccidn con los diferentes eventos que conforman en proceso

de EMT.

Xl.- Conclusion

La participacion de los eventos que conforman la EMT son de suma importancia
para que células tumorales realicen metastasis. Ya que le permite a las células
adquirir la capacidad de migrar e invadir. Nuestros resultados sugieren por primera
vez que EPO est4 participando en la induccién del proceso de EMT, lo que conlleva

a regular de manera positiva la progresion tumoral.
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