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Abreviaturas

DCIS: Carcinoma ductal in situ

DCI: Carcinoma ductal invasivo

ADN: Acido desoxirribonucleico

TEM: Transicién epitelio-mesénquima

EPO: Eritropoyetina

EPOR: Receptor de eritropoyetina

HIF-2: Factor inducible por hipoxia 2

HNF-4a: Factor nuclear de hepatocitos 4 alfa
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STATS: Transductor de sefial y activador de la transcripcion tipo 5

MAPKSs: Proteinas cinasas activadas por mitogenos

PI3K: Fosfatidilinositol 3 cinasa

MEC: Matriz extracelular

MMP-2: Metaloproteinasa de matriz 2

MMP-9: Metaloproteinasa de matriz 9

ARN: Acido ribonucleico



TIMP: Inhibidor tisular de metaloproteinasas

WB: Western blot
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Resumen

A nivel mundial el cancer de mama es la principal causa de muerte por tumores
malignos en mujeres mayores de 25 afios, su incidencia es heterogénea en todo el
mundo mostrando una mayor incidencia en paises desarrollados como son los
paises del norte de América, Europa y Australia. Una complicacién frecuente en
cancer de mama es la anemia, que se define como un sindrome clinico
caracterizado por la disminucién en el nivel de hemoglobina en sangre. Con la
finalidad de compensar el estado anémico, a partir de la década de los ochentas,
se implementd el usé la eritropoyetina (EPO) como tratamiento, sin embargo,
reportes clinicos demuestran que dicho tratamiento promueve progresion tumoral
en pacientes con cancer de mama. Hasta el momento, el mecanismo molecular por
el cual EPO desencadena efectos en la progresion tumoral no se ha dilucidado a
detalle, por tal motivo resulta importante evaluar su participacion en la progresion
del cancer. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el papel de EPO en la
respuesta de células de cancer de mama en procesos tumorales. Nuestros
resultados indican que el estimulo con EPO incrementa migracion e invasion en
células de cancer de mama metastasicas MDA-MB-231. Por otro lado, la EPO
promueve la adquisicion de un fenotipo mesenquimal en células de cancer de mama
no metastasicas MCF7, induciendo un proceso de migracién celular, asi como
incrementando la expresion del marcador mesenquimal N-cadherina y regulando
negativamente la expresion del marcador epitelial E-cadherina. Por otro lado, la
EPO induce una desregulacién en la expresion de genes en la linea celular MCF7.
En conclusion, nuestros datos sugieren que EPO participa en la progresion tumoral

en células de cancer de mama.



Abstract

Worldwide the breast cancer is the main death cause for tumors in women over 25
years old. The incidence is heterogeneous in the world showing a greater incidence
in developed countries such as countries of North America, Europe and Australia. A
common complication in breast cancer is anemia, is defined as clinical syndrome
characterized by the decrease in the level of hemoglobin in blood. To compensate
for the anemic state, since 80°s decade erythropoietin (EPO) was used as a
treatment. However, clinical reports show that EPO promotes tumor progression in
patients with breast cancer. Until now the molecular mechanism by which EPO
triggers effects on tumor progression has not been elucidated in detail, which is why
it is important to evaluate its participation in cancer progression. The objective in the
present work was to evaluate the role of EPO in the response of breast cancer cells
in tumoral progretion, results indicate that the stimulation with EPO increases
migration and invasion in metastatic breast cancer cells MDA-MB-231. However,
EPO promotes the acquisition of a mesenchymal phenotype in MCF7 non-metastatic
breast cancer cells, inducing a cell migration process, as well as increasing the
expression of the mesenchymal marker N-cadherin and negatively regulating the
expression of epithelial marker E -cadherina. However, EPO induces a deregulation
in the expression of genes in the MCF7 cell line. In conclusion, EPO patrticipates in

the tumor progression in breast cancer cells.
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|. INTRODUCCION

1.1. Glandula mamaria y cancer de mama

La glandula mamaria es el 6érgano encargado de la produccion y liberacion de leche
de la madre al recién nacido durante la lactancia. La organogénesis de la glandula
mamaria comienza en la embriogénesis, pero continla hasta la vida adulta, este
proceso requiere de sefiales hormonales para una diferenciacion terminal que se
adquiere solo después del embarazo [1-2]. A nivel estructural, la glandula mamaria
esta constituida por dos compartimentos principales, compartamentalizados por una
membrana basal, el epitelio y el estroma. La glandula mamaria se organiza por
células glandulares organizadas en lobulos, y células epiteliales luminales que dan
origen a los ductos galactéforos o secretores, dichos ductos se encuentran
rodeadas por células mioepiteliales que son contractiles y participan en la entrega
de la leche en la lactancia. El extenso sistema de ductos y alvéolos esta inmerso en
un abundante estroma, que se compone principalmente de adipocitos, fibroblastos,
células del sistema hematopoyético e inmunoldgico, nervios y vasos sanguineos los
cuales son importantes para el desarrollo y funcionamiento normal mamario [3]. Las
células epiteliales y el estroma se comunican entre si a través de la matriz
extracelular (MEC), una desorganizacion de la comunicacién entre el epitelio y el
estroma puede inducir y promover el desarrollo y/o progresion del cancer de

mama.[4]

El cancer de mama puede iniciar en cualquier parte de la estructura de la glandula
mamaria. Sin embargo, se ha reportado que el 80% del cancer de mama tiene su
origen en los ductos mamarios. De manera general el cancer de mama se
caracteriza por una hiperproliferacion descontrolada de las células luminales dando
como resultado un carcinoma ductal “in situ” (DCIS). Durante la progresion tumoral,
la capa mioepitelial se desorganiza y se pierde, promoviendo la invasion de células
epiteliales luminales hacia el érgano adyacente para formar un carcinoma ductal

invasivo (IDC). Subsecuentemente, las células tumorales alcanzan el torrente
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sanguineo y/o linfatico para colonizar nuevos 6rganos, en un proceso denominado

metastasis, la cual es la principal causa de muerte por ésta enfermedad [5].

El cancer de mama tiene un origen heterogéneo, debido a esto, existen diferentes
clasificaciones para su diagnostico. Entre los principales tipos histolégicos de
carcinoma de mama se encuentran el carcinoma ductal (79%), el lobulillar (10%), el
tubular (6%), el mucinoso (2%), el medular (2%), el papilar (1%) y el metaplasico
(1%) [6]. Actualmente la expresion de receptores de estrogenos (ER), receptor de
progesterona (PR) y receptor HER2, junto con variables clinicopatoldgicas, como
participacion nodal, tamafio del tumor, tipo histolégico, grado tumoral, y margenes
tumorales, son usados comunmente para seleccionar el tratamiento y predecir el
prondstico de la enfermedad. Los fenotipos de cancer de mama se clasifican en 4
subtipos: luminal A (ER+ y/o PR +, HER2-); luminal B (ER+ y/0 PR+, HER2+); basal
(ER-, PR-, HER2-) y HER2/neu (ER-, PR, HER2+) [7-9]. Las diferencias moleculares
entre los subtipos tumorales son a menudo acompafiados de diferencias en las
caracteristicas clinicas de los pacientes con cancer de mama; encontrandose genes

individuales asociados con el pronéstico de la enfermedad [10], por ejemplo:

1. Elgen p53. EI 50% o mas de los tumores humanos contienen mutaciones de
este gen. La pérdida homocigoética del gen p53 aparece en casi todos los
tipos de cancer, entre ellos el cancer de mama [11].

2. Los genes BRCAl1ly BRCAZ2. Mujeres con mutaciones en BRCA1l o
BRCA2 estan en riesgo significativamente mayor de desarrollar cancer de
mama [11-12].

1.2. Etiologia del cancer de mama

La adolescencia y la adultez temprana son particularmente preocupantes a medida
gue cambia el programa genético, epigenético y procesos fisiolégicos en el
desarrollo del sistema mamario, lo que conlleva a un mayor riesgo de desarrollar
cancer de mama [6,14-16]. Se cree que los canceres surgen de una serie de
mutaciones que ocurren como resultado de la inestabilidad genética y / o factores

ambientales [17].
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Existen factores de riesgo que predisponen al desarrollo de cancer de mama y se

pueden clasificar como factores internos y externos [18].
Factores internos:
» Menarca temprana
= Menopausia tardia
= Historia familiar
= Mutaciones de los genes BRCAL1 o BRCAZ2.
= Razay etnia
Factores externos:
= Tabaquismo
= Consumo de alcohol
* Obesidad
= Dieta alta en grasas y carbohidratos
» Poca actividad fisica o nula
= Uso de terapia de reemplazo hormonal
= Exposicién a radiaciones ionizantes
* Nuliparidad

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

Exposicion a agentes carcinogénicos

1.3. Anemiay cancer

La anemia es una complicacion frecuente en pacientes con cancer y afecta la
calidad de vida en al menos el 50% de los casos [19]. La anemia es un sindrome

clinico caracterizado por una disminucion en los niveles de hemoglobina (Hb) en
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sangre, considerando la edad, género y altura a nivel del mar a la que vive la
persona [20]. La OMS (Organizacion mundial de la salud) ha definido que los valores
en los niveles de hemoglobina inferiores a 12 g/dl son considerados como un cuadro

anémico [21] subdividiéndose de la siguiente manera:
Anemia leve: 11.9 - 10.0 g/dl

Anemia moderada: 9.9 — 8.0 g/dI

Anemia severa: < 8.0 g/dl

La anemia en pacientes con cancer puede ser inducida por el tratamiento con
agentes quimioterapéuticos y radiacion, pérdida de sangre, déficit nutricional o
hemodlisis. Sin embargo, es dificil identificar una sola causa debido a su etiologia

multifactorial [22].

La anemia inducida por tratamiento ocurre como resultado del dafio a la médula
0sea; la radioterapia y la mayoria de los agentes quimioterapéuticos citotdxicos
causan cierto grado de mielosupresion. La pérdida de sangre después de una
cirugia radical contra el cancer también puede desencadenar anemia [23].

Por otro lado, el tipo mas comun de anemia no inducida por el tratamiento en
pacientes con cancer se produce principalmente como resultado del tumor y se
conoce como anemia cronica [24]. Uno de los tratamientos para compensar la
anemia en pacientes con cancer es la eritropoyetina (EPO). La EPO es una
hormona cuya principal funcién es la de incrementar la concentracion de globulos
rojos en sangre, es altamente efectiva para tratamiento de la anemia, ya que es el
factor principal en la regulaciéon de la eritropoyesis [25]. La EPO aumenta
significativamente los niveles de Hb y disminuye el requerimiento de transfusion
sanguinea. La transfusion aumenta rapidamente los niveles de Hb, pero se asocian
con riesgos tales como la transmision de patégenos infecciosos y la lesién pulmonar

aguda relacionada con la transfusion [22,26-27].

La regulacion en los niveles endégenos de EPO y el mecanismo por el cual el
complejo de EPO con su receptor (EPOR) induce la eritropoyesis es desconocida

[28]. Actualmente existen en el mercado agentes estimulantes de la eritropoyesis
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(ESA): epoetina-a, epoetina-B, y darbepoetin-a, que regulan la eritropoyesis
mediante union y activacion de EPOR en la superficie de las células precursoras
eritropoyéticas, estimulando supervivencia, proliferacion y diferenciaciéon en
eritrocitos maduros. Los ESA tiene como objetivo prevenir la anemia en pacientes
con cancer de mama, asi como cabeza y cuello sometidos a quimioterapia y
radioterapia [29] . La terapia con ESA reduce los requerimientos de transfusion,
aumenta la concentracién de Hb y mejora la calidad de vida de los pacientes [30].
Sin embargo, existen reportes que sefialan que la terapia con ESA disminuye la
supervivencia en algunos grupos de pacientes con cancer [31]. Ademas, un estudio
reciente de meta-analisis de 42 ensayos con 8167 pacientes sugirio que el
tratamiento de la anemia con un ESA afecta la supervivencia global en pacientes
con cancer [32]. Asimismo otro estudio demostré un peor prondstico en aquellos
pacientes con cancer de mama sometidos a quimioterapia tratados con ESA en

comparacion con un grupo tratado con placebo [33].

1.4. EPOy EPOR

La EPO es la principal citocina relacionada con el control de la eritropoyesis, esta
hormona es producida principalmente en riidn pero otros drganos como higado y
cerebro también la producen [34]. El gen de la EPO humana esta localizado en el
cromosoma 7 (79 21-22), presenta cinco exones y cuatro intrones y el ARN
mensajero codifica un polipéptido de 193 residuos de aminoacidos. EPO es una
glicoproteina de 34 kDa y posee un alto contenido en carbohidratos (39%)
distribuidos en cuatro grupos: tres N-glicosilaciones en los residuos de asparagina
en las posiciones 24, 38 y 83 asi como una O-glicosilacion en el residuo de serina
en la posicion 126 que son esenciales para garantizar una circulacion prolongada
en el plasma. La EPO presenta dos enlaces disulfuro, uno que se forma entre las
cisteinas localizadas en las posiciones 7 y 161 y el otro entre las cisteinas de las
posiciones 29 y 33 [35-36]. La expresion génica de EPO esté regulada por niveles
de oxigeno en sangre a través de la hipoxia. Los factores de transcripcion
implicados en la regulacion de la transcripcion del gen de EPO son HIF-1a, HIF-1(,
y HIF-3a, HIF-2, HNF-4 alfa, GATA-2 y NF-kB. La EPO se secreta del rifidn hacia al
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torrente sanguineo, circula hasta la médula 6sea donde es captada con la finalidad
de regular la supervivencia, proliferacion y diferenciacion de los progenitores
eritroides [37-39].

Por otro lado, el gen EPOR humano abarca mas de 6 Kb y contiene 8 exones que
codifican una proteina de 508 aminoacidos. El gen esté localizado en el cromosoma
19 en la posicién 19(p13.3-13.2) [37]. EPOR es expresado como una proteina de
66 a 78 kDa conformada por tres dominios: uno extracelular, uno transmembranal y
uno intracelular [35]. Este receptor es codificado por un solo gen dando origen a tres
isoformas diferentes: proteina transmembranal funcional (EPOR-F), proteina
truncada (EPOR-T) y proteina soluble (EPOR-S) [37].

Ademas de las células eritropoyéticas, EPOR se expresa en muchos tejidos no
hematopoyéticos, asi como en células de cancer [34,37,41]. La EPO es un factor
pleiotrépico que regula el crecimiento y supervivencia en otros tejidos incluyendo el
cerebro, tejidos cardiovasculares (endotelio, musculo y cardiomiocitos), higado,
tejidos gastrointestinales, pancreas, rifion, testiculos y 6rganos reproductores

femeninos. Ademas tiene un efecto neurotréfico y neuroprotector [42-43].

La union de EPO a su receptor induce la homodimerizacion de EPOR, promoviendo
la activacion de JAK2, el cual fosforila residuos de tirosina en el dominio
citoplasmatico de EPOR, creando sitios de acoplamiento para moléculas de
sefializacion con dominios SH2, desencadenando rutas de sefializacion rio abajo,
tales como las vias de STATS5, PI3K/Akt, MAPK y PKC, promoviendo procesos de

proliferacion y diferenciacién de células progenitoras eritroides [40].

1.5. Migracion celular y FAK

La migracion celular es fundamental para el desarrollo metastasico de las células
cancerosas [44], durante este proceso la célula debe alterar asi como modificar
proteinas de sefializacion que conducen a interacciones con la MEC, esta matriz
proporciona proporciona el sustrato, asi como una barrera de avance de la célula
[45-47].
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La migracién celular es un proceso coordinado que involucra cambios rapidos en la
dinamica de los filamentos de actina, conjuntamente con la formacién y el
desensamble de adhesiones focales [48]. Las adhesiones focales son sitios donde
las células estan en contacto con la MEC, siendo enriquecidas en integrinas y en
proteinas citoesqueléticas y de sefializacio, que incluyen talina, a-actinina, vinculina,
paxilina y cinasa de adhesion focal (FAK) [49-50]. La cinasa FAK se ha asociado al
control de la motilidad celular e invasién [51] a través de la regulacion de
invadopodios, responsables de la capacidad de las células cancerosas para
degradar e invadir a través de la MEC [52]. Diversas vias de sefializacion rio debajo
de FAK han sido implicadas en la mediacién de la promocion de la migracion
celular. Una via particularmente bien caracterizada es a través del reclutamiento y
fosforilacion de la proteina p130Cas hacia el complejo FAK / Src [53]. Ademas este
complejo puede conducir a la activacion de cascadas de sefializacion de las vias
Ras-ERK2 y Rac-JNK [48].

1.6. Invasién celular

La invasion tumoral se caracteriza por la penetracion de células cancerosas a través
de la MEC en el tejido circundante, tal proceso requiere alteraciones en la dinamica
de las adhesiones focales, junto con la degradacion proteolitica de la matriz [44]. La
capacidad de invasion requiere mdultiples pasos. Las células tumorales con
frecuencia invaden el tejido circundante cuando el tumor comienza a crecer. Un
incremento en el tamafio del tumor genera condiciones de hipoxia promoviendo una
demanda de oxigeno y nutrientes. Esto conlleva al reclutamiento de células
endoteliales hacia el interior del tumor para generar nuevos vasos sanguineos,
facilitando que las células del tumor se intravasen y viajen a través de la circulacién
sanguinea. Finalmente, las células tumorales deben detenerse en los 6rganos
distantes, extravasarse y migrar al nuevo sitio metastasico y comenzar el ciclo de

invasion nuevamente [54].

1.7. Metaloproteinasas de matriz
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Las metaloproteinasas (MMPs) son endopeptidasas dependientes de Ca?* / Zn*?,
pertenecen a una familia de enzimas que tienen como funcién principal la
degradacion de la MEC [55]. Estas endopeptidasas son capaces de regular
funciones celulares mudltiples incluyendo crecimiento celular, apoptosis,
angiogénesis, invasion, metastasis y respuesta inmune por escision de factores de
crecimiento precursores, moléculas de adhesion celular y otras proteinas bioactivas
[54]. Las MMPs pueden regular el microambiente tumoral, su expresion y activacion
aumentan en casi todos los canceres de seres humanos en comparacion con el
tejido normal y se correlaciona con el estadio tumoral avanzado, mayor invasion,

metastasis y una supervivencia mas corta [56].

La estructura basica de las MMPs es que presentan una serie de dominios: un
péptido sefial, un propéptido y un dominio catalitico carboxilo-terminal que une al
atomo de Zn*2. Sobre esta estructura basica aparecen diversas variantes: un
dominio tipo hemopexina que media la especificidad del sustrato y las interacciones
con inhibidores endégenos o un dominio transmembranal en el caso de las MMPs
asociadas a la membrana plasmatica [57]. Las MMPs son sintetizadas como
zimbégenos inactivos, que se mantienen inactivas por una interaccion cisteina-
sulfidrilo en el dominio del propéptido y el Zn*2 unido al dominio catalitico: la
activacion requiere la eliminacién proteolitica del prodominio del propeptido. La
concentracion de MMPs, especialmente de MMP-2, se considera un indicador de
metéastasis de cancer de mama. La actividad de las MMPs esta regulada por
proteinas TIMP (Inhibidores tisulares de metaloproteinasas) -1, -2, -3 y -4, que
inhiben reversiblemente a las MMPs en forma estequiométrica 1: 1 [58].

1.8. Transicién epitelio-mesénquima

La transicion epitelio-mesénquima (TEM) consiste en la transdiferenciacion de las
células epiteliales para adquirir caracteristicas morfolégicas mesenquimales, un
proceso caracterizado por la pérdida de la polaridad apico-basal, reorganizacion del
citoesqueleto de actina, asi como un cambio en los programas de sefializacién
intracelular y reprogramacion génica que definen un fenotipo migratorio e invasivo

[59]. La TEM es un proceso celular que se presenta de manera fisiolégica en el
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desarrollo del embrién, de forma coordinada y organizada, ademas involucrado en
procesos como en la cicatrizacion de heridas, regeneracion de tejidos vy fibrosis de
organos. Sin embargo, la TEM esté involucrado en la progresion tumoral donde las
células cancerosas se separan de las células periféricas y forman metéastasis a

través de la infiltracién a la sangre o sistema de circulacion linfatica [60-63].

Existen marcadores moleculares que son comunmente usados para caracterizar la
TEM. Estos incluyen mayor expresion de N-cadherina, vimentina y fibronectina, una
localizacion nuclear de B-catenina, asi como un aumento en la expresion de factores
de transcripcién como Snaill (Snail), Snail2 (Slug), Twist, EF1/ ZEB1, SIP1/ ZEB2
y /0 E47 y NF-kB. El incremento en la expresion de estos factores de transcripcion
favorecen una represion génica de marcadores epiteliales como E-cadherina,

desmoplaquina, citoqueratinas y ocludinas [59,64-65].

1.9. Cadherinas

El epitelio normal presenta contactos célula-célula estrechamente regulados y
localizados para un adecuado desarrollo y funcion de las estructuras epiteliales.
Estos contactos celulares limitan la capacidad de las células epiteliales para
moverse o migrar. Se ha propuesto que las células tumorales epiteliales pierden
esta restriccion durante los ultimos pasos del proceso de tumorigénesis [66]. Una
caracteristica de las células epiteliales y mesenquimales es la expresion diferencial
de proteinas como cadherinas, que son una familia de proteinas de adhesion que
se divide en subclases que muestran diferentes patrones de distribucién en tejidos,
siendo las mejor descritas E-cadherina, N-cadherina y P-cadherina. Estas proteinas
transmembranales se caracterizan por contener un dominio extracelular con cinco
dominios de unién a Ca?* [67]. Una proteina prominentemente asociada con la
invasion tumoral, la diseminacion metastasica y un pobre pronostico del paciente es
la molécula de adhesion de células epiteliales E-cadherina. Existen reportes que
indican que la pérdida de E-cadherina promueve la metastasis [68], ya que la
expresion de E-cadherina se regula negativamente o se pierde en los tumores
epiteliales de varios tejidos, incluidos estdmago, colon, cabeza y cuello, vejiga,

prostata y mama [69]. Por otro lado se ha reportado que durante el desarrollo
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tumoral hay una ganancia de expresion de otra molécula de adhesiéon, N-cadherina,
gue se asocia con un mayor potencial invasivo. N-cadherina esta regulada
positivamente en lineas célulares de céncer de mama invasivas y menos

diferenciadas que carecen de la expresion de E-cadherina [70].

II. JUSTIFICACION

La anemia es un padecimiento implicado en cancer de mama y con el propésito de
contrarrestar el estado anémico, se ha utilizado la EPO como tratamiento. Sin
embargo, reportes clinicos demuestran que la EPO promueve la progresion tumoral
en pacientes con cancer de mama. Hasta el momento, el mecanismo molecular por
el cual EPO desencadena estos efectos no se ha dilucidado a detalle, por tal motivo

resulta importante evaluar su participacion en la progresion tumoral.

. HIPOTESIS

La EPO inducira la capacidad de migracion y/o invasion en las lineas celulares de

cancer de mama.

V. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el papel de la EPO en procesos de migracion e invasion en células de

cancer de mama invasivas y no invasivas.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS
o Analizar el efecto de la EPO en procesos de migracién y/o invasion en las
lineas celulares MDA-MB-231 y MCF7.

o Evaluar la activacion de proteinas implicadas en procesos de migracion

celular como FAK y Src.
o Evaluar marcadores de transicion epitelio-mesénquima en células MCF7.

o Evaluar el efecto de EPO sobre la expresion diferencial de genes.
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VI. MATERIAL Y METODOS

La eritropoyetina humana recombinante (EPO) fue obtenida de Probiomedic
(México). El anticuerpo anti-E-cadherina 67A4, anti-N-cadherina 13A9, anti-Cinasa
de adhesion focal (FAK) C-20, anticuerpos fosfoespecificos anti-Y397 de FAK (anti-
p-FAK) fueron obtenidos de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz,CA). Anticuerpo

anti-actina fue proporcionado por el Dr. Manuel Hernandez (Cinvestav-IPN).
Cultivo Celular

Se utilizaron las lineas celulares de cancer mamario MDA-MB-231 (invasivas) y
MCF7 (no invasivas). Estas células fueron cultivadas en medio Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM), suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 5%, 3.7 g/l de
bicarbonato de sodio y una mezcla de antibiéticos en una atmésfera al 5% de CO:2
y 95% de aire a 37°C.

Estimulacion celular con EPO y obtencién de proteinas totales

Una vez que las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF7 alcanzaron un 95% de
confluencia, fueron ayunadas por 24 h para la linea celular MDA-MB-231 y 18 h
para la linea celular MCF7. Posterior a este tiempo, las células fueron lavadas con
solucion PBS (Kz2HPO4 10 mM, NaCl 150 mM, con pH 7.2-7.4). Fueron estimuladas
con 5 Ul/mL de EPO a diferentes tiempos. Con la finalidad de obtener los extractos
totales de proteinas, una vez concluido el tiempo de estimulo, las células fueron
lisadas con 400 pL de solucion RIPA (HEPES 50 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, EGTA
1 mM, NasVOs 1 mM, NaF 100 mM, NasP207 10 mM, glicerol 10 %, Triton X-100 1
%, desoxicolato de sodio 1 %, MgClz 1.5 mM, SDS 0.1 % y PMSF 1 mM) a 4° C.
Los lisados fueron centrifugados a 12,000 rpm por 10 minutos a 4° C y el
sobrenadante fue colectado. La cuantificacion de proteinas fue realizada mediante

el método de micro-Bradford.
Inmunodeteccion (Western blot)

Proteinas totales de cada muestra (40 pg) fueron separadas por electroforesis en

geles de SDS-PAGE 10% y fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa.
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Posteriormente, la membrana fue blogueada con leche semidescremada al 5% en
PBS/Tween 20 al 0.1% a temperatura ambiente durante 1 h. Adicional a esto, la
membrana fue incubada toda la noche a 4° C con el anticuerpo correspondiente.
Una vez terminada la incubacion la membrana fue lavada tres veces por 5 minutos
con PBS/Tween 20 al 0.1% e incubada con anticuerpo secundario acoplado a
peroxidasa de rdbano (HRP) por 2 h. Finalmente, las bandas de interés se
detectaron por autorradiografia usando un reactivo quimioluminicente. Las bandas
fueron analizadas por densitometria usando el programa ImageJ (NIH, USA) y el
promedio de la intensidad media de fluorescencia se graficé con el programa

GraphPad Prism version 6.0.
Ensayo de migracion mediante cierre de herida (scratch)

El efecto de EPO sobre la migracion en las células MDA-MB-231 y MCF7 fue
evaluado mediante un ensayo de cierre de herida. Brevemente, células fueron
cultivadas en cajas de 35mm, hasta un 95% de confluencia, las células MDA-MB-
231 fueron ayunadas por 24 h y células MCF7 por 18 h. Posteriormente, las células
fueron incubadas con mitomicina C a una concentracién de 12 yuM por 2 h previo al
estimulo. Después se realiz6 una rayadura sobre la monocapa con la punta de una
pipeta estéril de 200 pL, las células se lavaron 3 veces con PBS. Diferentes
concentraciones de EPO (1, 3, 5, 7, 10 Ul/mL) se afadieron a las cajas, 48 h
después del estimulo, las células fueron fijadas con paraformaldehido al 4% por 15
minutos y tefiidas con cristal violeta al 0.1% por 20 minutos. Al término de la tincion
la migracion celular fue analizada mediante el programa ImageJ (NIH, USA) vy el
promedio de la intensidad media de fluorescencia se grafic6 con el programa

GraphPad Prism versién 6.0.
Ensayo de invasion (Camaras de Boyden)

El ensayo de invasion se llevo a cabo en camara de Boyden BD® la cual contiene
insertos con poros de 8 um de diametro. Células MDA-MB-231 fueron crecidas a
confluencia y ayunadas por 24 h, se sembraron aproximadamente 100,000 células
en la parte superior de cada inserto, previamente recubiertos con matrigel a una

concentracion de 3 mg/mL en un volumen de 50 uL. En la parte inferior del pozo en
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la camara de Boyden, se colocé el estimulo con concentraciones crecientes de
EPO. Células fueron incubadas por 48 h a 37° C en una atmoésfera de 5% de CO2.
Con la finalidad de remover células en la parte superior del inserto que no fueron
capaces de invadir, se retir6 el matrigel con un hisopo de algodén y posteriormente
las células que lograron invadir fueron fijadas con paraformaldehido al 4% por 15
minutos y tefiidas con cristal violeta 0.1%, seguido de tres lavados con PBS. Las
membranas fueron colocadas en 200 pL de acido acético 10% y cada muestra fue
analizada por absorbancia a 600 nm. Los resultados de las absorbancias fueron
analizados utilizando el programa GraphPad Prism version 6.0. y representa la

media y desviacion estandar de tres experimentos independientes.
Zimografia en gelatina

Células MDA-MB-231 fueron ayunadas por 24 h, posterior a este tiempo, células
fueron estimuladas con concentraciones crecientes de EPO por 48 h. El medio
condicionado fue recolectado y concentrado por centrifugaciéon en tubos Amicon
(Merck Millipore) por 2 h a 2500 rpm a 4°C. Los geles se prepararon a una
concentracion de 8% de poliacrilamida con 1 mg/mL de gelatina. Después de la
electroforesis, los geles fueron lavados 3 veces con tritdn 2.5% durante 30 minutos
y se incubaron en solucion de incubacion (Tris 0.050 M, CaCl2 10 mM, NaCl 150
mM, pH 7.4) durante 24-48 h a 37° C. Los geles fueron teflidos con solucion de Azul
brillante de Coomassie R250 (50% de metanol y 10% de &cido acético) en agitacion
suave, los geles fueren destefiidos con una solucién decolorante (50% de metanol
absoluto, 10% de acido acético y 40% de H20O bidestilada). Los geles fueron

escaneados y analizados cualitativamente.
Expresion génica por microarreglos

Células MCF7 fueron ayunadas por 18 h y estimuladas con 5 Ul/mL de EPO por 1.5
y 9 h. El ARN total de cada condicién fue aislado mediante el kit comercial RNeasy
(QIAGEN), segun las instrucciones del fabricante. La calidad e integridad del ARN
fue analizado en la Unidad de Alta Tecnologia (UAT) del Instituto Nacional de
Medicina Genomica (INMEGEN). Una vez realizada la validacion, las muestras

fueron analizadas por microarreglos utilizando el Genechip Human Transcriptome
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Array 2.0. Para obtener los resultados de los genes diferencialmente expresados
de los microarreglos, se utilizo el programa TAC (Transcriptome analysis console)
de Affymetrix.

VII. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el programa GraphPad Prism 6.
Cada experimento fue repetido al menos tres veces. Se aplicé ANOVA de una via
para realizar comparaciones de grupos multiples. Un valor de probabilidad (p) <0.05

se consider6 estadisticamente significativo.

VIIl. RESULTADOS

Reportes clinicos indican una fuerte asociacion entre EPO y la progresion tumoral
[31]. Uno de los procesos clave en esta progresion, es la migracion celular. Debido
a esto, se analizo si el estimulo con EPO es capaz de promover migracion en la
linea celular MDA-MB-231 mediante el ensayo de cierre de herida. Las células
MDA-MB-231 fueron ayunadas por 24 horas, posterior al tiempo de ayuno, fueron
estimuladas con EPO a diferentes concentraciones (1, 3, 5, 7 y 10 Ul/mL) por 48
horas. Los resultados muestran que EPO induce migracion celular en las

concentraciones de 3, 5y 7 Ul/ml (Fig.1)

A)

CTL 1 3 5 7 10 5%SFB

EPO Ul/mL
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Figura 1. EPO promueve migracion en la linea celular MDA-MB-231. A) Imagenes
representativas del ensayo de cierre de herida. B) Analisis cuantitativo de la migracion
celular a diferentes concentraciones de EPO (1, 3, 5, 7, 10 Ul/ml). El ensayo de cierre de
herida se determind mediante el programa ImageJ (NIH, USA). Los datos son
representativos de tres experimentos independientes y el analisis fue realizado en el
programa GraphPad Prism version 6.0. *p<0.05, **p<0.01.

El proceso de migracion celular es regulado por la activacion espacio-temporal de
proteinas especificas. Una proteina bien estudiada en este proceso es FAK, por
ello fue evaluado el efecto de la EPO sobre la fosforilacién de FAK (Y397) que indica
la activacion de FAK en la linea celular MDA-MB-231. Células MDA-MB-231 fueron
ayunadas por 24 h, debido a que se encontré un mayor efecto sobre la migracion
con una concentracion de 5 Ul/mL, las células fueron estimuladas con 5 Ul/mL de
EPO a diferentes tiempos. Al término del estimulo las células fueron lisadas con la
finalidad de obtener los extractos totales y éstos fueron analizados mediante el
ensayo de western blot. Utilizando un anticuerpo especifico anti P-FAK (Y397)
fueron observados dos puntos de fosforilacion a los 5 y 15 minutos posterior al

estimulo (Fig.2).
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Figura 2. EPO induce la activacion de FAK en la linea celular MDA-MB-231. A) Imagen
representativa del ensayo de western blot usando lisados totales de células MDA-MB-231
estimuladas con EPO (5 Ul/mL) a diferentes tiempos (5, 10, 15, 20, 30, 60 min.). Se utiliz6
un anticuerpo anti P-FAK (Y397) y como controles de carga se usaron los anticuerpos anti-
FAK, y anti-actina. B) Analisis cuantitativo de los niveles de proteina de P-FAK (Y397) tras
la estimulacién con 5 Ul/mL de EPO a diferente tiempo. La grafica muestra el analisis
estadistico de tres experimentos, el cual se realizé con el programa ImageJ y GraphPad
Prism version 6.0. *p<0.05, *P<0.01, ****P<0.0001.

26



Para investigar si EPO tiene un efecto en la invasion celular, se realizaron ensayos
de invasion celular en camara de Boyden modificada con matrigel. Las células MDA-
MB-231 fueron ayunadas por 24 h. Posterior al ayuno, las células fueron colectadas
y se colocaron 100,000 células en cada condicién en la parte superior del inserto de
la camara de Boyden y en la parte inferior fue colocado el estimulo de EPO a
concentraciones de 5y 7 Ul/mL ya que estas concentraciones se han reportado que
inducen una mayor invasion celular [96]. Los resultados obtenidos indican que EPO
induce invasion estadisticamente significativa a la concentracion de 7 Ul/mL con
respecto al control (Fig.3). Los resultados anteriores demuestran que EPO induce

invasion en células MDA-MB-231.
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Figura 3. EPO promueve invasién en la linea celular MDA-MB-231. Los ensayos de
invasién fueron realizados en camara de Boyden modificada con matrigel. La grafica
muestra el andlisis estadistico de tres experimentos independientes y los resultados fueron
analizados mediante el programa GraphPad Prism version 6.0. *p<0.05.

27



Se ha descrito que la secrecion de MMPs desempefia un papel importante en la
progresion tumoral en especial las MMPs 2y 9 [58], por tal motivo decidimos evaluar
el papel de la EPO en la secrecién de gelatinasas (MMPs 2 y 9). Células MDA-MB-
231 fueron ayunadas por 24 horas y estimuladas con diferentes concentraciones de
EPO (1, 3, 5, 7, 10 Ul/mL) por 48 h. El medio condicionado fue colectado vy
posteriormente se realizaron ensayos de zimografia (Fig.4). Los resultados indican,
una mayor secrecion de MMPs 2 y 9 de manera independiente de la concentracion

de EPO en comparacién con el control a excepcién de la concentracion de 10 Ul/mL.

EPO Ul/mL

CTL 1 3 5 7 10 PDB

92 KDa MMP-9

72 KDa MMP-2

Figura 4. EPO induce secrecion de gelatinasas en células MDA-MB-231.
Zimograma representativo de tres experimentos independientes utilizando
concentraciones crecientes de EPO (1, 3, 5, 7y 10 Ul/mL) a un tiempo de 48 horas.
Células MCF7 tratadas con PDB fueron utilizadas como control positivo de la
secrecion de MMPs 2 y 9. Las bandas blancas representan la actividad gelatinolitica
de las MMPs y es representativo de tres experimentos independientes.

Por ensayo de cierre de herida fue evaluado si el estimulo con EPO es capaz de
promover migracion celular en la linea celular MCF7 o si especifica para la linea
celular MDA-MB-23. Las células MCF7 fueron ayunadas por 18 horas. Posterior al
tiempo de ayuno, las células fueron estimuladas con EPO a diferentes
concentraciones (1, 3, 5, 7 y 10 Ul/mL). Los resultados muestran que EPO induce

migracion celular en las concentraciones de 3, 5y 7 Ul/mL (Fig.5)
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Figura 5. EPO promueve migracion en la linea celular MCF7. A) Imagenes
representativas del ensayo de cierre de herida. B) Andlisis cuantitativo de la
migracion celular a diferentes concentraciones de EPO (1, 3, 5 7, 10 Ul/mL). El
ensayo de cierre de herida se determiné mediante el programa ImageJ ImageJ (NIH,
USA). Los datos son representativos de tres experimentos independientes los
cuales fueron analizados mediante el programa GraphPad Prism versién 6.0.
*p<0.05, *p<0.01, ****P<0.0001.

Dado que la linea celular MCF7 aun conserva algunas caracteristicas epiteliales, se
evalué el efecto de EPO sobre proteinas involucradas en adhesion celular tales
como la E-cadherina y N-cadherina ya que se ha demostrado que EPO regula

negativamente la expresion de E-cadherina y positivamente la expresion de N-
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cadherina [96]. Células MCF7 fueron ayunadas por 18 h. Posterior al ayuno, las
células fueron estimuladas con 5 Ul/mL de EPO a diferentes tiempos (0.25, 0.5, 1,
3, 6 y 9 h), al término del estimulo las células fueron lisadas con la finalidad de
obtener los extractos totales y éstos fueron analizados mediante el ensayo de
western blot. Utilizando un anticuerpo especifico anti-E-cadherina observamos un
decremento en su expresion a los tiempos de 0.25, 6 y 9 h (Fig. 6). Por otro lado se
evalué N-cadherina. Utilizando un Ab especifico anti-N-caherina se observd un

incremento en su expresion a las 6 h después del estimulo con EPO (Fig. 7).
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Figura 6. EPO induce un decremento en la expresiéon de E-cadherina. A) Imagen
representativa del ensayo de western blot usando lisados totales de células MCF7
estimuladas con EPO (5 Ul/mL) a diferentes tiempos (0,25, 0.5, 1, 3, 6, 9 h). Se utiliz6 un
anticuerpo anti-E-cadherina y como control de carga se us6 un Ab anti-actina. B) Analisis
cuantitativo de los niveles de proteina de E-cadherina tras la estimulacién con 5 Ul/mL de
EPO a diferentes tiempos. La grafica muestra el andlisis estadistico de tres experimentos,
el cual se realizé con el programa ImageJ y GraphPad Prism versién 6.0. *p<0.05, **P<0.01.
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Figura 7. EPO induce un incremento en la expresion de N-cadherina. A) Imagen
representativa del ensayo de western blot usando lisados totales de células MCF7
estimuladas con EPO (5 Ul/mL) a diferentes tiempos (0,25, 0.5, 1, 3, 6, 9 h). Se utiliz6 un
Ab anti-N-cadherina y como control de carga se usé un Ab anti-actina. B) Andlisis
cuantitativo de los niveles de proteina de N-cadherina tras la estimulacién con 5 Ul/mL de
EPO a diferentes tiempos. La grafica muestra el andlisis estadistico de tres experimentos,
el cual se realiz6 con el programa ImageJ y GraphPad Prism versién 6.0. *p<0.05.

Debido a que se encontré que EPO induce una desregulacién en proteinas como
E-cadherina (marcador de fenotipo epitelial) y N-cadherina (marcador de fenotipo
mesenquimal), se evaluo si la EPO es capaz de inducir una expresion diferencial de
genes por medio de microareglos en la linea celular MCF7. Las células MCF7
fueron ayunadas por 18 h, posterior al ayuno se realiz6 el estimulo con EPO a una
concentracion de 5 Ul/mL a las 1.5y 9 h. EI ARN total se extrajo mediante el kit
RNeasy (QIAGEN). La UAT del INMEGEN se encarg6 de evaluar la calidad e
integridad del ARN obtenido. Posterior a la evaluacién del ARN, se realizaron los
ensayos de microarreglos utilizando los microarreglos GeneChip™ Human

Transcriptome Array 2.0. Los cuales analizan 245,349 transcritos codificantes y

31



40,914 no codificantes. El analisis fue realizado utilizando el programa TAC
(Transcriptome Analysis Console) de Affymetrix en el cual se realizO una
representacion de genes segun su expresion diferencial y significatividad estadistica
en una grafica de volcan tomando en cuenta los genes que tuvieron dos o mas
veces de cambio (fold change) con respecto al control con una significancia
estadistica de p<0.05. Los resultados obtenidos del estimulo con EPO a un tiempo
de 1.5 h muestran un total de 32 ID desregulados, de los cuales 11 se encontraban
sobreexpresados (8 corresponden a genes reportados) y 21 subexpresados (6
corresponden a genes reportados) (Fig.8A y B). Por otro lado los resultados del
estimulo con EPO a un tiempo de 9 h demostré un total de 26 ID desregulados, 14
se observaron sobrexpresados (7 corresponden a genes reportados), mientras que
12 se observaron subexpresados (2 corresponden a genes reportados). Se
realizaron los mapas de calor correspondientes a cada condicion (1.5 y 9 h),
mostrando en color rojo los genes sobreexpresados y en color verde los genes
subexpresados (Fig. 8C y D). Finalmente se realiz6 un listado tanto de genes
sobreexpresados y subexpresados a los tiempos de 1.5 (Fig. 9) y 9 h (Fig.10). Por
medio del ID se realiz6 una basqueda en la base de datos de NCBI (Nacional Center
for Biotechnology Information) y se encontraron algunos genes desregulados
involucrados con el proceso de transicidn epitelio-mesénquima, proliferacion,

diferenciacion y supervivencia celular.
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Figura 8. Andlisis de la expresion genética global del tratamiento con EPO en la linea
celular MCF7. Gréfica de volcan que representa la expresiéon diferencial de los genes de
acuerdo a su significancia estadistica a los tiempos de A) 1.5 hy B) 9 h. El mapa de calor
representa los cambios en la expresion genética después del tratamiento con EPO a C) 1.5
hy D)9 h, el color verde representa una expresion genética reducida mientras que el color
rojo una expresion incrementada. Las imagenes muestran tres experimentos
independientes con una significancia de p<0.05.
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Sobreexpresados Subexpresados

Figura 9. Genes desregulados después de la estimulaciéon con EPO al tiempo de 1.5 h.
Listado de genes sobreexpresados en color rojo y en color verde los genes subexpresados
respecto a una intensidad de referencia.

Sobreexpresados Subexpresados

Figura 10. Genes desregulados después de la estimulacion con EPO al tiempo de 9 h.
Listado de genes sobreexpresados en color rojo y en color verde los genes subexpresados
respecto a una intensidad de referencia.
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IX. DISCUSION

La anemia es un trastorno frecuente en pacientes con cancer, se asocia de forma
independiente con tiempos de supervivencia mas cortos [26]. La incidencia de
anemia aumenta con la progresion de la enfermedad y la edad de los pacientes [71],
se asocia con fatiga, dificultad respiratoria, dolor de cabeza, mareos, depresion,
pérdida de apetito y trastornos del suefio, por lo tanto, afecta la calidad de vida [72-
73]. La anemia en pacientes con céncer tiene origen multifactorial, puede ser
inducida por el tratamiento con agentes quimioterapéuticos y radiacion, pérdida de
sangre, déficit nutricional o hemdlisis [22,74]. Por lo tanto, el tratamiento éptimo de
la anemia parece ser un componente critico del tratamiento del cancer [26]. La EPO
aumenta significativamente los niveles de Hb, disminuye los requerimientos de
transfusion y mejora significativamente la calidad de vida de los pacientes [33]. Por
otro lado, estudios recientes sugieren que EPO puede aumentar el riesgo de
progresion tumoral y disminuir la supervivencia en pacientes con cancer de mama
[75] ya que activa diferentes vias de sefializaciéon, dando como resultado la
proliferacion y supervivencia de la célula cancerosa [76]. Se ha demostrado que
EPO promueve la progresion tumoral en modelos murinos inyectados con células
cancerosas mamarias y activa la via de sefalizacion de JAK2/STATS [77-78].
Ademas se ha reportado que activa otras vias de supervivencia celular como
PISK/AKT, Ras/ERK1/2, bcl-xI [79-81]. La expresion de EPO / EPOR esta regulada
por estrégeno y / o progesterona [82], resulta interesante evaluar el comportamiento
de una linea celular de cancer de mama triple negativo para los receptores ER-, PR-
, HER2- como es la linea celular MDA-MB-231 y una linea celular positiva a ER+,
PR+ como la linea celular MCF7. Hasta el momento, el mecanismo molecular por
el cual EPO desencadena estos efectos no se ha dilucidado a detalle, por tal motivo
resulta importante evaluar su participacion en la progresion tumoral. El objetivo
principal de este trabajo fue evaluar si la eritropoyetina estaba involucrada en
procesos de migracion e invasion en células de cancer de mama tanto metastasicas
y no metastasicas (MDA-MB-231 y MCF7).
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La metastasis tumoral consiste en una serie de procesos biolégicos que mueven las
células tumorales a una ubicacion distante. Las células tumorales deben invadir el
tejido que rodea el tumor primario, ingresar al torrente linfaticos o sanguineo,
sobrevivir y eventualmente extravasarse en un nuevo tejido y crecer en el nuevo
sitio [83-84]. Se ha reportado que la activacion del EPOR puede mejorar la
migracion en células de cancer de mama [85] por lo tanto para establecer el
potencial de la EPO en procesos metastasicos se determind, en primera instancia
la migracién celular. Se encontr6 que la EPO es capaz de inducir una migracién
celular en las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF7 a las concentraciones de 3, 5
y 7 Ul/ml con un mayor efecto a las 5 Ul/mL, por este motivo se decidié continuar

los siguientes experimentos con esta concentracion.

La union de las integrinas a la MEC induce la agrupacion de ellas en las adhesiones
focales lo que permite la transmision bidireccional de sefiales mecanicas y
bioguimicas a través de la membrana plasmatica para regular una variedad de
funciones celulares, incluida la adhesién, migracion, supervivencia, crecimiento y
diferenciacion [86]. La cinasa FAK es una proteina citoplasmica no receptora que
controla una serie de vias de sefalizacion celular, que incluyen proliferacion,
propagacion celular, motilidad, angiogénesis, invasion y supervivencia. La cinasa
FAK se sobreexpresa en muchos tipos de tumores, incluidos los tumores de cancer
de mama [87]. La cola citoplasmica de las integrinas b (b1, b3 y b5) facilita la
autofosforilacion de FAK en Y397. La autofosforilacion en Y397 es un evento clave
para la funcién biologica de FAK, ya que crea un sitio de union de alta afinidad para
proteinas con dominios SH2, incluidas las quinasas de la familia Src (c-Src, Fyn)
[88-90], las quinasas de la familia Src fosforilan otros sitios de FAK en otros residuos
de tirosina Y576 y Y577, y esto aumenta la actividad FAK [91-93].

Debido a que FAK juega un papel importante en la progresion tumoral, es de nuestro
interés evaluar su activacion, por lo tanto se evalud la fosforilaciéon de FAK en Y397
tras la estimulacion con EPO. Se encontr6 que EPO indujo una fosforilacion de FAK
en Y397 en la linea celular MDA-MB-231 a los 5 y 15 minutos después de

tratamiento con EPO lo que sugiere su participacion en el ensamblaje y des
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ensamblaje de contactos focales a un corto tiempo lo que le confiere a la célula

capacidad de migracion.

La metéstasis es la principal causa de letalidad del cancer; 90% de las muertes por
tumores solidos se pueden atribuir a diseminacion metastasica [94]. La migracion e
invasion de las células a tejidos adyacentes e intravasacion a vasos sanguineos o
linfaticos son necesarios para la metastastasis, las células cancerosas adquieren
una fenotipo asociado con una mayor expresion de varios genes implicados en la
motilidad celular; esto permite que las células cancerosas respondan a las sefiales
del microambiente que desencadenan la invasion tumoral [95]. Durante el proceso
de metastasis existen cambios en la adherencia de la célula tumoral a la matriz
extracelular, degradacién proteolitica del tejido circundante y cambios en la
motilidad para impulsar fisicamente a las células tumorales a través del tejido.
Debido a lo anterior se decidi6 evaluar la capacidad de invasion celular de la linea
celular MDA-MB-231 en un ensayo de invasion en camara de boyden modificada
con matrigel simulando con este altimo la matriz extracelular. Se realiz6 este ensayo
con concentraciones de 5y 7 Ul/mL ya que se ha reportado que EPO a estas
concentraciones es capaz de inducir invasion celular en una linea celular de epitelio
mamario MCF10A [96]. Se encontré que las células MDA-MB-231 tienen una mayor
capacidad de invadir a una concentracion de 7 Ul/mL y no a la de 5 Ul/mL en el
caso de la migracion celular, lo que indica que se podrian estar activando diferentes
vias de sefializacion celular involucradas en invasion celular a una concentracion
de 7 Ul/mL. Es importante considerar que estos experimentos se realizaron en
células MDA-MB-231 con un potencial metastasico por lo tanto demostramos

fuertemente que EPO exacerba esta capacidad.

Durante el proceso de migracioén e invasion celular existen cambios en la adherencia
de la célula tumoral a la matriz extracelular, organizacién de sus componentes,
degradacion proteolitica del tejido circundante a través de la produccion de MMPs.
Las MMPs son una familia de endopeptidasas neutras dependientes de Zn?* que se
han asociado con la invasion de células tumorales y migracién debido a su

capacidad para hidrolizar varios componentes de la MEC [97]. La MEC es una red
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compleja compuesta de componentes proteicos, incluidos los colagenos y elastina,
glicoproteinas tales como laminina, fibronectina y nidogen, asi como varios
proteoglicanos y glicosaminoglicanos, que juntos construyen la arquitectura de las
membranas basales e intersticiales [98]. Las MMPs contribuyen sustancialmente a
otros pasos en la cascada metastasica, como angiogénesis, diferenciacion,
proliferacion, y apoptosis [63,99-100]. Las MMPs o gelatinasas, incluyen las MMP 2
(gelatinasa A) y MMP 9 (gelatinasa B), ambas tienen la habilidad para degradar el
coldgeno 1V, coldgenos I, V y X y laminina 5 [101-103]. Los niveles elevados de
MMPs 2 y/o MMPs 9 se encuentran asociados en el cAncer de mama y su expresion
y actividad a menudo se asocian con agresividad tumoral y un mal prondstico de los
pacientes con cancer [104-105], debido a ello se evalué el efecto de EPO en la
secrecion de MMP 2 y 9 en la linea celular MDA-MB-231. Se encontré que el
estimulo de EPO induce un incremento en la secrecion de MMPs a concentraciones
de 1, 3, 5y 7. Estos datos apoyan fuertemente el efecto de EPO en células de

cancer de mama para promover invasion.

En TEM la plasticidad epitelial y la adquisicion de propiedades invasivas sin un
compromiso total a un fenotipo mesenquimal son criticos en el desarrollo,
especialmente durante la morfogénesis de ramificacion en la glandula mamaria
[106], pero también en procesos de metéastasis, las células epiteliales adquieren el
fenotipo similar a fibroblastos y muestran una adhesion intercelular reducida y
movilidad mejorada [107-108]. La TEM desencadena la desestabilizacion
secuencial de uniones adhesivas célula-célula y maquinaria reguladora que controla
la polaridad celular [109]. Las uniones adherentes se ensamblan en varios pasos
secuenciales, después de una etapa de dimerizacion lateral, la union homofilica de
cadherinas entre células adyacentes genera una adhesion débil. Se requiere la
formacion de un complejo que involucre al Ca?*, cateninas y otras moléculas que se
unen al citoesqueleto de actina para obtener una fuerte adhesion, una forma de
reducir la fuerza de la célula es la disminucion de la cantidad de proteina E-

cadherina, este evento se ha reportado en varios tipos de cancer [110-111].
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Se evaluaron proteinas involucradas en TEM como la desregulacion de una proteina
de fenotipo epitelial (E-cadherina) y una proteina de fenotipo mesenquimal (N-
cadherina). En general, se encontrd que la EPO es capaz disminuir la expresion de
E-cadherina a los 15 minutos, 6 y 9 horas y por otro lado un incremento de N-
cadherina a las 6 horas, existen reportes que indican que durante TEM se pierde la
expresion de la proteina E-cadherina, mientras que se induce la expresion de la
proteina N-cadherina, un proceso también conocido como el recambio de
cadherinas [112- 113].

Por supuesto son muchas interrogantes las que surgen en base al planteamiento
anterior, una en particular es ¢cudl es el efecto de la EPO sobre la expresion
diferencial de genes?, un modelo propuesto para explicar esta interrogante es un
analisis de la expresion genética por medio de microarreglos. En general se
encontré que existe una desregulacion en genes tras el estimulo con EPO, algunos
de ellos estan involucrados en la TEM y algunos otros en viabilidad, proliferacién,
supervivencia celular, sin embargo hace falta de un analisis mas robusto para una

mayor comprension de estos resultados.

X. CONCLUSION

El estimulo con eritropoyetina incrementa la migracion e invasion en células de
cancer de mama metastasicas MDA-MB-231. Por otro lado, eritropoyetina
promueve la adquisicion de un fenotipo mesenquimal en células de cancer de mama
no metastasis MCF7, induciendo un proceso de migracion celular, asi como
incrementando la expresion del marcador mesenquimal N-cadherina y regulando
negativamente la expresion del marcador epitelial E-cadherina. Finalmente, EPO
induce una desregulaciéon en la expresion de genes en la linea celular MCF7. En
conclusién, nuestros datos sugieren que EPO patrticipa en la progresion tumoral en

células de cancer de mama.
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