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RESUMEN

Estudios epidemioldgicos sugieren fuertemente una asociacion entre altos niveles
de ingesta de grasas en la dieta y un riesgo incrementado de desarrollar cancer de
mama. El acido linoleico (AL) es un acido graso poliinsaturado esencial omega-6 y
el principal &cido graso en las dietas occidentales. En células de cancer de mama,
el acido linoleico induce expresion del inhibidor-1 del activador de plasminégeno,
proliferacion, migracion e invasion. Fascina es una proteina globular entrecruzadora
de actina que genera haces de actina hechos de filamentos paralelos de actina, los
cuales participan en la formacion y estabilidad de microespiculas, fibras de estrés,
lamelipodios y filopodios. Sin embargo, el papel de fascina en la migraciéon e
invasion inducida por AL en células de cancer de mama MDA-MB-231 aln no ha
sido estudiado. En este trabajo demostramos que el AL induce un incremento de la
expresion de fascina en células MDA-MB-231 y células epiteliales mamarias no
tumorales MCF12A. Particularmente, el AL induce la formacion de filopodios y
lamelipodios y la localizacion de fascina en estas estructuras de actina en células
de cancer de mama MDA-MB-231. Sin embargo, AL solo induce la formacién de
microespiculas y la localizacion de fascina en estas estructuras de actina en células
epiteliales mamarias no tumorigénicas MCF12A. Ademas, el AL induce migracion,
invasion, y secrecion de metaloproteinasa-9 de matriz a través de una via
dependiente de fascina en células MDA-MB-231. En resumen, nuestros hallazgos
demuestran que fascina es requerida para la migracion e invasion inducida por AL

en células de cancer de mama MDA-MB-231.
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ABSTRACT

Epidemiological studies strongly suggest an association between high levels of
dietary fat intake and an increased risk of developing breast cancer. Linoleic acid
(LA) is an essential omega-6 PUFA and the major fatty acid in occidental diets. In
breast cancer cells, LA induces expression of plasminogen activator inhibitor-1,
proliferation, migration, and invasion. Fascin is an actin crosslinker globular protein
that generates actin bundles made of parallel actin filaments, which mediate
formation and stability of microspikes, stress fibers, membrane ruffles, and filopodia.
However, the role of fascin in migration and invasion induced by LA in MDA-MB-231
breast cancer cells remains to be studied. We demonstrate here that LA induces an
increase of fascin expression in MDA-MB-231 and MCF12A mammary epithelial
cells. Particularly, LA induces the formation of filopodia and lamellipodia and the
localization of fascin in these actin structures in MDA-MB-231 breast cancer cells.
However, LA only induces formation of microspikes and the localization of fascin in
these actin structures in mammary non-tumorigenic epithelial cells MCF12A. In
addition, LA induces migration, invasion, and matrix metalloproteinase-9 secretion
through a fascin-dependent pathway in MDAMB-231 cells. In summary, our findings
demonstrate that fascin is required for migration and invasion induced by LA in MDA-

MB-231 breast cancer cells.
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1.0 INTRODUCCION

1.1 CANCER

Cancer es un término genérico para un gran grupo de enfermedades que pueden
afectar a cualquier parte del cuerpo, otros términos utilizados son neoplasias y
tumores malignos. Una de las caracteristicas que define el cAncer es la generacion
rapida de células anormales que crecen mas alla de sus limites normales y pueden
invadir zonas adyacentes del cuerpo y propagarse a otros 6rganos, €ste proceso se
conoce como metastasis. El cancer es la principal causa de muerte en el mundo, lo

que represento 8,8 millones de muertes en 2015 [1].

1.1.1 Estructura del tejido mamario

La glandula mamaria estd compuesta de células epiteliales ductales, células
epiteliales alveolares productoras de leche, embebidas en tejido conectivo estromal
y la almohadilla de grasa mamaria [2]. El epitelio mamario es una estructura
compuesta de dos capas de células epiteliales. La capa continua interior contiene
células epiteliales luminales y la capa exterior de células mioepiteliales. La bicapa
epitelial es polarizada; la capa apical (células epiteliales luminales) se encuentra
formando el lumen de los conductos y los alvéolos, y la capa basal (células
mioepiteliales) esta en estrecho contacto con una membrana basal (MB) rica en
laminina y colagena tipo IV. El epitelio mamario esta inserto en el estroma mamario,
lo que representa mas del 80% del volumen total del seno, el cual esta constituido
por tejido graso, tejido conectivo denso interlobular e intralobular y vasos
sanguineos [3]. En el seno humano normal solo un 20% de las células luminales se
encuentran en contacto con la lamina basal y el resto esta en contacto directo con
las células mioepiteliales. La relacion precisa que existe entre las células epiteliales
luminales y las células mioepiteliales, asi como el origen de esas células se
desconoce, pero se ha demostrado que una porcion de las células epiteliales
luminales al ser cultivadas en medios de cultivo apropiados dan lugar a células
mioepiteliales, pero las células mioepiteliales no dan lugar a células epiteliales

luminales [4].
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1.1.2 Cancer de mama

Es una proliferacion maligna de células epiteliales que reviste los ductos o I6bulos
de las glandulas mamarias. La enfermedad es heterogénea, se forma dentro de los
ductos de la mama o I6bulos, siendo sugerido que hay multiples vias de progresion
a cancer invasivo. Un paradigma posible para la progresion del cancer de mama
ductal, que representa el 80% de todos los diagndsticos, es de la patologia normal
a través de la hiperplasia ductal atipica (HDA) para el carcinoma ductal in situ
(CDIS), a continuacion el carcinoma ductal invasivo (CDI), culminando en
enfermedad metastasica (Fig. 1) [5]. EI CDIS se puede definir como una
proliferacion de las células cancerosas situadas dentro de los confines del ducto de
la mama. La invasion del cancer de mama ductal, por lo tanto, requiere que las
células cancerosas rompan la membrana basal de las células epiteliales y migren
fuera del ducto hacia el tejido circundante. En consecuencia, los canceres invasivos
pueden diseminarse hacia el tejido circundante, producir vasculatura local y
metéstasis a sitios distantes, lo que a menudo conduce a la muerte eventual en

muchos pacientes con cancer [6].

Ducto

Célula Célula Célula Ceélula.
E] normal T Q invasora m Mioepitelial &= ~>  Membrana

Figura 1. Progresion del carcinoma ductal de mama. A) El ducto normal consiste de una capa
delgada de células epiteliales revistiendo el lumen del ducto. B) El carcinoma ductal in situ, etapa en
la que las células cancerosas proliferan hasta llenar el ducto de la mama. C) Carcinoma ductal
invasivo, etapa en la que disminuye la presencia de células mioepiteliales y donde las células
cancerosas ductales han ramificado a la membrana basal e invaden el estroma que las rodea.
Tomada de McSherry, Cel Mol Life Sci, 2007.
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1.1.3 Epidemiologia del cancer de mama

El cancer de mama es el principal cancer en las mujeres, tanto en paises
desarrollados como en paises en vias de desarrollo. La incidencia de cancer de
mama esta aumentando en paises en desarrollo debido al aumento de la esperanza
de vida, aumento en la urbanizacion y la adopcién de estilos de vida occidentales.
Estimandose que en todo el mundo se diagnostican cerca de 1,38 millones de casos
anualmente; mientras que mas de 508,000 muertes se reportaron en 2011 a causa

de cancer de mama [7, 8].

Mediante estudios epidemiolégicos, el mundo se divide en varias regiones
geograficas que se caracterizan por tener como miembros a paises desarrollados
(Australia y Nueva Zelanda, Japon, América del Norte y Europa), o bien, a paises
en desarrollo (América Latina, Africa y Asia). Existe una variacion importante en la
incidencia de cancer de mama entre todas las regiones siendo de 19,3 por cada
100.000 mujeres en Africa Oriental a 89,7 por cada 100,000 mujeres en Europa
occidental. En la mayoria de las regiones en desarrollo, las tasas de incidencia estan
por debajo de 40 por 100,000 mujeres. Las tasas de incidencia mas bajas se
encuentran en la mayoria de los paises africanos, sin embargo, la incidencia de

cancer de mama en estos paises también esta aumentando [8, 9].

En el afio 2013, en Estados Unidos se reportaron 234,580 nuevos casos de cancer
de mama, falleciendo alrededor de 40,030 individuos por ésta causa [10]. En el caso
de México, la Secretaria de Salud sitia al cancer de mama como la primera causa
de muerte por neoplasias malignas en mujeres, desplazando desde 2006 al cancer
cérvico-uterino, convirtiendose en un serio problema de salud publica para nuestro
pais [11]. La mortalidad por cancer ha aumentado en general en México, de 58
casos por 100,000 habitantes en 1998, a 67 casos por 100,000 habitantes en 2008.
Desde el afio 2006, el cancer de mama ha sido la principal causa de mortalidad por
cancer en las mujeres mexicanas, representando el 14% de las muertes
relacionadas con el cancer [7, 11]. La prediccion de GLOBOCAN es que en 2030,
24,386 mujeres seran diagnosticadas y 9778 (40%) van a morir de cancer de mama

en México, lo que convierte a esta enfermedad un reto importante para el sistema
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de atencién de salud [7, 9]. En la actualidad, es la segunda causa de muerte en
mujeres de 30-54 afios de edad y la tercera causa de muerte en mujeres de 30-59

afos, solo detras de la diabetes y de las enfermedades cardiovasculares [7, 11].

1.1.4 Factores de riesgo

El cancer de mama es de etiologia multifactorial. Se conocen varios factores de
riesgo que predisponen a padecer cancer de mama en la poblacion. Los factores de
riesgo mas importantes para el cancer de mama incluyen la edad, factores

reproductivos y genéticos, asi como el estilo de vida y factores hormonales [12, 13].
Edad

El envejecimiento es uno de los mayores factores de riesgo individuales para el
desarrollo de cancer de mama. La incidencia de cancer de mama tiene una curva
distintiva especifica de la edad, con un estimado de 64% de las mujeres mayores
de 55 afos en el momento de diagnéstico de cancer de mama. En los Estados
Unidos de América, el riesgo estimado de cancer de mama es de 1 en 13 para las
mujeres 60 a 79 afios de edad, en comparacion con 1 de cada 24 mujeres de 40 a

59y 1 de cada 229 mujeres de 39 afios 0 menos [12].
Factores reproductivos

Los factores reproductivos aumentan el riesgo de desarrollar cancer de mama, en
particular una disminucion en la edad de la menarca, el aumento de la edad al primer

embarazo, y la nuliparidad [13].

v Menopausia: las mujeres que experimentan la menopausia a una edad
avanzada corren un mayor riesgo de padecer cancer de mama que las que
dejan de menstruar antes. Cada afio de retraso en el inicio de la menopausia
se asocia con un aumento del 3% en el riesgo de padecer cancer de mama
[14].

v Edad de la menarca: 1 afio de retraso en la aparicién de la menarca se

asocia con una reduccion del 5% en el riesgo de desarrollar cancer de mama
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en la vida posterior [15]. Inicio de la menarca a los 11 afios o antes, es
considerado un factor de riesgo de cancer de mama establecido y el inicio de
la menarca a los 15 afios o mas es considerado un factor de proteccion [16].

v' Paridad: Las mujeres con nuliparidad y la primera gestacion posterior a los
30 afios, tienen el doble de riesgo de presentar cancer de mama en
comparacion con aquellas que tienen el primer embarazo antes de los treinta
afios de edad [17]. Tener al menos un hijo estd asociado con una
disminucién en el riesgo a largo plazo de desarrollar cancer de mama. Este
efecto protector aumenta con el nimero de hijos. Cada nacimiento reduce el
riesgo relativo de cancer de mama en un promedio del 7% [18].

v' Lactancia materna: el papel de la lactancia materna en la reduccion del
riesgo de cancer de mama se ha sospechado desde hace casi un siglo. Los
resultados de una revision de la evidencia epidemiologica permanece poco
concluyente, indicando que no hay asociacion o un efecto protector débil

contra el cancer de mama [19].
1.1.5 Factores Genéticos

Los factores genéticos contribuyen al 10% del total de los canceres de mamay se
presenta en mujeres con mutaciones en los genes que codifican para las proteinas
BRCAL1 y BRCA2. Estas proteinas participan en mecanismos de reparacion del
DNA, control del ciclo celular y recombinacion genética. El riesgo de por vida de
desarrollar cAncer de mama para portadores de mutaciones en BRCAl1 y BRCA2 es
del 80-85% [20]. Las mujeres con antecedentes familiares de cancer de mama
tienen un mayor riesgo de la enfermedad, estimandose, basado en 53 estudios
epidemioldgicos, que el tener un familiar en primer grado con cancer de mama
aumenta el riesgo en un 80%, dos familiares de primer grado aumenta el riesgo
aproximadamente tres veces, y en aquellos con tres o mas familiares de primer

grado el riesgo es elevado por cuatro veces [21].
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1.1.6 Estilo de viday ambiente

En la actualidad varias caracteristicas de estilo de vida han sido relacionadas con
el cancer de mama, entre las que se incluyen la dieta, obesidad, consumo de alcohol
y tabaco [12, 13].

Tipo de dieta. El papel de los factores especificos de la dieta en la etiologia del
cancer de mama no se ha resuelto por completo. Se ha sugerido una relacion entre
el consumo de carne, productos lacteos, la dieta rica en grasas, la fibra y el cancer

de mama [12].

Obesidad. La obesidad esta asociada con un mayor riesgo de cancer de mama en
mujeres post-menopausia, en particular, el efecto de las grandes ganancias de peso
después de los 18 afios [22], asi como con el riesgo de aumentar en un 2% por

unidad de indice de masa corporal [23].

Alcohol. Es el factor de riesgo de la dieta mejor establecido para el cancer de mama
y se ha sugerido como un factor de riesgo en la mayoria de los estudios [24, 25].
Algunos estudios de cohortes han mostrado un aumento de un 30% en el riesgo de
cancer de mama en las bebedoras [26, 27], mientras que por cada 10 g adicionales
en el consumo de alcohol por dia, el riesgo aumenta en aproximadamente un 7%
[25].

Tabaco. A pesar de una considerable investigacion, la relacion del tabaco con el
cancer de mama sigue siendo polémica. Un problema importante ha sido que el
consumo de alcohol y de tabaco esta estrechamente correlacionado. En un analisis
de reportes individuales de 53 estudios epidemioldgicos, el tabaquismo tuvo poco o

ningun efecto sobre el riesgo de desarrollar cancer de mama [25].

Ambiente. Los estudios de inmigrantes han mostrado la primera evidencia sélida
de que los factores ambientales son mas importantes, incluso que los factores
geneéticos. Se ha observado que las personas que migran de un lugar de bajo riesgo

(como los paises asiaticos) hacia uno con alta incidencia (EUA) aumentan
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considerablemente la probabilidad de padecer cancer de mama, ademas de que su

progenie presentara un mayor riesgo durante generaciones sucesivas [28].

1.1.7 Factores hormonales

Se ha sugerido un aumento en el riesgo de cancer de mama en mujeres con
exposicion a hormonas exdgenas, como los anticonceptivos orales y la terapia de
reemplazo hormonal (TRH) [29, 30].

Uso de anticonceptivos orales. Los anticonceptivos orales por periodos
prolongados pueden producir un ligero aumento en el riesgo de desarrollar cancer
de mama, esto puede ocurrir por el hecho de que los estrogenos y la progesterona
promueven la proliferacion y diferenciacién del epitelio mamario [31]. En un meta-
analisis de 54 estudios publicados, el riesgo de cancer de mama aumenta alrededor
del 25% en usuarios de anticonceptivos orales combinados, pero el exceso de
riesgo disminuye después del cese del uso, de modo que 10 afios 0 mas después

de que se suspende el uso, no es evidente un aumento significativo del riesgo.[29].

Uso de TRH. La TRH ha sido un tema controvertido en la literatura sobre el cancer
de mama. Un estudio confirmd un aumento en el riesgo de cancer de mama de
alrededor de 26% en el uso por mas de 5,2 afios de TRH con la combinacion de
estrogeno-progestageno [32]. Estudios mas recientes han reportado que el uso a
largo plazo de las preparaciones que contienen progestageno es de mayor riesgo

gue solo el uso de estrégenos [33].

1.2 MIGRACION CELULAR

Los mecanismos por los que se lleva a cabo la invasion en cancer de mama son
complejos y multifactoriales. Aunque los objetivos de control de la proliferacién de
células tumorales y la apoptosis han atraido mucha atencion en los ultimos afios,
se debe recordar que las funciones adicionales, tales como la adquisicion de un
fenotipo mévil son esenciales para que las células tumorales se conviertan en

invasoras. Esto ha sido puesto en evidencia por estudios recientes que demuestran
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gue las células invasoras en los margenes de los tumores de raton muestran perfiles
genéticos que son no proliferativas y no apoptoéticas en relacion con el tumor
principal, pero cuentan con una sobre-regulacion significativa de los genes que

controlan la motilidad celular [34].

La migracion celular es de fundamental importancia para una gran variedad de
funciones fisioldgicas en todos los seres vivos: alimentacion, embriogénesis,
respuesta inflamatoria, reparacion y regeneracion de tejidos, entre otros [35]. La
migracion celular es también de importancia critica en entornos fisiopatoldgicos
tales como el cancer. En el contexto del carcinoma de mama, la capacidad de las
células epiteliales en el borde de un tumor confinado histolégicamente para migrar
lejos del sitio primario es un determinante temprano de la transicién de un fenotipo

in situ en un fenotipo invasivo [6].

1.2.1 Mecanismos de migracién celular

La migracion celular se puede dividir en dos tipos, la migracion de una sola célula,
realizado por los leucocitos y fibroblastos, y la migracién coordinada de células,
también llamada colectiva o cohesiva, que se observa en las superficies de barrera
del cuerpo, incluyendo los epitelios y endotelios. Tanto la migracion de una sola
célula y la migracién celular coordinada implican secuencias dinamicas y ciclicas de
eventos que se pueden resumir de la siguiente manera [36]. El primer paso implica
la extension de un saliente en la direccibn deseada del movimiento. Estas
protuberancias son delgadas, filopodios tipo pelos y grandes protuberancias
citoplasmaticas tipo velo conocidas como lamelipodios, que son inducidas por
GTPasas pequefas de la familia de Rho: Cdc42 y Racl respectivamente, por su
parte Rho induce la formacion de fibras de estrés [37, 38]. El segundo paso requiere
la estabilizacion de esta interaccion a traves del ensamblado de adhesiones focales
transitorios con la matriz extracelular (MEC), formados a través de la agrupacion de
integrinas en la membrana celular con el subsiguiente reclutamiento de proteinas
adaptadoras, como paxilina, talina o vinculina, formando un puente entre la

membrana celular y la red de fibras de estrés de actina F, mientras que el
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ensamblaje y desensamblaje de estas adhesiones en los frentes de migracion estan
reguladas por las proteinas FAK y Src [6, 39]. El tercer paso implica la contraccion
de esta red mediada por las interacciones entre F-actina y la cadena ligera recién
fosforilada de la miosina Il, en un proceso que genera la suficiente tensién para
arrastrar la célula hacia adelante. El cuarto y ultimo paso requiere el desmontaje de
los contactos focales unidos a F-actina en la parte trasera de la célula, la cual
depende de la actividad de la proteasa calpaina, ésta proteina degrada
componentes de los contactos focales incluyendo talina, FAK y paxilina.
Conjuntamente con este evento, la fosforilacion en la serina 910 en FAK permite la
disociacion de los sitios de adhesion focal, induciendo el desensamblaje de estos
contactos, permitiendo que la célula se retraiga y ser arrastrada en la direccion de
la migracion [40, 41]. El ciclo comenzara de nuevo, lo que resulta en un avance
continuo hacia el frente, siempre que las condiciones microambientales favorecen

la migracioén (Fig. 2).

Direccidn de migracidn

Borde lider

Filopodios : .
Lamelipodios

I | t |

Desensamblaje de las adhesiones Formacion de lamelipodios y pseuddpodos,
focales y Pérdida loca de ls unién enzamblaje de adhesiones focalesy
célula-sustrato adhesidn célula-sustrato

lOompte}o de o Contacto

adhesidn focal focal

Figura 2. Esquema del proceso de migracion celular. La migracion requiere la formacion de
contactos focales en la parte anterior de la célula y el desensamblaje de estos contactos en la parte
posterior de la célula. La formacion de los contactos focales va a conllevar arreglos del citoesqueleto

a través de la actividad GTPasa de la familia Rho. Modificada de Frame MC, 2002.
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El modelo de migracion fue desarrollado para explicar la migracion celular sobre
superficies planas en los sistemas de dos dimensiones, con la adicion de un paso,
es aceptado que también se produce dentro de los entornos tridimensionales mas
complejos, incluyendo MEC in vivo, este paso adicional implica el reclutamiento de
enzimas que degradan la matriz, tales como las metaloproteinasas de MEC en los
sitios donde los complejos de integrina se han agrupado, lo que permite la protedlisis
localizada de la MEC y la extension hacia abajo de proyecciones celulares
conocidos como invadopodios [42]. Este evento se produciria después de la
formacion de complejos focales y antes de los eventos de contractilidad de
actomiosina que generan la tensidn necesaria para arrastrar el cuerpo de la célula

hacia adelante [6].

1.3 FASCINA

Fascina fue descubierta en la década de 1970 como una proteina de union a actina
de 55 kDa que fue purificada de extractos citoplasmicos de ovocitos o coelomiocitos
de erizo de mar [43, 44]. Esta proteina fue denominada fascina por su capacidad de
formar lazos estables y apretados con actina F (del latin, fasiculus, un lazo) [44].
Fascina esta altamente conservada en la evolucion animal: homoélogos estan
presente en Drosophila, equinodermos y en el platelminto Schmidtea mediterranea
[45, 46]. El genoma de vertebrados codifica tres formas de fascina: fascina-1, que
es ampliamente expresada en tejido mesenquimal y en el sistema nervioso; fascina-
2, que es expresada por las células fotoreceptoras de la retina; y fascina-3, que es
especifica de testiculo [46-49]. En humanos, el gen que codifica a fascina-1 esta
localizado en el cromosoma 7p22, codifica un polipéptido de 493 aminoacidos que
es diferente en secuencia de todas las otras proteina de unién a actina [50]. El gen
para fascina-2 esta en 17925, mientras que el gen para fascina-3 esta localizado en
7931 [49, 51]. Fascina-1 es la de particular importancia, puesto que se ha
demostrado que contribuye en la organizacion de dos formas principales de
estructuras basadas en actina: protrusiones celulares corticales que participan en

las interacciones celulares y la migracion, asi como lazos de microfilamentos
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citoplasmicos que contribuyen a la arquitectura celular y al movimiento intracelular
[50].

1.3.1 Estructura de fascina

El andlisis de la secuencia y la estructura cristalogréafica de fascina revel6 que es un
miembro de la familia de proteinas de pliegue B-trébol y esta constituida de cuatro
dominios B-trébol [52]. Un andlisis reciente ha demostrado que cada uno de esos
dominios [B-trébol estd compuesto de seis B-giros de doble hebra [53]. Para
entrelazar F- actina, fascin-1 debe contener dos sitios de unién a actina. Un sitio se
encuentra en el extremo amino, en el primer dominio B-trébol entre los aminoacidos
(aa) 33-47, y el otro ha sido deducido por protedlisis limitada que se encuentra entre
los aa 277 a 493 [46]. Fascin-1 es un sustrato de la proteina quinasa C alfa (PKCa)
“‘in vitro” y en células intactas [54, 55]. El sitio altamente conservado de fosforilacion,
serina (ser)-39, se encuentra dentro del sitio 1 de unién a actina y la fosforilacion de
fascina en Ser-39 inhibe la capacidad de fascina de unirse a actina y la formacion
de protrusiones de fascina por células adherentes a MEC, ademas confiere una
actividad adicional, la unién del dominio regulador de la PKCa activa. Esta ultima
interaccibn se ha mapeado en el dominio C1 de la PKCa [56]. Una tercera
interaccidn de fascina-1 es con el dominio citoplasmico del receptor de neurotrofina
p75 (p75NTR) [57]. Esta union depende del tercero y cuarto dominios (B-trébol de
fascina-1 (Fig. 3).

1 Ser-39 493

33«—»47 b i o S R »493
Sitio 1 de unién a actina Sitio 2 de unién a actina
Sitio de unién a PKCa 236+ >493

Sitio de unién a p75NTR

Figura 3. Diagrama esquematico de fascina-1 y sus interacciones de unién asignados. Los cuatro
dominios B-trébol estan enumerados 1-4. La numeracion de aminoacidos corresponde a fascina-1
humana.
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1.3.2 Expresién y regulacion

Todos los transcritos de fascina son expresados principalmente en el desarrollo
embrionario de ratén dentro del sistema nervioso, somitas y mesénquima, las cuales
son todas regiones de diferenciacion y migracion celular activa [47]. En tejidos de
humano adulto, fascina es expresada en células endoteliales, células neuronales,
fibroblastos asi como células dendriticas pero esta ausente en células epiteliales no
transformadas y estratificadas diferenciadas terminalmente [58]. Existe evidencia
que sugiere que las vias de sefalizacion de TNF-a, IGF-1 e IL-6 pueden
especificamente sobreregular la expresion de fascina en ciertas células cancerosas,
pero el mecanismo por el cual esto sucede permanece desconocido [59-61],
mientras que estudios recientes identificaron que el microRNA 145 (miRNA) actla
para regular negativamente los niveles de RNAm de fascina tanto en células
normales [62] y cancerosas [63, 64]. Ademas de actina, fascina se une a un
pequefio nUmero de otras proteinas que pueden regular la actividad o funcioén. La
proteina mejor caracterizada es la proteina cinasa C (PKC, isoformas a y y) que se
une a una fascina fosforilada en ser-39 dentro del amino terminal resultando en la
perdida de unién a actina por fascina [65]. La pequefia GTPasa Rac actua rio arriba
de fascina [66] actuando sobre el complejo fascina-PKC, a través del efector de Rac
PAK1 [67].

1.3.3 Funcioén biolégica

Fascina regula el ensamblaje de las fibras de actina en una variedad de diferentes
contextos; algunos estudios se han enfocado en el papel de fascina en el
ensamblaje de protrusiones periféricas ricas en actina, mientras que estudios
recientes han demostrado papeles mas especificos para fascina en la formacion y
rotacion de estructuras adhesivas. El estudio demostré un papel para fascina en la
regulacion de la estabilidad de la adhesion focal. En células de carcinoma de colon
humano donde se inhibe la expresion de fascina resultd en una dinamica de
adhesion disminuida y una subsecuente reduccién en la migracién celular [68].

Fascina es reclutada a dos tipos de estructuras adhesivas, podosomas e
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invadopodios. Especificamente, fascina se localiza en los nucleos ricos en actina de
podosomas en células de masculo liso donde promueve la estabilidad de adhesion
y migracion [62]. De manera similar, fascina es localizada en invadopodios en una
variedad de lineas celulares de carcinoma humano donde también actia para
regular la estabilidad de adhesién, en una manera dependiente de PKC,

conduciendo a una mayor invasion [69].

1.3.4 Fascinay cancer

Fascina es sobreexpresada, tanto a nivel de RNAmM como de proteina, en diferentes
tipos de cancer humano entre los que se incluyen colon, pancreas, mama, pulmon,
esobfago, estbmago, piel y ovario. La expresion de fascina correlaciona de manera
directa con tumores clinicamente agresivos y por lo tanto, recientemente ha recibido
considerable atencion tanto como marcador prondstico potencial y como blanco
terapéutico para el tratamiento de la enfermedad mestastésica [70]. Puesto que
fascina juega un papel clave en el ensamblaje y estabilidad de los lazos ricos en
actina dentro de estructuras protrusivas en las células, es posible que la sobre
regulacion de fascina en enfermedad metastasica in vivo pueda promover invasion
celular a través del ensamblaje del citoesqueleto. De acuerdo a la propuesta,
diversos estudios han demostrado roles claros para fascina en modelos de ratén en
la formacién de tumor. En dos estudios se demostré que las células de carcinoma
de colon que expresan establemente shRNA para inhibir la expresion de fascina
mostraron una disminucién del crecimiento tumoral y en el desarrollo del tumor por
xenotransplantes en modelos murinos [68, 71]. En otro estudio se ha identificado a
fascina como el blanco primario para el agente antitumoral migrastatina, un producto
natural secretado por Streptomyces, los datos demostraron que la migrastatina se
une a fascina en el sitio de unién a actina y por lo tanto inhibe in vivo la invasion

dependiente de fascina [53].
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1.4 ACIDOS GRASOS Y CANCER MAMARIO

Los acidos grasos participan en numerosos procesos biologicos, siendo utilizados
como fuente de energia, asi como precursores de moléculas estructurales y de
sefalizacion celular [72, 73]. EIl pescado, aceites de pescado y algunos aceites
vegetales son fuentes ricas en acidos grasos esenciales. Diversos estudios han
correlacionado positivamente los acidos grasos esenciales con la reduccion de la
morbilidad y mortalidad cardiovascular, el desarrollo infantil, la prevencion del
cancer, funcionamiento visual y cerebral 6ptimo, la artritis, la hipertension, la
diabetes mellitus y los trastornos neurolégicos/neuropsiquiatricos. Sin embargo, el
alto consumo de grasas[74], y posiblemente el alto consumo de acidos grasos
especificos [75], son moduladores importantes del riesgo de padecer cancer de
mama como se ha mostrado en estudios epidemiol6gicos y en animales [76].

Los mecanismos moleculares por los que la grasa de la dieta puede influir en el
desarrollo del cancer son potencialmente numerosos; se ha demostrado que los
acidos grasos de la dieta modulan la expresion génica dando como resultado
cambios en el metabolismo, la diferenciacion celular, y la proliferacion [77]. Ademas,
la respuesta celular a la grasa se puede esperar que dependa del tipo de grasa, y
composicién de acidos grasos, el metabolismo especifico de las células y factores
de transcripcion especificos de células y receptores nucleares [77]. Los efectos de
la grasa de la dieta en el desarrollo de tumores también pueden ser indirectos a
través de la modulacion de sintesis de hormonas [78] o las vias de sefalizacion
mediadas por el factor de crecimiento insulinico tipo 1 [79]. Ademas, el estrés
oxidativo debido a la generacion de especies reactivas de oxigeno a partir de acidos
grasos puede contribuir al efecto de promocién de las grasas de la dieta en la
peroxidacion lipidica y el dafio al DNA y proteinas [80]. Ademas, el metabolismo de
los acidos grasos de la dieta a través de las vias de la ciclooxigenasa o lipoxigenasa
puede alterar la expresiébn génica a través de la regulaciébn de proteinas G

implicadas en las cascadas de transduccién de sefales [77, 81].

El término acidos grasos esenciales (AGE) se refiere a aquellos acidos grasos

poliinsaturados (AGPI) que deben ser proporcionados por los alimentos debido a
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gue estos no pueden ser sintetizados en el cuerpo, pero son necesarios para la
salud [82]. Los acidos grasos esenciales pertenecen a dos familias, los acidos
grasos omega-3 (w-3) y omega-6 (w-6). Los acidos grasos w-3 tienen en comdn un
doble enlace final carbono-carbono en la posicién w-3, es decir, el tercer enlace
desde el extremo metilo del acido graso, mientras que los acidos grasos w-6 lo
tienen en la posicidon w-6, es decir, el sexto enlace desde el extremo metilo del acido
graso. Los acidos grasos del grupo w-6 incluyen un precursor, el acido linoleico (AL,
18:2 A9,12), el acido gamma linoleico (AGL, 18:3 A6, 9, 12), el acido dihomo gamma
linoleico (ADGL 20:3 A8, 11, 14) y acido araquiddnico (AA, 20:4 A5, 8, 11, 14). Los
acidos grasos del grupo w-3 incluye un acido graso esencial, el acido alfa linolénico
(ALA, 18:3 A9, 12, 15) y derivados altamente insaturadas tales como el acido
eicosapentandico (EPA 20:5 A5, 8, 11, 14, 17) y el acido docosahexanoico (DHA,
22:6 A\4,7,10, 13, 16, 19).

1.4.1 Acido linoleico

El acido linoleico (AL) es un &cido graso esencial y el principal &cido graso
poliinsaturado presente en la mayoria de las dietas, siendo necesario para la
biosintesis de eicosanoides a partir de la produccién de AA. Este acido graso es
abundante en cartamo, girasol y maiz; presente en cantidades medias en la soya,
sésamo y almendras, asi como en pequefas cantidades en los aceites de canola,
mani y aceite de oliva. El cuerpo convierte AL en otros acidos grasos, dependiendo
de la necesidad [83]. La ingesta de AL se ha duplicado durante los ultimos 100 afios,
debido al aumento en el uso de los aceites de maiz y cartamo. Las dietas altas en
AL y bajas en acidos grasos w-3 pueden llevar a la inflamacion cronica, la
hipertension arterial y la coagulacion de la sangre que aumenta el riesgo de infarto
al corazdn y accidente cerebrovascular [84]. En células de cancer de mama, el AL
induce expresion del inhibidor-1 del activador de plasmindégeno, proliferacion,
migracion e invasion, mientras que en células epiteliales mamarias bovinas, el AL
promueve un incremento en las concentraciones de Ca?* intracelular y proliferacion
[85-87].
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1.5 METALOPROTEINASAS DE MATRIZ

Multiples estudios sugieren que la progresion de los tumores depende de las
propiedades intrinsecas de las células cancerosas, como su capacidad para migrar
e invadir. Ademas, muchos factores extrinsecos, como las proteinas de la MEC,
también son cruciales para la regulacion de la metastasis del cancer. Las proteinas
de la MEC que componen la MB, tales como elastina, colageno, fibronectina,
proteoglicanos y glucosaminoglicanos funcionan como una barrera para la invasion
celular [88]. Sin embargo, la MB que es rica en laminina y colageno 1V, también
proporciona el sustrato para la adhesion de las células tumorales migratorias y la
degradacion promueve la liberacion/activacion de diversos factores de crecimiento

necesarios para la angiogénesis, el crecimiento tumoral y la metastasis [89, 90].

Las enzimas de degradacion de la MEC conocidas como metaloproteinasas de
matriz (MMPs) son importantes reguladores de una variedad de funciones
bioloégicas tales como la angiogénesis, reparacion del tejido, morfogénesis y
también participan en diversos procesos patolégicos como el cancer, enfermedad
cardiovascular, artritis, inflamacion y diabetes, entre otros [91-93]. Las MMPs son
una familia de endopeptidasas dependientes de zinc que escinden moléculas de
ECM y se subdividen en categorias segun su especificidad de sustrato y la
estructura de la enzima. La familia de enzimas MMPs incluye no solo las MMPs
secretadas y unidas a membrana clasicas, sino también las ADAM, una desintegrina
y metaloproteinasa. Los mecanismos principales de regulacién pos-transcripcional
de la actividad de las MMPs son: 1) Las MMPs son secretadas como precursor
latente (zimégeno), 2) La inhibicion de la enzima activa por inhibidores tisulares de

metaloproteinasas (TIMP) [94].

La estructura basica de las MMPs presenta una serie de dominios caracteristicos:
péptido sefal que dirige la secrecion al exterior de célula, un propéptido que
mantiene a la enzima inactiva hasta que sufre un corte proteolitico y un dominio
catalitico carboxiterminal que une zinc. Sobre esta estructura basica aparecen
diversas variantes, como un dominio de tipo hemopexina que participa en la

especificidad del sustrato y las interacciones con inhibidores enddgenos, asi como
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un dominio transmembranal en el caso de las MMPs asociadas a la membrana
plasmatica (Fig. 4) [95, 96].

Dominio de fipo

hemopexina
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Figura 4. Estructuras de las metaloproteinasas de matriz. Dominios estructurales variables de las
MMPs. Todas las MMPs poseen un péptido sefial que dirige a las MMPs para la secrecion, un
dominio propéptido, y un dominio catalitico. Se muestran todas las regiones caracteristicas que
muestran modificaciones dentro de la familia.

Cuando las células tumorales comienzan a migrar, rompen la MB mediante la accion
de proteinas como la MMP-2, MMP-8, MMP-9, ADAMs10 y 13. Asi como también
se ha reportado que la expresion elevada de la MMP-1, 2, 3, 7, 9, 13 y 14 en
diferentes tipos de cancer se correlaciona positivamente con la progresion tumoral,
la metastasis y el mal pronédstico general [97-101]. La MMP-2 y la MMP-9 estan
implicadas en transicion epitelio mesénquima (TEM), 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

pérdida de las uniones adherentes [102].

1.6 RECEPTOR ACOPLADO A PROTEINAS G 30 (GPR30)

El estrégeno es un esteroide critico en la fisiologia humana que ejerce su efecto
tanto a nivel transcripcional como a nivel de sefializacion intracelular rapida a través

de segundos mensajeros. Los efectos transcripcionales de los estrégenos estan
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mediados a través de receptores clasicos de esteroides nucleares, pero la
descripcion de la sefalizacion de estrogenos dependiente de proteinas G y la
localizacion en la membrana de sitios de unién a estrogenos con afinidades
variables condujo a la especulacion de un receptor de estrégeno transmembrana,
posiblemente de la familia de receptores acoplados a proteinas G (GPCR). A finales
de la década de 1990, un supuesto GPCR fue clonado por cuatro grupos diferentes
utilizando enfoques muy dispares [103-106]. El GPCR identificado en estos estudios
mostré poca homologia con otros GPCR, demostrandose que el RNAm de GPR30
se expresaba en numerosos tejidos, tal como higado, pulmén, préstata, ovario y
placenta [103, 104, 106]. Como no se conocia ningun ligando para este receptor, se
etiquetd como un GPCR huérfano. En el afio 2000 se identificé una posible funcién
para este GPCR a partir de experimentos que demostraban la activacion de ERK
1/2 por estrégenos, asi como por antagonistas del receptor de estrégenos (RE),
tales como ICI 182.780 y tamoxifeno. Esta activacién se demostré en lineas
celulares de cancer de mama que expresan GPR30, pero no en lineas celulares
que carecen de GPR30. En éstas ultimas lineas celulares, la sefalizacion en
respuesta al estrogeno podria restaurarse expresando GPR30 [107].

El GPR30, receptor de estrégeno alternativo, es una proteina de siete dominios
transmembranales, que se identifica como una nueva proteina de union a 17(3-
estradiol (E2). Estructuralmente, es diferente de los receptores de estrégeno
clasicos a y B [108]. GPR30 puede participar en eventos de sefializaciéon no
gendmicos inducidos por E2, incluida la estimulacién de adenilato ciclasa [109].
Ademas, por el efecto de la transactivacion de los receptores del factor de
crecimiento epidérmico (EGF), GPR30 induce la movilizacién de reservas de calcio
intracelular (Ca?*) y la activacion de la proteina quinasa activada por mitégenos
(MAPK), asi como las vias de sefializacion de la fosfoinositol 3-quinasa (PI13K) [107,
110]. De igual manera, GPR30 puede facilitar el crecimiento tumoral, metastasis y
resultados clinicos no favorables, ya que ha demostrado regular positivamente
genes implicados en la proliferacion celular (por ejemplo, las ciclinas) y

supervivencia celular (por ejemplo, BCL-2), sugiriendo que su expresion y/o
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activacion podria jugar un papel importante en el proceso de carcinogénesis [111,
112].

2.0 JUSTIFICACION

El cancer de mama es una de las principales causas de mortalidad por cancer en
las mujeres de todo el mundo. A pesar de los importantes avances en el tratamiento
del cancer, la mortalidad resulta a partir de la invasion local y/o metastasis a
distancia y no del tumor en el sitio primario [113]. Por lo tanto, hay una fuerte
demanda para entender los mecanismos celulares y moleculares que regulan la
invasion tumoral y la metastasis con el fin de desarrollar mejores regimenes de
tratamiento. La metastasis es un proceso multi-etapas que implica neo-
vascularizacion, invasion del estroma por las células cancerosas, y la infiltracion en
espacios vasculares y linfaticos, la extravasacién y el crecimiento en un sitio
secundario [113, 114]. Se han reportado muchos factores celulares y moleculares
para regular la metastasis tumoral. Sin embargo, un paso critico de las células
tumorales metastasicas es la capacidad de cruzar la MEC de los limites del tejido,
un proceso que se puede lograr por la expresiéon de MMPs activas por las células

cancerosas, que facilitan su migracion [115].

La manipulacion del citoesqueleto de actina conduce a la mejora de la motilidad
celular, es uno de los mecanismos celulares dominantes que regulan la metastasis.
Fascina es miembro de las proteinas del citoesqueleto de actina que agrupan los
filamentos de actina en estructuras terciarias dentro de las estructuras celulares
dindmicas como microespiculas, fibras de estrés y pliegues de membrana, en
consonancia con su abundante expresion en estos sitios. Recientemente, fascina
ha sido bien descrita que esta altamente sobre-expresada tanto a nivel de RNAm
como proteina en diferentes tipos de cancer humanos incluidos colon, mama,
pancreas, pulmén, esofago, estobmago, piel y ovario. La expresion de fascina
correlaciona positivamente con tumores clinicamente agresivos y, como tal, ha
recibido recientemente mucha atenciéon tanto como un potencial marcador
prondéstico y diana terapéutica para el tratamiento de la enfermedad metastasica

[70]. Uno de los factores de riesgo para el desarrollo de cancer de mama es la
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obesidad, por tal motivo se analizara el papel de fascina estimulando con AL en
células de cancer mamario MDA-MB-231 que favorecera el entendimiento del papel

de esta proteina en los mecanismos de migracion, invasion y metastasis.

3.0 HIPOTESIS

La proteina fascina promueve el proceso de migracion e invasion en presencia de

AL en células de cancer mamario MDA-MB-231.

4.0 OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Estudiar el papel de la proteina fascina en el proceso de migracion e invasion
inducida por AL en células cancerosas mamarias MDA-MB-231.

4.2 Objetivos Particulares

» Determinar si el AL modula los niveles de expresion de fascina en células
MDA-MB-231 y MCF12A.

» Determinar si el AL induce la relocalizacion de fascina del citoplasma a los
contactos focales en células MDA-MB-231 y MCF12A.

» Evaluar el papel de fascina en el proceso de migracién inducido por AL.

» Estudiar el papel de fascina en la secrecién de MMP-2 y MMP-9 asi como en
el proceso de invasion inducido por AL.

» Determinar la presencia de fascina en tejido tumoral de pacientes con cancer
mamario.
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5.0 MATERIAL Y METODOS

Las cajas de Petri utilizadas para el cultivo celular, fueron de Corning Inc. (New
York, USA). El Anticuerpo anti-fascina, factor de crecimiento epidermal (EGF),
siRNA de fascina, y sal sddica de acido linoleico fueron obtenidos de Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA). Faloidina conjugada a TRITC e hidrocortisona
fueron obtenidas de Sigma-Aldrich Co (St, Louis, MO). Matrigel BioCoat Matrigel
Chamber (BD Biosciences, Bedford, MA). Camaras Boyden BD® con filtros de 8
pm. Azul de Coomassie (Coomassie Brillant Blue R-250) de Bio-Rad (Bio-Rad,
USA). El Anticuerpo anti-actina fue amablemente proporcionado por el José Manuel

Hernandez (Cinvestav-IPN).

Cultivo celular

La linea celular de cancer mamario humano MDA-MB-231 fue cultivada en medio
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con 5% de suero fetal bovino
(SFB), 3.7 g/L de bicarbonato de sodio, 0.1 g/L de estreptomicina, 0.06 g/L de
penicilina G, en atmésfera humeda con 5% de CO2y 95% de aire a 37° C. La linea
de células epiteliales mamarias no tumorigénica humana MCF12A fue crecida en
una mezcla de medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM/F12 1:1)
suplementado con 10% de SFB, 10 ug/mL de insulina, 0.5 ug/ml de hidrocortisona,
20 ng/ml de factor de crecimiento epidermal (EGF) recombinante y una mezcla de
antibiéticos en atmosfera himeda con 5% de CO2 y 95% de aire a 37° C. Para
propésitos experimentales, las células MDA-MB-231 y MCF12A fueron mantenidas
por 24 h en DMEM sin SFB y suplementos (insulina, hidrocortisona y EGF) antes
del tratamiento.

Estimulacion celular con AL y extraccion de proteinas totales

Una vez que las células MDA-MB-231 y MCF12A alcanzaron la confluencia
deseada, se ayunaron durante 24 h en medio DMEM y DMEM/F12 (1:1) sin suero
respectivamente. Posterior al ayuno, las células se lavaron con PBS 1X (K2HPO4

10 mM, NaCl 150 mM, con pH entre 7.2 a 7.4) y se estimularon con 90 mM de AL a
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30 y 60 minutos. El estimulo se termind al momento de aspirar el medio (medio
condicionado) y las células fueron lisadas con 500 pyL de RIPA 1X (HEPES 50 mM
pH 7.4, NaCl 150 mM, EGTA 1 mM, NasVO4 1 mM, NaF 100 mM, Na4P207 10 mM,
glicerol 10 %, Tritén X-100 1%, desoxicolato de sodio 1%, MgCI2 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.

Inmunodeteccién (western blot)

La cuantificacion de proteinas se realiz6 empleando la técnica de Bradford y se
separaron por SDS-PAGE al 10% y fueron trasferidas a membranas de nitrocelulosa
en cadmara humeda (Bio-Rad) por 2h a 200 mA. La membrana obtenida se tifié con
rojo de Ponceau para corroborar la transferencia de proteinas. Para evitar
interacciones inespecificas la membrana fue bloqueada usando leche descremada
al 5% en PBS 1X/Tween 20 al 0.1% por una hora a temperatura ambiente.
Posteriormente, la membrana fue incubada con el anticuerpo primario
correspondiente, a una concentracion de 0.1 ug/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 incubd con el anticuerpo secundario correspondiente
acoplado a la enzima peroxidasa de rabano (HRP), seguido de tres lavados de 5
minutos con PBS 1X/Tween 20 0.1%. Finalmente, las bandas fueron detectadas por
autorradiografia utilizando el kit de quimioluminiscencia. Las imagenes fueron
analizadas por densitometria mediante el programa ImageJ (NIH, USA) y el

promedio del analisis se graficd con el programa GraphPad Prism version 6.0.

Microscopia confocal

Las células MDA-MB231 y MCF12A fueron crecidas a 60-70 % de confluencia sobre
cubreobjetos. Posteriormente las células fueron privadas de suero por 24 horas. Las
células fueron estimuladas con AL por 30 y 60 minutos. Al término del estimulo, las
células fueron fijadas con paraformaldehido al 4% (p/v) por 20 minutos,

permeabilizadas con 1 % (v/v) Tritdbn X-100 por 20 minutos y bloqueadas por 30
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minutos con albumina de suero bovino al 3% (p/v). Posteriormente, las células
fueron incubadas con el anticuerpo anti-fascina o anti-paxilina por 18-20 horas a
4°C. Las células fueron lavadas tres veces con PBS1X e incubadas con faloidina
acoplada a TRITC para tefiir filamentos de actina y con el anticuerpo secundario
anti-raton acoplado a FITC para fascina y anti-conejo acoplado a TRITC para
paxilina por dos horas a 4°C. Fascina, paxilina y F-actina fueron analizados en un
microscopio 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).

Silenciamiento de fascina

Las células MDA-MB-231 confluentes al 100% se ayunaron en medio DMEM sin
suero y antibiético por 8 h. Se prepararon dos soluciones, A y B, la solucién A (15
puL de siRNA y 235 pL de medio sin suero y sin antibiético) solucién B (10 pL de
lipofectamina y 240 pL de medio sin suero y sin antibiético). La soluciéon B se incub6
5 minutos a temperatura ambiente, se mezcld la solucion A con B y se incubd 20
minutos a temperatura ambiente. Se adiciond el complejo formado por la solucién A
y B a cada caja, se afiadi6é 500 uL de medio sin suero y sin antibiético a un volumen
final de 1 mL, mezclary agitar. Se incub6 a 37° C con 5% de CO2y 95% aire durante
4 h. Transcurrido el tiempo de incubacion se cambi6 el medio con el complejo de
transfeccion a medio con 5% de SFB y antibiético por 4 horas. Se realizaron los

experimentos correspondientes utilizando medio sin suero.

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 didmetro y a 100% de confluencia. Las células MDA-MB-231 fueron
mantenidas en supresion de suero por 24 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 realiz6 una rayadura a la monocapa de

células con una punta de pipeta estéril de 200 ul y se lavaron con PBS 1X (3 veces)
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para eliminar las células flotantes, se colocé el estimulo de AL 90mM por 48 horas.
Posterior al tiempo de estimulo, se aspiré el medio y las células fueron fijadas con
para-formaldehido al 4 % y tefiidas con cristal violeta al 0.1% (p/v), ambos por 15
minutos. Finalmente, las células fueron fotografiadas al microscopio Optico y
analizadas con el programa Image J (NIH, USA) y el promedio de la intensidad
media de fluorescencia sobre la rayadura se grafic6 con el programa GraphPad

Prism version 6.0.

Ensayo de invasion (Camaras de Boyden)

El ensayo de invasion celular fue realizado en camaras de Boyden BD®, con filtros
que poseen poros de 8 ym de diametro, los pozos fueron recubiertos con Matrigel
BioCoat Matrigel Chamber (BD Biosciences, Bedford, MA), de acuerdo a las
especificaciones del fabricante. Brevemente, los cultivos confluentes de células
MDA-MB-231 fueron sometidos a supresion de suero por 24 horas. Posteriormente,
las células fueron desprendidas con tripsina al 0.25% (p/v) y verseno al 0.02% (p/v),
se realiz6 el conteo celular en cAmara 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 atmésfera 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.
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Zimografia en gelatina

Los cultivos confluentes de células MDA-MB-231 fueron privados de suero en medio
de ayuno DMEM por 24 horas previas al estimulo con AL y diferentes condiciones.
El medio condicionado fue colectado y concentrado por centrifugacion 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%) co-polimerizados 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 lavé 3 veces por 30 minutos con Triton X-100 al 2.5% a temperatura
ambiente y se incubd en buffer de activacion de metaloproteinasas (50 mM Tris—
HCI pH 7.4, 5 mM CaCl2) durante 48 horas a 37°C. Transcurrido el tiempo, el gel se
tind con azul de Coomassie (Coomassie 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.

Inclusion en parafina de tejido de mama

La inclusion en parafina de los tejidos utilizados en este estudio se llevo a cabo entre
el afio 2010 y 2011, en todos los casos se utilizé el mismo procedimiento. Primero
se fijo el tejido, colocandolos en formol amortiguado al 10% y luego en alcohol y
xilol. Posteriormente fueron embebidas en los bloques de parafina, a partir de los
cuales se realizaron los cortes para realizar la inmunohistoquimica en este estudio.
Previo a la realizacion de los cortes, los bloques se colocaron a 4°C durante 24 a
72 horas. Cada corte tuvo un espesor de 3um y se colocé en un portaobjeto de

vidrio cargado manualmente.

Inmunohistoquimica

Los cortes histolégicos embebidos en parafina se colocaron en la estufa a 58-60°C

durante toda la noche para desparafinar. Al dia siguiente se colocaron durante 20
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min en xilol a 58-60° C para aclarar el tejido. Posteriormente se pasaran por
diferentes soluciones sumergiendo treinta veces en cada una: xilol, alcohol-xilol,
alcohol 96, 90, 80, 70, 60% para hidratar el tejido, finalmente se lavaron con agua.
A continuacion se colocaron en amortiguador de citratos pH 6 y se introdujeron en
autoclave durante 15 minutos para exponer los antigenos. Se permeabilizo el tejido
con PBS-Tritobn 0.2% durante 5 min; se bloqued la peroxidasa endogena con
metanol/H202 por 30 minutos, se enjuagd con PBS 1x 5 veces. Se bloguearon
uniones inespecificas con leche al 5% en PBS 1X por 1 hora. Al finalizar se colocé
el anticuerpo primario anti-fascina diluido en SFB al 3% y se incub6 en camara
himeda toda la noche a 4° C. Se lavo tres veces con PBS 1x-Triton 0.2%. A
continuacion se coloco el anticuerpo secundario diluido en SFB 3% e incub6 en
camara humeda a 37°C 2 horas. Se lavo tres veces con PBS 1x-Triton 0.2%. Se
revel6 con el cromdgeno 3,3 diaminobencidina (DAB-chromogen + substrate buffer)
diluido 1:10. Una vez revelado, se tifiéd con hematoxilina de Harris por 60 segundos,
se lavd con agua y se coloc6 en soluciones para deshidratar y aclarado del tejido
(alcohol 60, 70, 80, 90, 96%, alcohol-xilol, xilol2 y xilol1), sumergiendo treinta veces
en cada una. Se colocé una gota de resina sobre el tejido y sobre esta un

cubreobjetos. Las laminillas se observaron en un microscopio optico.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados estadisticamente usando ANOVA de una via y prueba
de Dunnett’s para una comparacion multiple. Los resultados fueron expresados
como la media + D.S. de al menos tres experimentos independientes y la diferencia

estadisticamente significativa fue considerada con una probabilidad de P < 0.05.

Poblacion de estudio

Las 35 pacientes con cancer de mama incluidas en el estudio fueron remitidas al
Hospital Juarez de Meéxico durante los afios 2010 y 2011, a la consulta de
ginecologia. Las muestras utilizadas para este trabajo, correspondientes a tejido
tumoral mamario fueron colectadas durante 2010 y 2011, preservandolas en formol

amortiguado al 10%, para incluirlas en parafina.
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Consideraciones éticas

Este estudio se clasifica como investigacion sin riesgo, ya que no se realizé ninguna

intervenciéon o modificacion intencionada de las variables biolégicas, fisioldgicas,

sicologicas o sociales de los individuos que participan en este estudio. Este estudio

se desarrollo con la aprobacion del comité de ética del Hospital Juarez de México.

Se utilizaron bloques de parafina del archivo de patologia (tomadas a las pacientes

con previo consentimiento informado) del Hospital Juarez de México y se revisaron

las historias clinicas de las respectivas pacientes, con el fin de obtener informacion

sobre las variables clinicas de estudio. Estos datos se manejaron confidencialmente

y se utilizaron unicamente con fines investigativos.

Criterios de inclusion

YV V. V VYV V

Mujeres confirmadas con cancer de mama a diferentes estadios.

Mujeres mexicanas mestizas con al menos tres generaciones de residencia
en México.

Mujeres mayores de 18 afios de edad con presencia de tumor en glandula
mamaria que amerita biopsia.

Carta de consentimiento informado firmada.

Estudio de mastografia.

Reporte histopatolégico.

Sin haber recibido tratamiento previo.

Sin evidencia clinica de otro tumor o antecedente de la misma.

Criterios de exclusién

>

Mujeres con enfermedad renal o cardiaca asi como las que presenten ingesta
de farmacos que afecten el metabolismo de lipidos.

Embarazadas.

Mujeres con tratamiento de esteroides y enfermedades inmunoldgicas.
Pacientes a quienes no se les encontro biopsia incluida en bloque de parafina

en el archivo de patologia.
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» Mujeres con expectativa de vida menor a tres meses, luego de ser

diagnosticadas con cancer de mama.
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6.0 RESULTADOS

6.1 Expresion de fascina en lineas celulares

En primer lugar se determind si el acido linoleico induce relocalizacion de fascina
hacia los bordes celulares y en que lapsos de tiempo se lleva a cabo. Células MDA-
MB-231 fueron estimuladas con o sin AL 90 uM durante 3, 5, 10, 15, 30, 45y 60
minutos. Los resultados obtenidos mostraron que el &cido linoleico induce
incremento en el nivel de expresion de fascina asi como relocalizacion de fascina a
los bordes celulares, observandose un maximo a los 30, 45 y 60 minutos, por tal
motivo se decidio utilizar tiempos de estimulacién a 30 y 60 minutos para ensayos

posteriores (Fig. 5).

Tiempo Actina Fascina Merge

CTL

3 min

5 min
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Tiempo Actina Fascina Merge

10 min

15 min

30 min

45 min

60 min

Figura 5. AL induce sobreexpresion y relocalizacion de fascina en los bordes celulares a
30, 45 y 60 minutos en células MDA-MB-231. Células MDA-MB-231 fueron cultivadas en
cubreobjetos y estimuladas con AL durante 3, 5, 10, 15, 30, 45 y 60 minutos. Posterior al
estimulo, las células fueron fijadas, permeabilizadas, incubadas con anticuerpo anti-fascina
y con TRITC. La imagen es representativa de tres experimentos independientes.
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A continuacion se determind si el AL induce un incremento en los niveles de
expresion de fascina en células de cancer de mama MDA-MB-231 y células
epiteliales mamarias no tumorigenas MCF12A. Los cultivos de células MDA-MB-
231 y MCF12A fueron estimuladas con o sin AL 90 yM durante 30 y 60 minutos y
lisadas. Los lisados celulares se analizaron por Western blot (WB) con anticuerpos
anti-fascina y anti-actina como control de carga. Los resultados mostraron que las
células MDA-MB-231 expresaron fascina y el tratamiento con AL durante 30 y 60
minutos indujo un aumento en los niveles de expresion de fascina (fig. 6a), mientras
que las células MCF12A también expresaron fascina, y el tratamiento con AL solo
indujo un ligero aumento en los niveles de expresion de fascina a los 60 min (fig.
6b). Los WB con anti-actina de las mismas membranas confirmo que se recuperaron

cantidades similares de proteina después del tratamiento con AL.
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Figura 6. AL induce aumento en la expresion de fascina en células MDA-MB-231 y
MCF12A. Células MDA-MB-231 y MCF12A fueron ayunadas por 24 horas y posteriormente
tratadas con AL a 30 y 60 minutos. Las membranas fueron reveladas con anticuerpos anti-
fascina y anti-actina, éste Ultimo como control de carga. Las imagenes son representativas
de tres experimentos independientes y las graficas muestran el andlisis estadistico de cada
uno de los ensayos. El analisis densitométrico y estadistico se realizd utilizando los
programas ImageJ y GraphPad Prism 6, respectivamente. *p<0.05.

Para corroborar que el AL indujo un aumento en la expresion de fascina y para
determinar si el tratamiento con AL indujo la relocalizacion de fascina, estudiamos
la expresion de fascina y su localizacion mediante microscopia confocal. Las células
MDA-MB-231 y MCF12A se cultivaron en cubreobjetos y se trataron con 90 uM de
AL durante 30 y 60 minutos. Las células se fijaron y se analizaron mediante
inmunofluorescencia utilizando anticuerpo anti-fascina, mientras que la F-actina se
tind con phalloidina conjugada a TRITC. Nuestros resultados mostraron que el AL
indujo aumento en la expresiéon de fascina en citosol y la formacién de filopodios y
lamelipodios en células MDA-MB-231. Ademas, fascina se localiz6 principalmente
en filopodios y lamelipodios (Fig. 7a). Por el contrario, el tratamiento con AL indujo
un ligero aumento en la expresion de fascina en el citosol y la formacién de
microespiculas en células MCF12A. Sin embargo, el AL no indujo la formaciéon de
filopodios y lamelipodios y fascina se localizé en los bordes de las células en

microespiculas (Fig. 7b).
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Figura 7. AL induce incremento en la expresion de fascina en células de cancer mamario
MDA-MB-231. Células MDA-MB-231 y MCF12A fueron cultivadas en cubreobjetos y
estimuladas con AL durante 30 y 60 minutos. Posterior al estimulo, las células fueron
fijadas, permeabilizadas, incubadas con anticuerpo anti-fascina'y con TRITC. La imagen es
representativa de tres experimentos independientes y la grafica muestra el analisis
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estadistico de la intensidad media de fluorescencia de esos tres experimentos que fueron
realizados con los programas ImageJ y GraphPad Prism version 6.0. **p<0.01, ***p < 0.001.

El oncogén Src es una proteina tirosina cinasa, se ha reportado que un alto nivel de
expresion y actividad esta relacionado con el desarrollo de cancer asi como con un
fenotipo metastasico. Debido a lo anterior, determinamos si el oncogén Src participa
en la relocalizacion de fascina hacia los bordes celulares inducida por AL. Las
células MDA-MB-231 se cultivaron en cubreobjetos y se trataron con el inhibidor de
Src, PP2 durante 60 minutos y con 90 uM de AL durante 60 minutos. Las células se
fijaron y se analizaron mediante inmunofluorescencia usando anticuerpo anti-
fascina, mientras que la F-actina se tifi6 con phalloidina conjugada a TRITC. Los
resultados obtenidos mostraron que el AL indujo incremento en la expresion de
fascina en citoplasma y localizacion de la misma en filopodios y lamelipodios; en
cambio, cuando utilizamos el inhibidor de Src, PP2, observamos que disminuye la
expresion de fascina y no hay formacion de filopodios y lamelipodios (Fig. 8).
Basandonos en los resultados obtenidos, determinamos que el oncogén Src es
necesario para la relocalizacion de fascina hacia los bordes celulares inducida por
el AL.
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Figura 8. AL induce relocalizacion de fascina del citoplasma a los borde de las células MDA-
MB-231 de una manera dependiente de Src. Células MDA-MB-231 fueron cultivadas en
cubreobjetos y estimuladas con AL y el inhibidor de Src (PP2) durante 60 minutos.
Posteriormente, las células fueron fijadas, permeabilizadas, incubadas con anticuerpo anti-
fascina y con TRITC. La imagen es representativa de tres experimentos independientes.
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A continuacion, determinamos si el AL induce aumento en la expresion de fascina
en otra linea celular de cancer mamario, la ZR-75. Las células ZR-75 se cultivaron
en cubreobjetos y se trataron con 90 uM de AL durante 30 y 60 minutos. Las células
se fijaron y se analizaron mediante inmunofluorescencia usando anticuerpo anti-
fascina, mientras que la F-actina se tifid con phalloidina conjugada a TRITC. Los
resultados obtenidos mostraron que el AL indujo aumento en la expresion de fascina
en el citosol y la formacion de filopodios en células ZR-75. Posteriormente se analizé
el incremento en la expresion de fascina en células ZR-75 mediante WB. Los
cultivos de células ZR-75 fueron estimuladas con o sin AL 90 uyM durante 30 y 60
minutos y lisadas. Los lisados celulares se analizaron por WB con anticuerpos anti-

fascina y anti-actina como control de carga. Los resultados mostraron que las
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células ZR-75 expresan fascina y el tratamiento con AL durante 30 y 60 minutos
indujo un aumento en los niveles de expresion de fascina, de manera similar a los
observado en células MDA-MB-231 (Fig. 9).
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Figura 9. AL induce incremento en la expresion y relocalizacion de fascina del citoplasma
a los borde de las células de cancer mamario ZR-75. A. Células ZR-75 fueron cultivadas en
cubreobjetos y estimuladas con AL durante 30 y 60 minutos. Posterior al estimulo, las
células fueron fijadas, permeabilizadas, incubadas con anticuerpo anti-fascinay con TRITC.
La imagen es representativa de tres experimentos independientes. B. Las células ZR-75
fueron ayunadas por 24 horas y posteriormente tratadas con AL a 30 y 60 minutos. Las
membranas fueron reveladas con anticuerpos anti-fascina y anti-actina, éste Gltimo como
control de carga. La imagen es representativa de tres experimentos independientes.
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Dado que hemos demostrado previamente que el AL indujo migracion de células
MDA-MB-231 [14], estudiamos el papel de fascina en la migracion. Como se
muestra en la Fig. 10, de acuerdo con nuestros hallazgos previos [14], el AL indujo
migracion de células MDA-MB-231 (Fig. 10).
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Figura 10. AL induce migracion en células MDA-MB-231. Células MDA-MB-231 confluentes
fueron ayunadas por 24 horas y tratadas con mitomicina C por 2 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 AL 90 uM y se incubaron
por 48 horas. Se incluyé un control de SFB. 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
andlisis se realiz6 con los programas ImageJ y GraphPad Prism version 6.0. ***p<0.001,
*rrn<0.0001.

A continuacion determinamos el papel de fascina en la migracion inducida por AL.
Primero, inhibimos la expresién de fascina utilizando siRNA contra fascina. Nuestros
resultados mostraron una clara inhibicion de la expresion de fascina (Fig. 11a). A
continuacion, los cultivos de células MDA-MB-231, en los que se inhibi6 la expresion
de fascina, fueron sometidos a ensayos de cierra de herida y se estimularon con 90
MM de AL durante 48 horas. Nuestros resultados mostraron que la migracion
inducida por AL requiere expresion de fascina en células MDA-MB-231 (Fig. 11b).
El AL induce migracion a través de una via dependiente de fascina en células MDA-
MB-231.
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Figura 11. AL induce migracion a través de una via dependiente de fascina en células MDA-
MB-231. A) se analizaron los lisados celulares de células MDA-MB-231 transfectadas con
siRNA de fascina o siRNA scramble y fueron analizadas por WB con anticuerpos anti-
fascina y anti-actina, este Gltimo como control de carga. B) cultivos confluentes de células
MDA-MB-231 transfectadas con siRNA de fascina o siRNA scramble fueron tratadas con
mitomicina C por 2 horas. Posteriormente se realiz6 una rayadura y tratadas con AL 90 uM
por 48 horas. Se incluyé un control de SFB. La imagen es representativa de tres
experimentos independientes y la grafica muestra el andlisis 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 < 0.001,
*rrp < 0.0001.
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La migracion celular requiere la formacion de contactos focales, mientras que
paxilina es una proteina localizada en estas estructuras [24]. Se determino si el
tratamiento con AL indujo una colocalizacion de fascina y paxilina. Las células MDA-
MB-231 cultivadas en cubreobjetos fueron estimuladas con 90 uM de AL durante 60
minutos. Las células fueron analizadas por inmunofluorescencia con anticuerpo
anti-paxilina y anticuerpo anti-fascina. Como mencionamos anteriormente, el
tratamiento con AL indujo aumento en la expresion de fascina, que colocalizd con
paxilina, mientras que las células adoptaron una estructura tipo fibroblasto (Fig. 12).
Nuestros hallazgos sugieren que el AL también indujo un aumento en la expresion

de paxilina.
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Figura 12. AL induce formacion de contactos focales y colocalizacion de fascina y paxilina.
Células MDA-MB-231 cultivadas en cubreobjetos se estimularon con 90 uM de AL durante
60 minutos y se fijaron. Las células se tifieron con Ab anti-fascina y anti-paxilina. Fascina
se muestra en verde y paxilina se muestra en rojo. La imagen se obtuvo por microscopia
confocal y es representativa de tres experimentos independientes.
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El AL induce invasion de células MDA-MB-231[11]. Determinamos el papel de
fascina en la invasion inducida por el tratamiento con LA. Realizamos ensayos de
invasion utilizando células MDA-MB-231, en los que la expresion de fascina fue
inhibida utilizando siRNAs contra fascina, y tratada con 90 uM de AL durante 48
horas. Como se ilustra en la Fig. 13, el AL indujo una clara invasion y dependia de

la expresion de fascina en células MDA-MB-231.
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Figura 13. AL induce invasion a través de una via dependiente de fascina en células MDA-
MB-231. Los ensayos de invasion se realizaron usando células MDA-MB-231 transfectadas
con siRNA de fascina o siRNA scramble y tratadas con 90 uM de AL durante 48 horas. El
grafico es representativo de tres experimentos independientes. **p <0.01.

A continuacion, se estudido si el AL induce aumento en la secrecion de
metaloproteinasas de matriz (MMP-2 y MMP-9) y el papel de fascina en la secrecion
de estas gelatinasas. Cultivos de células MDA-MB-231, en los que se inhibi6 la
expresion de fascina, fueron estimulados con 90 uM de AL por 48 horas, se obtuvo
un medio condicionado y se lisaron las células. El medio condicionado fue analizado
por zimografia de gelatina y los lisados celulares fueron sometidos a WB con
anticuerpo anti-actina. Dado que el etanol (EtOH) y el PDB estimulan la secrecion
de MMP-2 y MMP-9, respectivamente [25,26], se incluyeron controles positivos para

52



la secrecién de MMP-2 y MMP-9, que fueron preparados por el tratamiento de las
células MDA-MB-231 con 100 ng/ml de PDB 0 400 mg/dl de EtOH durante 24 horas.
Nuestros resultados mostraron que el AL indujo un aumento en la secrecion de
MMP-9, pero no indujo un aumento en la secrecion de MMP-2 en las células MDA-
MB-231. Curiosamente, la inhibicion de la expresion de fascina bloqued el aumento
de la secrecion de MMP-9 (Fig. 14). El WB con el anticuerpo anti-actina de lisados
celulares confirmd que un numero similar de células estaba presente en las

diferentes condiciones analizadas.
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Figura 14. AL induce incremento en la secrecion de MMP-9 de una manera dependiente
de fascina en células MDA-MB-231. Células MDA-MB-231 transfectadas con siRNA de
fascina o siRNA scramble se trataron con AL 90 uM durante 48 h, se obtuvo medio
acondicionado, se concentré y se analizé por zimografia. Las células fueron lisadas y
analizadas por transferencia de WB con anticuerpo anti-actina como control de carga. La
imagen es representativa de tres experimentos independientes.

6.2 Expresion de fascina en tejido tumoral

Por otro parte, determinamos la expresion de fascina en tejido tumoral de pacientes
con cancer de mama. Se utilizaron bloques de parafina con tejido tumoral, se
realizaron cortes histoldgicos de 3 pm de grosor; la inmunohistoquimica fue
realizada utilizando el sistema de deteccion de antigenos por ensayo

inmunoenzimatico, 3°3 diaminobencidina, para visualizar la localizacion del
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complejo antigeno-anticuerpo-enzima. Las caracteristicas clinico patoldgicas de las
34 pacientes con cancer de mama incluidos en este estudio se describen en la tabla
1. Su edad oscil6 entre 37 y 80 afios. Todas las muestras tenian diagnéstico de
carcinoma ductal invasivo, 14 de ellas en estadio clinico Il, 16 en estadio 11l y 4 en

estadio IV.

Tabla 1. Caracteristicas clinico-patoldgicas de pacientes con cancer mamario.

Caracteristicas de Padentes

Caracteristicas Pacientes [n (%))
Edad (afios)

Media 528

Rango 37-80
Estadio de cancer de mama

Il 14 [41)

[ 16 (47}

IV 4 (12}
Tamafio de tumor primaria

T2 14 (41)

T3 11 {32)

T4 9 27
Estado de ganglios linfaticos

Megativo 10 (29)

Positivo 24 [71)
Metastasis

MNegativo 30 [EB)

Positivo 4 (12}
Estado de Her2/neu

MNegativo 22 [B5)

Positivo 12 (35)
Estado del receptor de estrogenos

MNegativo 10 (29)

Positivo 24 [71)
Estado del receptor de progesterona

MNegativo 17 (50)

Positivo 17 [50)
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Figura 15. Control utilizado para la estandarizacion del protocolo de inmunohistoquimica
para la determinacion de expresion de fascina. La fotografia A corresponde al control
negativo y B al control positivo. Fascina se evalué en piel, donde su expresion se observo
en citoplasma. Objetivo 20X.

Figura 16. Tincion de hematoxilina y eosina. Fotografias tomadas a casos representativos
de carcinoma ductal invasivo, que muestra las diferentes caracteristicas estructurales y
morfol6gicas de este tipo histologico. A. caso 13. B. Caso 25. Objetivo utilizado 10X.

A continuacion se presentan los resultados obtenidos de las inmunistoquimicas para
determinar la expresion de fascina. De las 34 muestras de tejido tumoral que
componen el estudio, 2 (6%) expresaron fascina y 32 (94%) fueron fascina negativa.
En los tejidos que hubo expresién de fascina, se observa en citoplasma (Fig. 17b).
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De acuerdo al numero de muestras que expresan fascina (2), nos fue imposible
realizar algun tipo de asociacion entre la expresion de fascina y las caracteristicas

clinico-patologicas.

Figura 17. Técnica de inmunohistoquimica para determinar la expresién de fascina.
Fotografias tomadas a casos representativos de carcinoma ductal invasivo. A. No hay
expresion de fascina. B. Se observa expresion de fascina en citoplasma. Objetivo utilizado
20X.

6.3 Expresién de GPR30 en tejido tumoral

Debido a que no obtuvimos resultados favorables en la expresién de fascina en el
tejido tumoral, decidimos determinar la expresion del GPR30, el cual recientemente
se ha descrito como un mecanismo de sefalizacion alterno al RE, que puede activar
sefalizacion celular a través de estrogenos, asi como por antagonistas del RE como
es el tamoxifeno, que facilita el crecimiento tumoral, metastasis y sobrevivencia
corta en el paciente [107, 116-118] .
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Figura 18. Control utilizado para la estandarizacion del protocolo de inmunohistoquimica
para la determinacion de expresiébn de GPR30. La fotografia A corresponde al control
negativo y B al control positivo. GPR30 se evalu6 en la linea celular de cancer de mama
MCF7, donde su expresion se observo en citoplasma y nucleo. Objetivo 40X.

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos de las inmunistoquimicas
para determinar la expresion de GPR30. De las 34 muestras de tejido tumoral que
componen el estudio, 25 (74%) expresaron fascina y 9 (26%) fueron fascina
negativa. En los tejidos que hubo expresién de GPR30, se observa en citoplasma y
nucleo (Fig. 19b).

Figura 19. Técnica de inmunohistoquimica para determinar la expresiéon de GPR30.
Fotografias tomadas a casos representativos de carcinoma ductal invasivo. A. No hay
expresion de GPR30. B. Se observa expresion de GPR30 en citoplasma y nucleo. Objetivo
utilizado 20X.

57



Con los resultados obtenidos de la expresién de GPR30, realizamos correlaciones
con caracteristicas clinico-patolégicas. Como se observa en la tabla 2, la expresion
de GPR30 no tiene asociacion con el estadio, tamafio del tumor primario, metastasis
a ganglios linfaticos, metéstasis distante, expresion de HER2/neu y expresion del
receptor de progesterona (RP). Existe asociacion entre la expresion de GPR30 y el

RE. De acuerdo a la expresion de GPR30 y RE, los casos fueron divididos en 4
grupos: RE+/GPR30- (10 casos, 29%), RE-/GPR30+ (0 casos, 0%), RE-/GPR30-

(9 casos, 26%), mientras que casi la mitad de los casos fueron RE+/GPR30+ (15

casos, 45%).

Tabla 2. Asociacion entre la expresion de GPR30 y caracteristicas clinico-
patologicas.

M* de casos ig PR PFrueba de valor p

Positivo [25) Megativo (9] significancia

Esradio
Temprana 14 o [s4) 5(38) Prueba exacta 043
Awanzado 20 16 (B) 4 [ de Fisher

Tamafio de tumar primaria
<5 om 14 10[71) 4 [29) ¥=1.05 10
*5am 20 15 (75) & [259)

Estado de ganglios linfatioos
MNegativo 10 & (60} 4 (400 Prueba exacta 0.3%
Positho 24 1878} 5(21) de Fisher

Mlerdsrasis
MNegativo 30 23 (77] 7(23) Mi=1.25 0.28
Positivo 4 2 (50) 250)

Estado de Her2/meu
Negativo 22 16 (73] & {27} W= 002 0.83
Positivo 12 8 (75) 3(25)

Estado del receplor de sctrigencs
MNegativo 10 10 {10:0) oo Priseba exacta o.0a*
Positho 24 15 {63} S(37) de Fisher

Estado del receptor de progesterona
Megativo 17 14 (E2) 3 (1B} W=136 0.24
Positivo 17 11 {85} E (35)

¥'=Prueba de Chi cuadrada
= Estadisticamente significativo
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7.0 DISCUSION

Los estudios epidemioldgicos demuestran que un patron dietético caracterizado por
una gran cantidad de grasas, incluidos los AGPI w-6, aumenta el riesgo de cancer
de mama. Particularmente, el AL es el principal acido graso en las dietas
occidentales con una ingesta de 15-20 g/dia/persona y una concentracion
plasmatica de ~275 pyM [119-122]. Estudios previos en nuestro laboratorio,
demostraron que el AL induce migracion e invasion de células de cancer de mama
MDA-MB-231 [123, 124]. Sin embargo, el papel del AL en la expresion y
organizacion de fascina/actina, asi como su papel en migracion e invasion mediada

por el tratamiento con AL en células MDA-MB-231, aun no se ha estudiado.

A la fecha, no se ha reportado la expresion de fascina en el epitelio adulto normal,
pero se expresa en la capa basal de la epidermis. Por el contrario, la regulacién al
alza de la expresion de fascina se ha demostrado en carcinomas humanos
metastasicos de diferentes sitios [125]. Particularmente, los niveles elevados de
fascina correlacionan con fenotipos clinicamente agresivos, mal prondéstico y un
periodo mas corto sin la enfermedad en pacientes con cancer de mama [126]. En
este trabajo demostramos que el AL induce un aumento de la expresion de fascina
a los 30 y 60 minutos de tratamiento en las células MDA-MB-231. De acuerdo con
nuestros hallazgos, Snyder y colaboradores (2014), reportaron que las células MDA-
MB-231 expresan niveles basales de fascina y el tratamiento con IL-6 y TNF-a
induce aumento de los transcritos de fascina a los 30 minutos de tratamiento
[127]. Ademas, demostramos que las células epiteliales mamarias no tumorales
MCF12A expresan niveles basales de fascina y el tratamiento con AL solo induce
un ligero aumento de la expresion de fascina a los 60 minutos de tratamiento.
Nuestros hallazgos sugieren fuertemente que las células epiteliales mamarias
también expresan fascina y, por lo tanto, se necesitan estudios adicionales para

determinar si fascina es o0 no expresado en las células epiteliales mamarias adultas.

Fascina contribuye a la organizacion de estructuras basadas en actina, que incluyen
protrusiones de células corticales y haces de microfilamentos citoplasmicos, que

participan en la migracion, las interacciones celulares, la arquitectura y los
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movimientos intracelulares [46]. Ademas, fascina esté en equilibrio entre el citosol y
el citoesqueleto, y su funcidén estd modulada por una variedad de ligandos que
incluyen componentes de la matriz extracelular, factores de crecimiento y citocinas
[55, 57]. Nuestros resultados demuestran que el AL induce la formacion de
filopodios y lamelipodios y la localizacion de fascina con estas estructuras en células
MDA-MB-231. Particularmente, fascina se localiza principalmente con lamelipodios.
En contraste, en células MCF12A, el AL simplemente induce la formacion de
microespiculas y la localizacion de fascina con estas estructuras; sin embargo, no
induce la formacion de lamelipodios y filopodios en células epiteliales mamarias no
tumorales MCF12A. Proponemos que fascina contribuye a la formacion de
estructuras especificas de actina/fascina en células mamarias humanas y que son
especificas de cancer de mama vy las células epiteliales mamarias no tumorales.
Apoyando nuestra propuesta, Shibue y colaboradores (2012) y Wang vy
colaboradores (2002), demostraron que los filopodios son ricos en células tumorales
metastasicas y su numero se correlaciona con su invasividad, mientras que las
estructuras de tipo filopodio son criticas para la colonizacion de tejidos u 6rganos
secundarios para las células tumorales metastésicas [128, 129]

El proceso de invasion/metastasis involucra desprendimiento de células,
migracioén/invasion, intravasacion, supervivencia en la circulacién, extravasacion y
proliferacion en los tejidos distales [113]. En el cAncer de mama, la expresion de
fascina se correlaciona inversamente con la presencia de receptores de estrégeno
y progesterona, pero no esta relacionada con la sobreexpresion de HER-2 [126,
130]. Anteriormente demostramos que el AL induce migracion e invasion de células
MDA-MB-231, pero no puede inducir migraciéon de células MCF12A. En este trabajo
demostramos que la migracion y la invasion inducida por el AL requieren expresion
de fascina en células MDA-MB-231. Proponemos que el AL desempeiia un papel
importante en la migracion y la invasion del cancer de mama a traves de la expresion
de fascina. Apoyando nuestra propuesta, Al-Alwan y colaboradores han demostrado
gue la expresion de fascina promueve la regulacién negativa del supresor 1 de

metastasis de cancer de mama (BRMSL1) y la regulacién positiva de proteinas
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involucradas en metastasis incluyendo el activador de plasmindégeno tipo
uroquinasa, MMP-2 y MMP-9 en células MDAMB-231 [131].

Las MMPs son una familia de endopeptidasas que colectivamente pueden degradar
todos los componentes de la MEC y estan implicadas en la progresion tumoral
porque promueven la angiogénesis, el crecimiento de células tumorales y la
degradacion de la MB y matrices intersticiales [95, 132]. Sin embargo, las MMPs
son sintetizadas y secretadas como zimdgenos que requieren activacion para
convertirse en proteoliticamente activos, y por lo tanto la activacion es un paso
critico en la regulacién de la actividad proteolitica dependiente de MMPs [133, 134].
Particularmente, MMP-2 y MMP-9 estan altamente expresados en tumores
malignos, incluido el cancer de mama, y estan asociados con invasion y metastasis
porque pueden degradar el colageno tipo IV, que es el componente principal de la
MB [134, 135]. En este trabajo demostramos que el AL induce la secrecion de MMP-
9 y depende de la expresion de fascina en células MDA-MB-231. Nuestros
resultados demuestran un nuevo papel de fascina en la secrecion de MMP-9
inducida por el AL y apoyan un papel importante de fascina en la migracion y la

invasion de células de cancer de mama.

Curiosamente, MMP-2 y MMP-9 aparecen en el sobrenadante mucho antes de que
sea detectado un aumento en el RNAm de gelatinasas mediante RT-PCR en células
Jurkat Ty T primarias transfectadas con cDNA de FAK tipo silvestre. Ademas, el
bloqueo de la transcripcion con actinomicina D no inhibe el aumento de la secrecién
de gelatinasas, mientras que el blogqueo de la secrecién de proteinas con monensina
y brefeldina A reduce la produccion de gelatinasas en el sobrenadante [136].
Ademas, en nuestro laboratorio, Cortes-Reynosa demostrd que el tratamiento de
células de cancer de mama MCF7 con colageno tipo IV induce un aumento de la
secrecion de MMP-9, pero no induce un aumento del RNAm de MMP-9 a las 30
horas de tratamiento [137]. De acuerdo a lo anterior, proponemos que el tratamiento
con AL durante 48 horas induce la secrecion de MMP-9, pero no induce un aumento
de RNAmM de MMP-9 en células MDA-MB-231.
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Fascina se localiza en la adhesion focal y es considerada como una proteina del
adhesoma [138, 139]. Ademas, fascina también se localiza en adhesiones positivas
para paxilina, mientras que el nimero de adhesiones maduras es mayor en células
carentes de fascina [140]. En este trabajo demostramos que las células MDA-MB-
231 no tratadas no muestran colocalizacién de fascina con paxilina. Sin embargo,
el tratamiento con AL induce un aumento de la expresién de fascina, que se
acompafa con su colocalizacion con paxilina. Dado que la reorganizacion del
citoesqueleto de actina y las adhesiones focales son necesarias para la migracion,
invasion y metastasis, fascina y paxilina desempefian un papel importante en la
formacion de estas estructuras, proponemos que la colocalizacion de fascina y
paxilina inducida por el AL es necesaria para el proceso de migracion e invasion en
células de cancer de mama. Apoyando nuestra propuesta, Omran y Al Sheeha
(2015) reportaron que fascina y paxilina son expresadas en el carcinoma infiltrante

de conductos y se correlacionan con factores de mal prondstico [141].

Por otra parte, la expresion de fascina en tejido tumoral fue baja (2/34, 6%), lo cual
difiere con los resultados obtenidos con los ensayos in vitro antes mencionados.
Respecto a esto, proponemos que debido a que fascina esta relacionada con
procesos de migracion e invasion, y los tejidos tumorales utilizados en este trabajo
corresponden a tumores primarios, donde las células no presentan un fenotipo
metastasico pudiera ser la causa por la que obtuvimos baja expresion de fascina.
En relacion a estos resultados, se ha reportado que la expresion de fascina en dos
grupos de estudio con cancer de mama es cerca del 20%, aunque la cantidad de
muestras utilizadas en su estudio son superiores a las utilizadas en este trabajo
[142, 143].

En nuestro estudio, la asociacién entre la expresion de GPR30 y diferentes
caracteristicas clinico-patoldgicas revelo relacién significativa entre la positividad de
GPR30 y el RE. De acuerdo con estos resultados, Aiad y colaboradores (2014) y
Filardo y colaboradores (2006) reportan que la asociacion de la expresion de GPR30
y ciertas caracteristicas clinico-patoldgicas (entre ellas RE), pueden contribuir con

la progresion del carcinoma de mama [118, 144].
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8.0CONCLUSION

Los resultados obtenidos demuestran que fascina es requerida para la migracion e
invasion inducida por el AL en células de cancer de mama MDA-MB-231.

1. El AL induce aumento en los niveles de expresion y relocalizacion de fascina en
células MDA-MB-231.

2. El AL induce migracion de una manera dependiente de fascina en células MDA-
MB-231.

3. EI AL induce la formacion de contactos focales y aumenta la expresion de fascina

y paxilina.

4. El AL induce invasion de una manera dependiente de fascina en células MDA-
MB-231.

5. No se observa alta expresion de fascina en tejido tumoral en comparacion con

los resultados obtenidos en la linea celular MDA-MB-231.
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