CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS AVANZADOS DEL
INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

UNIDAD ZACATENCO
Departamento de Toxicologia

“Efecto de la exposiciéon al BPA en la invasién/metastasis y expresion de GPER

en un modelo in vitro y en un modelo murino de cancer de mama”

TESIS
Que Presenta

L.F. Pablo Ismael Torres Alamilla

Para obtener el grado de
MAESTRO EN CIENCIAS
En la especialidad de

TOXICOLOGIA

Directores de tesis:

Dra. Maria del Rocio Gomez Ortega

Dr. José Eduardo Pérez Salazar

Ciudad de México Agosto 2022



Este trabajo se realizé en el Departamento de Toxicologia (Laboratorio 14) y en el
Departamento de Biologia Celular (Laboratorio 42) del Centro de Investigacion y de
Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional, bajo la tutoria de la Dra. Maria
del Rocio Gémez Ortega y el Dr. José Eduardo Pérez Salazar. Durante el desarrollo
de esta investigacion se contd con el apoyo econémico del Consejo Nacional de

Ciencia y Tecnologia (CONACYT) a través de la beca de maestria, No 1076935



AGRADECIMIENTOS

A mis directores de tesis, a la Dra. Ma. del Rocio Gémez Ortega, por confiar en mi
desde mi ingreso a la maestria y darme la oportunidad de integrarme a un proyecto
muy particular de mi agrado, asi como por sus enseflanzas y aportaciones a mi
formacion profesional. Al Dr. José Eduardo Pérez Salazar por abrirme las puertas de
su laboratorio, por el tiempo, apoyo y enseflanzas que me brindo durante mi estancia

en su laboratorio para poder realizar todas las actividades que se propusieron.

Al Dr. Pedro Cortés Reynosa por su asistencia técnica y contribuir ampliamente a mi

formacion académica.

A mis asesores de tesis Dra. Emma S. Calderdn Aranda, Dra. Maria Isabel Hernandez
Ochoa y Dra. Libia Vega Loyo por sus aportaciones muy acertadas que contribuyeron

al desarrollo de este trabajo.

A mis padres y a mis hermanos, pues siempre conté con su apoyo en todos los

aspectos, su apoyo fue un factor muy importante para poder alcanzar este logro.

A Desiree por animarme siempre a continuar y por haberme brindado su apoyo durante

los momentos clave de la maestria, muchas gracias.

A mis compafieros, Karem, Rocio, Kevin, Maria José y Miao Ling por su gentileza, sus
consejos y todo el enorme apoyo que me brindaron durante mi estancia en el

Cinvestav.

A la Biol. lvonne Grisel Sanchez cervantes y a la técnico académica Maria José
Gomora Herrera por su asesoria en la técnica de inmunofluorescencia, observaciones
de muestra y captura de micrografias en un microscopio confocal en la unidad de

microscopia de la Facultad de Medicina de la UNAM.



Contenido

ABREVIATURAS et et e e e et e e e e e aennns 1
RESUMEN ... et e e et e e e e e e e et e e et e e e eaa s 3
AB ST R A C T ettt e et et e et e e e e e eaa e eaans 4
1. INTRODUCCION .....ooviiiiieieeecte ettt e ettt eneeeaesteareeeaesreane s 5
1.1 CANCEr A MAIMA ..ceeiiiiiiee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aannnes 5
1.1.1 Generalidades del cancer de mama ............cccociiiiiiiiiiiiiiiiii e 5
1.1.2 Epidemiologia del cancer de Mmama...........coeuuuiiieeieeiiiiieeeeeee e e e e e e aenns 6
1.1.3 Cancer de mama triple NegatiVO ...........oooiiiiiiiiiiiiie e 7
1.1.4 Supervivencia del cancer de mama triple negativo ............ccccceeeevvviiiieeeeenn, 8
1.1.5 Factores de riesgo para el cancer de Mmama.........ccceevvvveiiiiiiieeeiiiieeeeeeeeaeenss 9

1.2 Disruptores €NAOCIINOS ........uuiiieiiiiiee e e e e e e e e e e e eeaeens 10

L 2. L BP A e 11
1.2.2 TOXICOCINETICA ...ttt e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeas 12
1.2.3 Efectos del BPA en la salud..............ooooiiiiiiiiiiiiie e 13

LB GPER o e 14
1.3.1 Caracteristicas genNErales ............ouuuuuiiiiiiiiiee e e e e e e e e eeeeannes 14
1.3.2 GPER y su papel en el cancer de mama ...........ccceevvvvviiieieeeiiiiiieeeeeeeiinen 15

1.4 JUSTIFICACION ......viiie ettt ete e ae e 17
1.5 HIPOTESIS. ...ttt 19
1.6 OBJIETIVOS. ..ottt ettt e e e e e et e e e e e e e e e eeee 19
1.6.1 ODJEetiVO GENETAL........u i 19
1.6.2 ODbJetivos PartiCUIArES .........ccciveiiiie e 19

2. METODOLOGIA ...ttt 20
2.1 DISeN0 eXPeriMENtaAl ........cccuuiiiiiiii e 20



2.2 CUILIVO CRIUIAT .. e 23

2.3 Métodos MOAEl0 IN VILFO ....coeiiiiiieieeeeee e 23
2.3.1 Determinacién de la citotoxicidad del BPA por citometria de flujo.............. 23
2.3.1.1 Fundamento de la tECNICA ...........uuuurmimmiiiiiiiiiiiiii e 23
2.3.1.2 ProCediMIENTO .....cevuuiuiiiiiie ettt ettt e e 23
2.3.2 Andlisis de migracion celular por el método de rayadura.................cc.co..... 24
2.3.2.1 Fundamento de 1a tECNICA ..........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 24
2.3.2.2 ProCediMIENTO ....cceveuiiiiiis ettt e e 24

........................................................................................................................... 25
2.3.3.1 FUNdamento de (@ tECNICA ......ueeeeeeeee e, 25
2.3.3.2 ProCEAIMUEINTO «..neeeee e e 25

........................................................................................................................... 26
2.3.4.1 Fundamento de la tECNICA ...........uuurriimiiiiiiiiiiiiiii e 26
2.3.4.2 ProCediMIENTO .....ceeuuiiiiiiii ettt e e 26

2.3.5 Andlisis de la secrecion de MMPs por Western blot...............ccccoeeeeeeennnnn. 27
2.3.5.1 ProCedimiBNTO ......ceuuuuuuuiiiiiiie ettt 27

2.3.6 Andlisis de la secrecion de MMPs por zimografia...........ccccvvvvveiiiiiinnnnnnnnn. 27
2.3.6.1 Fundamento de la tECNICA ...........uuurriimmiiiiiiiiiiiiiieee e 27
2.3.6.2 ProCedimiIBNTO ......ceuuuuiiiiiieiie ettt 28

2.3.7 Andlisis de la localizacion celular de GPER por inmunofluorescencia........ 28
2.3.7.1 Fundamento de la tECNICA ...........uuurrimmmiiiiiiiiiiiiiiee e 28
2.3.7.2 ProCediMIENTO .....cevvuiiiiiiiei ettt 29

2.4 MOEIO IN VIVO ...ttt e e e e e e e e e e e e as 30
2.5 Métodos MOAEI0 IN VIVO ...ccoeiiiiiiiiiiieeie e 30



2.5.1 Administracion de BPA en ratones Balb/CJ ........cooeeeeieeieeeeeeiei, 30

2.5.2 Inoculacién de células cancerosas 4T1 en ratones Balb/cJ. ...................... 31
2.5.3 Determinacion del crecimiento tumoral. ..............viiiiiiiiiiiiiiiin 31
2.5.4 Determinacion de tumores secundarios (Metastasis)...........ccccvvveeeeeereennnn. 32

2.6 ANALISIS ESTAdISTICO. ..uvvreiiiiiii e e e e e e e e e e aanaane 32
3. RESULTADOS . ...ttt e e e e e et e e e e e e e aaeaaaaaeas 33
3.1 El BPA no afecta la viabilidad de las células de cancer de mama 4T1............. 33

3.2 EI BPA induce un incremento en la expresion del GPER en las células de cancer

(o L= 0= 0 0 = U I PP 33
3.3 ElI BPA induce migracion de células de cancer de mama 4T1. ........cccccvvvvnnnnn. 34
3.4 El BPA induce mayor invasion de las células de cancer de mama 4T1............ 35

3.5 EI BPA induce una mayor secrecion de MMP-2 y MMP-9 en las células de cancer

(o L= g P g = TR I PP PPP TR 37
3.6 El BPA induce traslocacion de GPER a la membrana plasmatica.................... 40
3.7. El BPA induce mayor volumen y peso del tumor primario ..........cccccceeeveeeeennnnn. 42
3.8 El BPA induce un mayor numero de macrometastasis en pulmon ................... 44
A, DISCUSION ...ttt bbbttt 46
5. CONCLUSION ...ttt ettt et eeen e e 53
B. PERSPECTIV AS . . et e e e e e e e e eaa s 53
7. REFERENCIAS . ... 54



INDICE DE TABLAS Y FIGURAS

Figura 1. Disefio experimental del modelo in vitro ..

Figura 2. Disefio experimental modelo in vivo.........

Tabla 1. Caracteristicas de los modelos de estudio

Vi



ABREVIATURAS

6-TG
AKT
AKT1
BCRA1
BCRA2
BL1
BL2
BPA
BRCA
CaMa
CDH1
CHEK1
Da
DMSO
E2
EDCs
EGF
EGFR
EMT
ERK-2
ERR-y
ERa
ERB
FAK
SFB
GPER
HB-EGF
HER2
HR

6-tioguanina

Proteina cinasa B

Akt serina/treonina cinasa 1

Gen cancer de mama 1

Gen cancer de mama 2

Subtipo basal-like 1

Subtipo basal-like 2

Bisfenol A

Gen cancer de mama

Céancer de mama

Cadherina 1

Cinasa de punto de control 1

Dalton

Dimetilsulfoxido

17B3-Estradiol

Quimicos disruptores endocrinos

Factor de crecimiento epidérmico

Receptor del factor de crecimiento epidérmico
Transicion epitelio mesénquima

Cinasa regulada por sefales extracelulares
Receptor gama relacionado con el estrogeno
Receptor de estrogeno a

Receptor de estrogenos 3

Cinasa de adhesion focal

Suero fetal bovino

Receptor de estrogenos acoplado a proteinas G
Factor de crecimiento epidérmico ligado a heparina
Receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano

Cociente de riesgo



IC
IGF1R
LAR
LOAEL
MAPK
MDC1
MMP-2
MMP-9
MTT
NGF
NOAEL
OR
PBS
PI3K
PIBKCA
PLK1
PR

RfD
SDS-PAGE
Src

TDI
TNBC
TP63
UGTs
UPEAL

Intervalo de confianza

Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1

Receptor de andrégeno luminal

Nivel minimo de efecto adverso observado

Proteinas cinasas activadas por mitbgenos

Mediador del punto de control del dafio del ADN 1
Metaloproteinasa dos

Metaloproteinasas nueve

Bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazolio

Factor de crecimiento nervioso

Nivel sin efectos adversos observados

Razon de momios

Amortiguador fosfato salino

Fosfatidilinositol 3 cinasa

Fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-cinasa subunidad catalitica alfa
Cinasa tipo polo 1

Receptores de progesterona

Dosis de referencia oral

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico
Tirosina cinasa c-src

Ingesta diaria tolerable

Cancer de mama triple negativo

Proteina tumoral 63

UDP- glucuroniltransferasa

Unidad de produccién y experimentacion de animales de

laboratorio



RESUMEN

El cancer de mama es una condicion multifactorial que afecta principalmente a las
mujeres mayores de 40 afios. Entre el 15% al 20% de los diferentes subtipos de cancer
de mama presentan un fenotipo triple negativo (TNBC), caracterizado por la ausencia
de receptores de estrogeno y progesterona ademas de presentar una baja expresion
de HER2. Consecuentemente, las mujeres con tumores de mama TNBC no responden
a la terapia hormonal teniendo un pronéstico no satisfactorio al compararse con otros
subtipos. El receptor de estrogenos acoplado a proteinas G (GPER) ha sido
recientemente reportado como prevalente en el TNBC; su expresioén se ha relacionado
con un mayor tamafio tumoral, metastasis y un bajo pronostico de vida. Los estudios
in vitro han demostrado su activacién por disruptores endocrinos, como el bisfenol A
(BPA), induce procesos de migracion e invasion celular. El BPA también induce
secrecion de metaloproteinasas (MMPS), la transactivacion del receptor del factor de
crecimiento epidérmico y la alteracion del microambiente tumoral. Dado su amplio uso
en plasticos de policarbonato y resinas epoxi el BPA se distribuye de forma ubicua en
el ambiente. Este disruptor enddcrino actia como ligando e inductor de la expresion
de GPER, resultando pertinente evaluar su efecto en el proceso de metastasis, asi
como en la expresion de GPER en modelos tumorales TNBC in vivo. En el presente
trabajo, demostramos que la exposicion al BPA incrementa la migracion e invasion en
células TNBC 4T1. Asi mismo demostramos que el BPA induce un incremento en la
expresion de GPER de manera dependiente del tiempo. Resultados similares
encontramos al evaluar el efecto del BPA en la secrecion de MPP-2 y MMP-9
favoreciendo un incremento en su secrecion. El estimulo con BPA generé también una
mayor relocalizacion de GPER en forma de agregados hacia la membrana plasmatica
y zona perinuclear. Por lo que respecta al modelo tumoral murino con células 4T1
demostramos que el BPA genera un mayor volumen y peso del tumor primario, asi
como un incremento de metastasis a pulmones. Nuestros resultados sugieren que el
BPA favorece el proceso de metastasis en TNBC destacando la importancia del
estudio de la exposicion y efectos que induce el BPA en pacientes oncolégicos con
TNBC.



ABSTRACT

Breast cancer is a multifactorial condition that mainly affects women over 40 years of
age. Between 15% to 20% of the different subtypes of breast cancer have a triple
negative phenotype (TNBC), characterized by the absence of estrogen and
progesterone receptors and low HER2 expression. Consequently, women with TNBC
breast tumors do not respond to hormonal therapy and have an unfavorable prognosis
when compared to other subtypes. The G-protein-coupled estrogen receptor (GPER)
has recently been reported to be prevalent in TNBC; its expression has been
associated with larger tumor size, metastasis, and worse survival prognosis. In vitro
studies have shown that its activation by endocrine disruptors, such as bisphenol A
(BPA), induces cell migration and invasion processes. BPA also induces secretion of
metalloproteinases (MMPs), transactivation of the epidermal growth factor receptor and
alteration of the tumor microenvironment. Given its widespread use in polycarbonate
plastics and epoxy resins BPA is ubiquitously distributed in the environment. This
endocrine disruptor acts as a ligand and inducer of GPER expression, making it
relevant to evaluate its effect on the metastatic process as well as on GPER expression
in TNBC tumor models in vivo. Inthe present work, we demonstrate that BPA exposure
increases migration and invasion TNBC 4T1 cells. We also show that BPA induces a
time-dependent increase in GPER expression. Similar results were found when
evaluating the effect of BPA on the secretion of MPP-2 and MMP-9 by favoring an
increase in their secretion. The BPA stimulus also caused a greater relocalization of
GPER as aggregates towards the membrane and in a perinuclear manner. Regarding
the murine tumor model using 4T1 cells, we demonstrated that BPA generates a
greater volume and weight of primary tumor with an increased metastasis to the lungs.
Our results suggest that BPA could favor the metastasis process in TNBC, highlighting
the importance of studying the exposure and effects induced by BPA in TNBC
oncological patients.



1. INTRODUCCION

1.1 Cancer de mama
1.1.1 Generalidades del cancer de mama

El cancer de mama (CaMa) es un tipo de neoplasia que se desarrolla en el tejido
epitelial mamario, incluido los ductos y los lobulillos (glandulas productoras de leche)
(Ataollahi et al., 2015). Esta condicion compleja involucra factores de riesgo genéticos
y ambiéntales, impactando en la salud fisica, mental y social de las pacientes que lo
desarrollan (Wei et al., 2016). Una de las clasificaciones del CaMa consiste en tres
subtipos clinicos principales que determinan el tratamiento y prondstico (Stillwater et
al., 2020):

» Subtipo positivo para receptores de hormonas (estrégenos y progesterona)
(Stillwater et al., 2020).

» Subtipo positivo para el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
(HERZ2, por sus siglas en inglés) (Stillwater et al., 2020).

> Subtipo triple negativo, que no posee receptores para estrégeno y progesterona
ademas de presentar una baja expresion de HER2 (Stillwater et al., 2020).

Los receptores de estrogeno (ER, por sus siglas en inglés) asi como los receptores
de progesterona (PR, por sus siglas en inglés) son factores de transcripcion (Hu et al.,
2021). La activacion del receptor de estrogeno a (ERa), activas vias de crecimiento
oncogeénico en las células de CaMa (Waks & Winer, 2019). Por el contrario, el receptor
de estrogenos B (ERPB) esta asociado con efectos anti-proliferativos (Zhou & Liu, 2020).
El PR, miembro de la familia de receptores nucleares (Lim et al., 2016), cuya expresion
depende de la actividad del ER (Zhao et al., 2015) y la ciclina D1 (Hu et al., 2021) se
ha asociado a una disminucion de la proliferacion mediada por estrogenos y a la
actividad transcripcional del ER en las células de CaMa ER+, asi como con un peor
prondstico de vida en pacientes con CaMa invasivo ER+ con baja expresion de PR
(Yao et al., 2017).



HER2, es un receptor tirosina cinasa, que carece de ligando natural y se caracteriza
por tener un dominio extracelular de unién a ligandos, un dominio transmembranal y
un dominio catalitico intracelular con actividad tirosina cinasa (Harbeck et al., 2019).
Tras la unién de ligando ocurre una dimerizacién de los receptores HER, seguido por
una autofosforilacion y transfosforilacion de sus residuos intracelulares de tirosina que
lleva a la activacion de via de las proteinas cinasas activadas por mitogenos (MAPK),
fosfatidilinositol-3-kinasa (PI3K) y activacion de la proteina cinasa C PKC (Shah &
Osipo, 2016) involucradas en crecimiento, proliferacion celular, evasion de la apoptosis

y potencial metastasico de las células cancerosas (Bychkovsky et al., 2016).

Dadas las caracteristicas de cada subtipo clinico de CaMa, existen tratamientos
especificos para cada uno de ellos. En pacientes con tumores con receptores
hormonales se emplea la terapia antihormonal y la quimioterapia antineoplasica,
mientras que en pacientes con tumores HER2 positivos se emplea la terapia con
anticuerpos dirigidos a HER2 combinado con quimioterapia antineoplasica. Por lo que
respecta a las pacientes con tumores triple negativos se emplea la quimioterapia
antineoplasica (Waks & Winer, 2019). Para el caso especifico del CaMa con
metastasis, proceso definido como el desarrollo de tumores secundarios en organos
del cuerpo diferentes al del tumor primario original (Fares et al., 2020a), el tratamiento
tiene como objetivo retrasar la progresion tumoral y prolongar la supervivencia y
mantener la calidad de vida de la paciente (Hattori & Iwata, 2018), siendo un

tratamiento paliativo (Mutebi et al., 2020).

1.1.2 Epidemiologia del cancer de mama

A nivel mundial, la incidencia de CaMa en el afio 2020 se estimé en 58.51 casos
por cada 100,000 habitantes, lo que representa mas dos millones de nuevos casos;
representando la neoplasia mayoritariamente diagnosticada en mujeres (24.5% del
total de casos de cancer en mujeres a nivel global) (Global Cancer Observatory, 2021).
Epidemiolégicamente, el CaMa es la neoplasia mas frecuente tanto en los paises
menos desarrollados como en los industrializados, representando la segunda causa

de mortalidad en Europa y los Estados Unidos de América, después del cancer de



pulmoén (Medina et al., 2020). Las poblaciones Latinas como las Afrodescendientes
han mostrado una mayor susceptibilidad a su desarrollo (Lopes da Silva et al., 2020).

En México, el CaMa es la primera causa de muerte por cancer (Flamand et al.,
2020). Su incidencia en 2020 fue de 45.44 casos por cada 100,000 habitantes (29,929
nuevos casos), con una mortalidad de doce casos por cada 100,000 habitantes (7,931
muertes) (Global Cancer Observatory, 2021a). De los fallecimientos por CaMa, el 1%
correspondio a jovenes de 15 a 29 afios, el 13% fueron del grupo de edad de 30 a 44
afos, el 38 % al grupo de edad de 45 a 59 afios y el 48% a edades de 59 afios 0 mas
(INEGI, 2020). Del total de casos nuevos de CaMa se estima que el subtipo ER+ y
PR+ corresponde al 70% de los casos, el subtipo HER2+ representa entre el 15-20%
(Stillwater et al., 2020) y el subtipo TNBC representa aproximadamente del 15-20% de
los casos totales (Lyons, 2019).

1.1.3 Cancer de mama triple negativo

El TNBC posee el peor pronostico de vida comparado con otros subtipos de
CaMa (Yin et al., 2020). Este subtipo presenta una marcada heterogeneidad en
términos de histologia y respuesta de los pacientes al tratamiento y en la mayoria de

los casos se presentan como carcinomas ductales invasivos (Ellsworth et al., 2019).

Se ha reportado una asociacién entre el TNBC y las mutaciones en el gen CaMa
(BRCA, por sus siglas en ingles). Alrededor del 35% de las pacientes con TNBC
presentan mutaciones en BCRA1L; mientras que el 8% son portadoras de mutaciones
en BCRA2 (Mehanna et al.,, 2019). En este sentido, las pacientes portadoras de
BRCA1 mutado tienen dos y ocho veces mas riesgo de padecer TNBC con respecto a
las portadoras de BRCA2 mutado (OR: 3.29; 9s%IC: 2.77-3.91) y a las no portadoras
de mutaciones (OR: 8.89; 95%IC: 6.92—-11.41), respectivamente (H. Chen et al., 2018).

Al analizar en mayor detalle la expresion de genes en este tipo de cancer, se

han identificado diferentes subtipos:

e Subtipo Basal-Like 1 (BL1). Este subtipo se caracteriza por una expresion
aumentada de los genes relacionados con el ciclo celular (v.gr., PLK1,
CHEK1) y la respuesta al ADN (v.gr., NRAS, MYC, MDC1, BRCA) (Garmpis

7



et al., 2020), asi como a altas tasas de mutacion (> 92%) en el gen que
codifica para la proteina tumoral p53 (TP53) (Bareche et al., 2018).

e Subtipo Basal-Like 2 (BL2). En este subtipo se involucran vias de
sefalizacion de factores de crecimiento (v.gr., EGF, NGF, IGF1R). Asi como
genes involucrados en la expresiéon de factores mioepiteliales, como la
proteina tumoral 63 (TP63) (Garmpis et al., 2020). El subtipo BL2 esta
enriguecido en receptores EGFR (Hubalek & Miiller, 2017).

e Mesenquimal (M). EI subtipo mesenquimal se caracteriza por un
enriquecimiento de genes implicados en la motilidad celular y la transicion
epitelio mesénquima (EMT) (Marra et al., 2020).

e Receptor de andrégeno luminal (LAR). Se caracteriza por una mayor carga
de mutaciones en los genes, PI3BKCA, AKT y CDH1 (Marra et al., 2020). LAR
posee una alta expresion del receptor de andrégenos, hasta diez veces

mayor respecto a los otros subtipos (Mehanna et al., 2019).

Respecto a los sitios de metastasis, estos ocurren principalmente en érganos
viscerales, como el pulmén, higado y sistema nervioso central (Lopes da silva et al.,
2020). Esta neoplasia tiene una respuesta satisfactoria de corta duracion a las terapias
actuales basadas en quimioterapia citotdxica, generando resistencia a farmacos tales

como antraciclinas y taxanos (Reilly et al., 2015).

1.1.4 Supervivencia del cancer de mama triple negativo

Debido a la falta de respuesta de los TNBC a las terapias hormonales dirigidas,
las opciones terapéuticas y su eficacia son limitadas (Spini et al., 2020; Yin et al.,
2020). Ademas, al realizarse el diagndstico es comdn que las pacientes presenten
metastasis a ganglios axilares y mayor tamafio del tumor primario (Lopes da Silva et
al., 2020). Basado en el diagnéstico inicial, este subtipo de cancer presenta una
supervivencia del 91% a cinco afos, solo cuando no se ha extendido fuera de la mama.
Sin embargo, si es de localizacion regional (se ha extendido fuera de la mama a

nédulos linfaticos) o es distante (se ha extendido a érganos como pulmones, higado o
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huesos) la supervivencia es del 65% y 12%, respectivamente (American Cancer
Society, 2021).

En la actualidad, se calcula que aproximadamente el 46% de las pacientes con
TNBC tendran metastasis distal, ocurriendo principalmente al tercer afio después del
diagnéstico (Yin et al., 2020). La recurrencia después de la cirugia se presenta hasta
en un 25% de las pacientes, con un tiempo medio de recidiva entre 19 a 40 meses;
mientras que en pacientes con CaMa no TNBC la recidiva es de 35 a 67 meses (Yin
et al., 2020). En cuanto a la mortalidad, esta alcanza hasta el 75% de las pacientes en

los tres meses siguientes a la recidiva (Yin et al., 2020).

1.1.5 Factores de riesgo para el cancer de mama

Existen diferentes factores de riesgo que contribuyen al desarrollo de CaMa entre

los cuales destacan:

e Laedad. Elriesgo de CaMa aumenta con la edad y aproximadamente un tercio
de los CaMa femeninos se diagnostican en pacientes mayores de 70 afios
(Tesarova, 2013). Es de destacar que del total de diagnésticos de CaMa, mas
del 40% corresponde al grupo de edad de 40 afios, el 20% al grupo de 30 afios
y alrededor del 2% al grupo de 20 afios (Anders et al., 2009). Sin embargo, la
probabilidad de diagnéstico aumenta en 0.1% en el grupo de 20 afios hasta
alcanzar un maximo de 4.1% en el grupo de edad de 70 afios (DeSantis et al.,
2019).

e Lahistoriafamiliar. EIl CaMa ha mostrado un incremento de casi tres veces en
el riesgo cuando se tienen dos o mas familiares de primer grado que hayan
padecido CaMa (Y. Sun et al., 2017).

e Factores reproductivos. Una menarca temprana (cada afio de retraso
disminuye el riesgo en un 5%), el embarazo tardio (cada nacimiento adicional
disminuye el riesgo un 10%) y la menopausia tardia (cada afio de retraso
incrementa el riesgo en un 3%) (Y. Sun et al., 2017).

o Estilo devida. Se harelacionado un modesto, pero significativo incremento, en

el riesgo de CaMa en mujeres fumadoras habituales (fumar la mayoria de los



dias en los ultimos seis meses) (HR=1.14; 95%IC: 1.03-1.25; p = 0,010) sobre
todo entre las que se iniciaron a edades menores a 17 afios (HR= 1.24; 9s%IC:
1.08-1.43; p = 0.002) o en la edad perimenarquica (1-4 afios después de la
menarquia) (HR= 1.23; 95%IC: 1.07-1.41; p = 0.004) (Jones et al., 2017). Asi
mismo se ha reportado un aumento en el riesgo de CaMa en consumidoras
habituales de alcohol (consumo de al menos tres o cuatro dias por semana)
(<50 afos, OR 4.7; o5%lC: 1.4-16.2; 250 afios, OR 3.9; o5%IC:1.2 13.4) (Vieira et
al., 2018). Una dieta alta en grasas (consumo de grasa vegetal, vitamina E,
acidos grasos monoinsaturados, acidos grasos poliinsaturados y proteina
vegetal) se ha asociado con incremento de mas de tres veces el riesgo de
desarrollar CaMa (OR 3.88; os% IC, 1.58-9.51) (Tayyem et al.,, 2019). La
incidencia de CaMa también ha sido relacionada con la exposicion a niveles
altos de hormonas enddgenas (v.gr., androgenos y estrogenos) (Reeves & Key,
2021), asi como a la exposicion a hormonas exdégenas provenientes de terapia
hormonal combinada y terapia con estrégenos (American Cancer Society,
2019).

Exposicion a disruptores endocrinos. La exposicion al BPA ha sido
relacionada con el desarrollo de lesiones neoplasicas mamarias y tumores

malignos tanto en modelos in vitro como in vivo (Wang et al., 2017).

1.2 Disruptores endocrinos

Los quimicos disruptores endocrinos (EDCs, por sus siglas en inglés) se definen

como compuestos exbégenos que tienen la capacidad de interferir en la sintesis,

secrecion, transporte, metabolismo, unién a receptor o eliminacibn de hormonas

endogenas, alterando la homeostasis del sistema endocrino (Lauretta et al., 2019).

Existe una gran variedad de EDCs entre los que se encuentran los compuestos

farmacéuticos (v.gr., parabenos), industriales (v.gr., dioxinas, bifenilos policlorados),

los pesticidas (v.gr., organofosforados, carbamatos) y los plastificantes como el BPA

(Encarnacéo et al., 2019; Lauretta et al., 2019).
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1.2.1 BPA

El BPA es un quimico sintético organico solido [(CH3)2C(CsH4OH)2], incoloro,
moderadamente soluble en agua y completamente soluble en disolventes organicos
(Khan et al., 2021) como la N,N-dimetilformamida, el acetato de etilo, el acetato de
metilo y alcoholes como el etanol y metanol (J. Sun et al., 2020). Este disruptor
enddcrino presenta un peso molecular de 228.18 g/mol, un punto de fusion de 156 °C
y un punto de ebullicion de 220 °C (Almeida et al., 2018). EI BPA se encuentra
comercialmente disponible desde 1957 y es utilizado en la manufactura de plasticos
de policarbonato y resinas epoxi para la produccion de botellas de agua,
recubrimientos de latas de comida, juguetes, utensilios de cocina, dispositivos médicos
y selladores dentales, por lo que se encuentra de forma ubicua en el entorno doméstico
(Khan et al., 2021; Stillwater et al., 2020). En cuanto a las vias de exposicion al BPA

en los seres humanos, éstas pueden ser (Almeida et al., 2018):

1. Ocupacional. Durante el proceso de sintesis de BPA, plasticos de
policarbonato, resinas epoxicas y papel térmico entre otros (Almeida et
al., 2018).

2. Ambiental. Por la presencia del BPA en el aire, suelo y agua (Almeida
et al., 2018).

3. Consumo de alimentos. Es la Principal fuente de exposicion en la
poblacion general (Almeida et al., 2018). Cabe resaltar que la
temperatura o las sustancias acidas y bésicas aceleran la ruptura del
enlace éster que une a los mondmeros de BPA liberandolos de los
contenedores 0 empaques hacia los productos, principalmente alimentos
y agua (Stillwater et al., 2020). Asimismo, se ha reportado que también
existe la migracion de mondmeros de BPA residuales del proceso de
polimerizacion de resinas epoxicas o plasticos (Almeida et al., 2018).

Al ser el BPA un agonista de los receptores ERa y ERB incrementa la
proliferacion celular (Acconcia et al., 2015). El BPA también puede interactuar con el
receptor gama relacionado con el estrégeno (ERR-y, por sus siglas en inglés)

incrementando la expresion de la MMP-2 y MMP-9 (Stillwater et al., 2020). Ademas, el
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BPA interactia con el receptor de androgenos (AR, por sus siglas en inglés),
impidiendo que los andrégenos enddgenos regulen la transcripcion de genes
dependientes de éstos (Gao et al., 2015). Recientemente, nuestro grupo de
investigacién reporté que el BPA también puede interactuar con el receptor de
estrégenos acoplado a proteinas G (GPER) promoviendo migracién, invasion y
transactivacion EGFR en células TNBC MDA-MB-231 (Castillo Sanchez et al., 2020).

Respecto a la regulacién del BPA la Agencia de Proteccion del Medio Ambiente
de los Estados Unidos (U.S. EPA) establece una dosis de referencia oral de 50 pg/kg
peso/dia en humanos, basado en una reduccion de 1000 veces el nivel minimo de
efecto adverso observado (LOAEL, por sus siglas en inglés) en ratas de 50 mg/kg
peso/dia (Stillwater et al., 2020; Z. Wang et al., 2017). En cuanto al nivel sin efectos
adversos observados (NOAEL, por sus siglas en inglés), la Administracion de
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos lo ha establecido en 5mg/kg
peso/dia basado en toxicidad sistémica en ratas (Gao et al., 2015), mientras que la
ingesta diaria tolerable ha sido establecida por la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria en 4 ug/kg peso/dia basado en el efecto del peso relativo medio de los

rinones en los ratones (Gundert-remy et al., 2017).

1.2.2 Toxicocinética

El BPA entra al cuerpo humano por inhalacion, ingestién o a través de la via
dérmica. Por via oral, la absorcion es rapida (Cimmino et al., 2020) y una vez absorbido
(alrededor del 77%) (Gayrard et al., 2019) es metabolizado por el higado a través de
glucuronidacion (90%) por la enzima UDP-glucuroniltransferasa 2B15 o mediante
sulfonacion (10%), siendo excretado mayormente a través de la bilis o la orina en forma
de glucurénido de BPA o BPA sulfatado (Almeida et al., 2018; Khan et al., 2021).
Posterior a ocurrir la excrecion de bilis al tracto gastrointestinal, el BPA no conjugado
se reabsorbe en el torrente sanguineo y se elimina lentamente por circulacion
enterohepatica (Almeida et al., 2018). La vida media bioldgica del BPA, tras la

exposicion oral, es alrededor de seis horas (Liu & Martin, 2017). No obstante, el BPA
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puede considerarse un quimico persistente ya que puede bioacumularse en el tejido
graso por sus propiedades lipofilicas, asi como a su amplia presencia y la continua
exposicion de la poblacién (Encarnacgéo et al., 2019).

En cuanto a la via dérmica, al ser un compuesto pequefio (288 Da) y lipofilico
(log P=3.4) puede atravesar la piel humana con relativa facilidad, la absorcion se
encuentre en el rango de 9.5% al 33%, tal como lo demuestran estudios de explantes
de piel humana (Healy et al., 2015). La mayor parte del BPA absorbido por via dérmica
no es metabolizado (81%-100%), entrando directamente a la circulacion sistémica
(Reale et al., 2021; Toner et al., 2018). La fraccién de BPA que llega a metabolizarse
se conjuga con el acido glucurdnico o sulfato (el cual es donado por la molécula
adenosina 3'-fosfato 5'-sulfato, PAPS) (Ijm et al., 2007; Liu & Martin, 2017). El BPA no
conjugado es lipofilico por lo que al tener afinidad por el tejido adiposo se bioacumula
liberandose gradualmente a otros tejidos (Almeida et al., 2018).

Por via inhalatoria existe poca informacion sobre la toxicocinética del BPA,
estimandose que entra a circulacion sistémica en su forma libre (Healy et al., 2015) al

no tener un metabolismo de primer paso (Hines et al., 2018).

1.2.3 Efectos del BPA en la salud

Se han reportado distintos efectos toxicos causados por la exposicion al BPA,
entre los cuales se encuentran la ansiedad, comportamientos del trastorno del
espectro autista, asi como deterioro de la memoria y el aprendizaje en nifios expuestos
durante la etapa prenatal (Almeida et al., 2018). Sin embargo, los estudios no son
consistentes respecto a los efectos a la salud (Liu & Martin, 2017).

El BPA ha demostrado suprimir, en explantes de tejido adiposo, la liberacion de
adiponectina, la cual es responsable de incrementar la sensibilidad a insulina y reducir
la inflamacion, por lo que podria generar resistencia a la insulina (Preethi et al., 2014)
y obesidad (Hernandez-Tobias et al., 2016). Asi mismo, se ha reportado que el BPA
reduce la produccién diaria de esperma, su recuento y motilidad (Abraham &

Chakraborty, 2019). Al interactuar con los receptores ERa y ER[, el BPA puede
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contribuir al desarrollo y la progresion del CaMa al incrementar la proliferacion y
migracion, asi como disminuir la apoptosis las células cancerosas (Gao et al., 2015;
Ulm et al., 2019). No obstante, el BPA también puede contribuir a la progresién del
CaMa y a la resistencia a farmacos antineoplasicos como el tamoxifeno, a dosis

ambientalmente relevantes, al actuar como un agonista de GPER (L. Hsu et al., 2019).

1.3 GPER
1.3.1 Caracteristicas generales

El GPER, inicialmente denominado GPR30, es un receptor que posee siete
dominios transmembranales a hélice con cuatro segmentos extracelulares y cuatro
segmentos intracelulares que se asocia a complejos heterotriméricos de proteinas Gs
y Gi (Figueira et al., 2018; Filardo & Thomas, 2005).

GPER es activado por hormonas enddégenas como los estrégenos y la
aldosterona, asi como por ligandos sintéticos, fitoestrogenos y xenoestrégenos como
el BPA (Feldman & Limbird, 2017). El GPER se encuentra expresado en el 50% al 60%
de los tejidos tumorales de mama y de manera especifica se considera un receptor
prevalente en TNBC (L. H. Hsu et al., 2019).

La expresion fisioldgica del GPER es dependiente de la edad, especie, género
y tejido (Luo & Liu, 2020). En el ser humano se encuentra expresado de manera ubicua
en diversos sistemas, incluyendo el sistema nervioso central, musculoesquelético,
digestivo, renal y cardiovascular (Singh et al., 2022). Existe una mayor expresion de
GPER en la placenta comparado con el musculo esquelético (Zimmerman et al., 2016),
de manera similar la expresion de RNAm de GPER en el musculo esquelético tiende

a ser mayor en las mujeres premenopausicas (Nilsson et al., 2015).

La activacion de GPER involucra la activacion de vias de sefalizacion no
genomicas o extranucleares (Pupo et al.,, 2016). Estas vias generan diferentes
respuestas celulares. En el sistema inmunoldgico, su activacion se asocia a la
induccién de apoptosis en células T y a la inhibicién de la inflamacién al inducir la
expresion de citocinas anti-inflamatorias como la interleucina 10 (Molina et al., 2017a;

Singh et al., 2022). En células endoteliales se ha propuesto que el BPA posee un efecto
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anti-angiogénico al inhibir su proliferacion (Molina et al., 2017a). Ademas, GPER puede
mediar efectos vasodilatadores en arterias coronarias como se ha demostrado en
modelos porcino y murinos (Debortoli et al., 2017; Meyer et al., 2010). En tejido 6seo
humano GPER media la accién de 17(3-estradiol (E2) respecto a la preservacion de la
densidad 6sea ya que se expresa en osteoblastos, osteocitos y osteoclastos (Heino et
al., 2008). Durante el trabajo de parto, la activacion de GPER incrementa la respuesta

contractil del miometrio (Maiti et al., 2011).

La expresion de GPER en las células la encontramos de manera especifica en
la membrana citoplasmaética (Xu et al., 2019) asi como en membranas intracelulares
(Prossnitz & Barton, 2014), como en la del reticulo endoplasmico (Zimmerman et al.,

2016), el aparato de Golgi (Molina et al., 2017) y en el nacleo (Figueira et al., 2018).

1.3.2 GPER y su papel en el cancer de mama

La expresion de GPER se ha asociado con un mayor tamafio de tumor,
metastasis y bajo prondstico de vida en CaMa (Prossnitz & Barton, 2014). Asi mismo,
se ha propuesto que el GPER media la transactivaciéon del EGFR (L. H. Hsu et al.,
2019), via involucrada en la produccion de AMPc, movilizacion de calcio y la activacion
del proto-oncogén tirosina cinasa c-Src (Src). Este Ultimo activa a las MMPs que
escinden al HB-EGF, transactivando finalmente a EGFR (Prossnitz & Barton, 2012).
El GPER también activa las vias de sefializacion MAPK y PI3K/AKT regulando
diferentes eventos celulares relacionados con el cancer. (Rigiracciolo et al., 2019),
siendo uno de estos eventos la proliferacién de fibroblastos asociados a cancer (CAFs)
en condiciones de hipoxia (Xu et al., 2019).

Por otro lado, también se ha demostrado que el BPA via GPER es capaz de
favorecer la adhesion de células tumorales mamarias a través de la cisteina proteasa
dependiente del calcio (calpaina), facilitando de este modo procesos metastasicos
(Lappano et al., 2014). Recientemente se ha demostrado que en células TNBC MDA-
MB-231, el BPA, a través del GPER, FAK, Src, ERK2 y EGFR, induce y promueve la

migracion celular (Castillo Sanchez et al., 2020).
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La activacion de GPER incrementa la expresion de la aromatasa (Zimmerman
et al., 2016), dando lugar a niveles elevados de E2, ligando natural de GPER
(Revankar et al., 2005) por lo que es un potente estimulo que induce proliferacién de
células ER-, permitiendo la progresiéon tumoral.(Thomas et al., 2005).

La activacién de GPER incrementa la expresién de la aromatasa (Zimmerman
et al., 2016), dando lugar a niveles elevados de E2, ligando natural de GPER
(Revankar et al., 2005). Por otro lado, GPER incrementa la expresion de HIFla y
consecuentemente la regulacion al alza de factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), un marcador de angiogénesis, lo que involucra a GPER en la progresiéon del
CaMa (Figueira et al., 2018). Se ha reportado que farmacos empleados en el
tratamiento de CaMa como el tamoxifen, raloxifen y fulvestrant son agonistas de GPER

lo que puede generar un mal prondstico clinico (L. Hsu et al., 2019).
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1.4 JUSTIFICACION

El CaMa es una enfermedad multifactorial en la que la predisposicién genética
y los factores ambientales tienen una participacidn conjunta, representando un
problema de salud publica mundial y una de las principales causas de muerte en
mujeres en todo el mundo, con incidencia creciente en la edad avanzada (Kumar &
Aggarwal, 2016). El CaMa triple negativo, caracterizado por la ausencia de receptores
de estrdgeno y progesterona, asi como bajos niveles de expresion del gen HER2/neu,
es de los mas agresivos y de peor prondstico con respecto a otros subtipos, y esta
asociado a un alto grado de metastasis y resistencia a medicamentos (Waks & Winer,
2019; Yin et al., 2020).

Los disruptores enddcrinos (Calaf et al., 2020) pueden bloquear, alterar o
interferir con la actividad hormonal endbgena de receptores, tales como los de
estrégeno, asi como con las vias de sefalizacion del sistema enddcrino (Lauretta et
al., 2019).

Al ser la mama un érgano sensible a hormonas, los disruptores enddécrinos
pueden tener un papel importante en el desarrollo de cancer (Z. Wang et al., 2017).

El BPA, considerado como un contaminante ambiental ubicuo y uno de los
guimicos sintéticos mas producidos y empleados a nivel mundial (Shafei et al., 2018).
El BPA presenta una gran afinidad por ERa y ER, asi como por GPER, los cuales al
ser activados inducen, de manera directa, procesos celulares como diferenciacion,
proliferacion y migracion celular (Murata & Kang, 2018). Interesantemente, la
expresion de GPER, se considera prevalente en el CaMa triple negativo y se asocia
positivamente con el tamafio del tumor, la expresion de HER2 y la metéastasis en
cancer mamario (Xu et al., 2019).

Previamente, nuestro grupo de investigacion ha demostrado que el BPA induce
la activacidn de las cinasas FAK, Src y ERK-2 asi como la trans-activacion del EGFR,
a través de éste, incrementando el numero de contactos de adhesion focal y la
migracion e invasion en células cancerosas mamarias TNBC MDA-MB-231. Por

consiguiente, el BPA podria favorecer la progresion del TNBC, siendo necesario
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estudiar su participaciéon en los mecanismos de progresion en modelos “in vitro e in
vivo”.

El presente proyecto, plantea determinar los efectos del BPA en la metastasis
en un modelo “in vivo” empleando células cancerosas mamarias murinas 4T1, que
corresponde a un fenotipo TNBC. Los resultados obtenidos permitiran dilucidar sobre

la importancia del BPA en la progresion del cancer mamario.
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1.5 HIPOTESIS

La exposicion al BPA induce un incremento en la migracion, invasion, secrecion
de MMP-2 y MMP-9 asi como de la expresion de GPER en células 4T1 in vitro. En un
modelo tumoral mamario murino de células 4T1 la exposicion al BPA por via oral

induce un mayor tamafo de tumor primario y mayor numero de metastasis.

1.6 OBJETIVOS
1.6.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de la exposicion al BPA en el desarrollo de metastasis en un
modelo tumoral murino de células 4T1, asi como la expresién proteica de GPER en un

modelo in vitro de células 4T1.

1.6.2 Objetivos particulares

1. Determinar el efecto de la exposiciéon a BPA, sobre la viabilidad celular de
células de cancer mamarias murinas 4T1, con fenotipo de TNBC.

2. Determinar el efecto del estimulo con BPA en la expresion proteica de
GPER en cultivos de células 4T1.

3. Evaluar el efecto de la exposicion a BPA sobre la migracién e invasion de
células 4T1. o.

4. Evaluar el efecto de la exposiciéon a BPA sobre la secrecion de MMP-2 y
MMP-9 de células 4T1.

5. Determinar el efecto de la exposicion a BPA la localizacion celular de GPER
en células 4T1 estimuladas con BPA en un modelo in vitro.

6. Inducir la formacion de tumores mamarios en ratones hembra de la cepa
Balb/cJ empleando células 4T1.

7. Determinar el efecto de la exposicion in vivo a BPA, sobre el desarrollo de
un tumor primario y la metastasis en pulmén, higado y cerebro, en un

modelo tumoral murino.

19



2. METODOLOGIA

2.1 Disefio experimental

i Cultivos de células 4T1

Determinacién de la citotoxicidad
del BPA (0.4, 1, 2 pM)

v v v

Andlisis de Anélisis de Determinacién de la Determinacién de la
migracion celular invasion celular expresion proteica de GPER localizacion celular de GPER

Andlisis estadistico:
Prueba de Komolgorov Smirnov para evaluar la normalidad de los datos

l
v v

ANOQVA de una via y prueba post hoc de Kruskal Wallis seguida de la prueba post
comparacion multiple de Dunnett para hoc de dunn para datos que no presenten
datos que presenten normalidad normalidad

Figura 3. Disefio experimental del modelo in vitro.



Ratones hembra Balb/cJ (Seis
a ocho semanas de edad)

Inoculacion de
A\ 4

3000 células 4T1 (inoculacion subcutanea en la
cuarta glandula mamaria inguinal izquierda)

cacahuate, aceite de cacahuate + DMSO,
aceite de cacahuate + BPA diluido en
DMSO 10 pg/kg/dia durante 18 dias

Grupos de tratamiento: Aceite de

Eutanasia (al dia 20
después de la inoculacion)

v

Volumen y peso de
tumores primarios

v

Nodulos metastasicos en
pulmon, higado y cerebro

v

Prueba Komolgorov-Smirnov para evaluar normalidad de los datos

Analisis estadistico:

v

v

ANOVA de una via y prueba post hoc de
comparacion multiple de Dunnett para

Kruskal Wallis seguida de la pruaba post
hoc de Dunn para datos que no presenten

datos que no presenten normalidad normalidad
A Dia 0 :
N\ . Dia 20
oy n=11 por grupo v
Inoculacion  *. | _ 3
nica de 3000 "oi 10 pg/Kg/dia ~_ 4
< - . ia2 ™
células 4T1 [
Aceite de DMSO + Aceite BPA + Aceite Eutanasia
\ cacahuate de cacahuate de cacahuate
Hembras 6-8 ‘ ° °

semanas de edad

Administracion diaria de tratamientos

Figura 4. Disefio experimental modelo in vivo
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Tabla 1. Caracteristicas de los modelos de estudio

Modelo

Caracteristicas

Linea celular murina 4T1
(CRL-2539)

Linea celular de carcinoma mamario
murino utilizada ampliamente como
modelo tumoral para el CaMa humano
triple negativo ya que no expresa
receptores de estrogeno, progesterona
y HER2 (Schrors et al.,, 2020). Estas
células se pueden trasplantar
faciimente en la glandula mamaria
generando tumores altamente
invasivos, poco inmunogénicos y con
metastasis espontanea a  sitios
distantes incluyendo los ganglios
linfaticos, sangre, higado, pulmon,
cerebro y hueso (Pulaski & Ostrand-
Rosenberg, 2001).

Ratones hembra Balb/cJ

Ratones albinos derivados de la cepa
BALB/c con un periodo de vida de
alrededor de un afio y medio (Conduct
Science, 2020). Presentan una
incidencia  de  tumor mamario
normalmente baja. Son frecuentemente
usados en una gran variedad de
estudios inmunoldgicos ya que se ha
demostrado que tienen una respuesta
TH2 aumentada (The Jackson
Laboratory, 2021; University of
kentucky, n.d.).
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2.2 Cultivo celular

”

La linea celular 4T1 fue mantenida en medio “Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) 1640, suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB), 100 U/ml de
penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina en una incubadora a 37 °C con 5% de CO:2y

95% de oxigeno.

Para los propdsitos experimentales, las células se colocaron 24 horas antes de
los tratamientos en medio RPMI 1640 con 0.5% SFB.

2.3 Métodos modelo in vitro

2.3.1 Determinacion de la citotoxicidad del BPA por citometria
de flujo

2.3.1.1 Fundamento de la técnica

La determinacion de la citotoxicidad del BPA se llevd a cabo empleando el
reactivo comercial LIVE/DEAD® viabilidad/citotoxicidad (Molecular Probes, Eugene,
OR, USA). A traves de este ensayo se discriminan las células vivas de las muertas
mediante una tincidén simultanea con éster de acetoximetilo de calceina (calceina AM)
verde fluorescente que indica la actividad esterasa intracelular (deteccion de células
vivas) y el homodimero-1 de etidio rojo fluorescente para indicar la perdida de
integridad de la membrana plasmatica (deteccion de células muertas) (Thermo Fisher
Scientific, 2005).

2.3.1.2 Procedimiento

Las células 4T1 fueron sembradas en cajas de Petri de 60 mm y mantenidas en
medio RPMI-1640 hasta alcanzar 80% de confluencia. A continuacion, las células
fueron ayunadas por 7 horas y estimuladas con BPA a concentraciones 0.4, 1y 2 uM
durante 24 horas las cuales corresponden a concentraciones de BPA reportadas en el
tejido graso de la glandula mamaria. Posteriormente fue retirado el medio RPMI-1640,
se les agreg6 verseno al 0.02% (K2HPO4 10 mM, KH2PO4 10 mM, NaCl 150 mM pH
7.4, a pH 7.2, EDTA al 0.02%; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y posteriormente
tripsina para desprenderlas de las cajas Petri. La suspension celular fue tratada de
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acuerdo con las instrucciones indicadas en el protocolo del proveedor para la
determinacion de citotoxicidad utilizando citometria de flujo. La fluorescencia fue
analizada para 20,000 eventos utilizando el citobmetro de flujp FACScan (Dako

Cytomation®) en tres ensayos independientes.

2.3.2 Analisis de migracién celular por el método de rayadura

2.3.2.1 Fundamento de la técnica

Para analizar la migracion celular por exposicion a BPA se utiliz6 el método de
rayadura. Este método consiste en cultivar una monocapa de células hasta alcanzar
confluencia, posteriormente generar una region libre de células (herida o rayadura),
estimular con el compuesto de interés (en nuestro estudio BPA) y monitorear la
recolonizacion de dicha region libre de células para la cuantificacién de la migracion
(Bobadilla et al., 2019; Martinotti & Ranzato, 2020).

2.3.2.2 Procedimiento

Se utilizo la técnica reportada previamente por Castillo-Sanchez et al. (2013)
para lo cual se cultivaron células 4T1 en cajas Petri de 60 mm hasta alcanzar 80% de
confluencia, 7 horas antes del ensayo se realiz6 un cambio de medio de cultivo con el
medio RPMI 1640 0.5% SFB. La rayadura se realiz6 utilizando la punta de una pipeta
estéril de 200 microlitros sobre la parte media de la caja de Petri. Posteriormente se
realizaron dos lavados con solucion salina amortiguadora de fosfato (PBS) 1X para
retirar las células desprendidas, después se colocaron de nuevo medio RPMI 1640
0.5% SFB y agregando concentraciones de 0.4, 1 y 2 uM de BPA. Como control
positivo se utilizaron células tratadas con medio de cultivo RPMI-1640 5% SFB. Las
células se incubaron durante 24 horas a 37 °C en ambiente con 5% CO:2y 95%
oxigeno, finalmente se retir6 el medio y se fijaron con 2 ml de paraformaldehido al 4%
durante veinte minutos, en seguida las células se tifieron con cristal violeta al 1% (en
etanol al 50% durante 10 minutos). Finalmente se utiliz6 un microscopio de contraste
de fase para capturar las imagenes y la migracion sera analizada con el software
ImageJ (NIH, Bethesda, Maryland, USA,). Se realizaron cinco ensayos
independientes.
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2.3.3 Anélisis de invasion celular en camaras “transwell”
modificadas con matrigel

2.3.3.1 Fundamento de la técnica

La invasion celular fue determinada por el método el ensayo de invasion en
camaras “transwell” modificadas con matrigel. Este método consiste en la utilizacion
de una camara de “Boyden” en donde una membrana porosa es recubierta con el
matrigel que representa la matriz extracelular. Posteriormente se colocan en la parte
superior del matrigel un determinado namero de células y se determina la invasion
celular al cuantificar las células que logran degradar y migrar a través del matrigel

atravesando la membrana porosa en la parte inferior (Mcneeley et al., 2013).

2.3.3.2 Procedimiento

Se utilizaron placas de 24 pozos conteniendo insertos de cultivo celular con
tamafio de poro de 8 um, los cuales fueron cubiertos con matrigel (10 ug/ml.) e
incubados durante doce horas a 37 °C para formar una matriz semisolida.
Posteriormente cultivos celulares 4T1 fueron ayunados durante 7 horas y colocados
sobre el matrigel a una cantidad de 250 mil células por inserto. En la camara inferior
se afadi6 el estimulo con 1 uM de BPA, y se incub6 durante 40 horas. Como control
positivo se utilizaron células tratadas con medio de cultivo RPMI-1640 5% SFB.
Posterior a la incubacién se removio el matrigel y se fijaron las células con metanol
absoluto frio durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuacioén, las células
se tifieron con cristal violeta al 0.5% durante veinte minutos. Posteriormente las
membranas fueron lavadas tres veces con agua bidestilada y se retird cualquier
residuo de matrigel o células de la parte interna del inserto con ayuda de un cotonete
con algodon. Finalmente, los insertos se colocaron en 750 uL de acido acético al 10%
durante 30 segundos para liberar el cristal violeta de las células que invadieron y se

cuantificé por espectrometria a 600 nm. Se realizaron cuatro ensayos independientes.
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2.3.4 Determinacién del efecto del BPA en la expresiéon de la
proteina de GPER.

2.3.4.1 Fundamento de la técnica

La deteccién de la expresion proteica de GPER se llevo a cabo mediante la
técnica de inmunodeteccidn en fase sélida (Western blot). Esta técnica se basa en la
separacion de proteinas en funcién de su carga y tamafio en un campo eléctrico,
transferencia a un soporte soélido y deteccién de la proteina de interés utilizando

anticuerpos primarios y secundarios (Mahmood & Yang, 2012).

2.3.4.2 Procedimiento

Se siguio la metodologia descrita por Castillo-Sanchez et al. (2013) para lo cual
a cultivos de células 4T1 con 80% de confluencia se les realizo un cambio de medio
de cultivo a medio RPMI 1640 0.5% SFB durante 7 horas, posteriormente fueron
tratadas con 1 uM BPA y se recolectaron los lisados celulares a las 12, 18 y 24 horas.
Como control negativo se estimularon células con medio de cultivo RPMI-1640 0.5%
SFB sin estimulo de BPA. Un volumen constante de lisado celular (20 uL) se separ6
utilizando electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-
PAGE) al 10% a un voltaje de 70 V durante dos horas. Una vez terminado el tiempo,
se realizdé la transferencia a una membrana de nitrocelulosa empleando 200
miliamperes durante dos horas a cuatro grados centigrados. Estas membranas fueron
bloqueadas con PBS-Tween-leche en polvo al 5% durante una hora y se incubaron
toda la noche a 4 °C con el anticuerpo anti-GPER o anti-actina como control de carga
a dilucion de 1:1000. Las membranas fueron lavadas tres veces durante 5 minutos con
PBS-Tween al 0.01% y posteriormente se incubaron con un anticuerpo secundario
especie-especifico acoplado a peroxidasas (dilucién 1:5000) durante dos horas a
temperatura ambiente. Una vez transcurrido este tiempo se realizaron tres lavados
durante 5 minutos con PBS-Tween al 0.01% y se realizo el revelado de las membranas
mediante quimioluminiscencia. Finalmente se escanearon los films revelados y se
realiz6 un analisis densitométrico empleando el software ImageJ (NIH, Bethesda,

Maryland, USA,). Se realizaron tres experimentos independientes.
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2.3.5 Analisis de la secrecion de MMPs por Western blot

La deteccion de la secrecion de MMPs se llevé a cabo mediante Western blot

cuyo fundamento fue descrito previamente.

2.3.5.1 Procedimiento

Se sigui6 la metodologia descrita por Castillo-Sanchez y colaboradores (2013).
Células 4T1 fueron cultivadas en cajas de 60 mm dejandolas alcanzar una confluencia
cercana al 80%, posteriormente se realizé cambié al medio de cultivo RPMI 1640 0.5%
SFB durante 7 horas. Luego de este tiempo se trataron las células con 1 uyM BPA y se
recolectaron los sobrenadantes celulares a las 12, 18 y 24 horas. Dichos
sobrenadantes se centrifugaron a 10,000 revoluciones por minuto (rpm) durante 10
minutos a cuatro grados centigrados. Los sobrenadantes se recolectaron y se
centrifugaron a 2500 rpm durante dos horas a 4°C utilizando filtros de 3000 KDa. Una
vez centrifugados un volumen constante de sobrenadante celular se empleé para la
deteccién proteica de GPER siguiendo la técnica de inmunodeteccion. Se realizaron

tres experimentos independientes.

2.3.6 Analisis de la secrecion de MMPs por zimografia

2.3.6.1 Fundamento de la técnica

La deteccién de la secrecion de MMP-2 y MMP-9 se realizé por zimografia. En
esta técnica se emplea electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de
sodio copolimerizado con gelatina en la matriz del gel de poliacrilamida. Las muestras
se preparan en condiciones no reductoras y una vez finalizada la electroforesis se
retira el SDS realizando lavados con un detergente no ionico (Triton X-100) que
permite la renaturalizacion parcial de las MMPs. Finalmente, el gel es incubado por un
periodo de tiempo 6ptimo en el cual las MMPs degradan la gelatina, que al tefiir el gel
con azul de Coomassie se distinguen zonas blancas de digestion en un fondo tefiido
de azul (Cal & Obaya, 2018).
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2.3.6.2 Procedimiento

Se sigui6 la metodologia descrita por Castillo-Sanchez et al. (2013). Células 4T1
fueron cultivadas en cajas de 60 mm dejandolas alcanzar una confluencia cercana al
80%, posteriormente se realiz6 cambio al medio de cultivo RPMI 1640 0.5% SFB
durante 7 horas y se trataron las células con 1 uM BPA recolectando los sobrenadantes
celulares a las 12, 18 y 24 horas. Posteriormente se centrifugaron los sobrenadantes
celulares a 10,000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Seguidamente se recolectaron los
sobrenadantes y se centrifugaron a 2500 rpm durante 2 horas a 4°C utilizando filtros
de 3000 KDa. Una vez centrifugados, un volumen constante de sobrenadante celular
(4 L + 11 pyL RPMI 1640 0.5% SFB) se separé utilizando PAGE al 8% copolimerizado
con geletina 1 mg/ml durante 3 horas a 4 °C utilizando 70 V. Una vez terminada la
corrida electroforética se lavo el gel con Tritdén X-100 al 2.5% tres veces a temperatura
ambiente retirando la solucion cada 30 minutos y posteriormente se incubd el gel en
amortiguador para actividad enziméatica por 20 horas a 37°C. Una vez transcurrido este
tiempo se tifié el gel con azul de Coomassie R-250 (Coomassie Brillant Blue R-250:
solucion de trabajo para tincion de proteinas) para visualizar la actividad enzimatica,
luego se destifio con solucién para destefiir geles (metanol absoluto al 50%, acido
acético glacial al 10%, agua bidestilada 40%) hasta que se lograron visualizar lo mejor
posible las bandas correspondientes a la actividad de las MMPs. La actividad
proteolitica se detectdé como una banda clara correspondiente a gelatina degradada,
en un fondo azul de gelatina sin digerir. Finalmente se colocaron los geles en una placa
de acetato, se escanearon y las bandas se analizaron por densitometria empleado el
software ImageJ (NIH, Bethesda, Maryland, USA,). Se realizaron tres experimentos
independientes.

2.3.7 Andlisis de la localizaciéon celular de GPER por
inmunofluorescencia

2.3.7.1 Fundamento de la técnica

La deteccion de la distribucion de GPER en células 4T1 se llevé a cabo

empleando microscopia de fluorescencia. Esta técnica se basa en incubar las células
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con compuestos fluorescentes o anticuerpos marcados con un fluoréforo el cual puede
estar conjugado con un anticuerpo primario o secundario. Esto permite que el
microscopio de fluorescencia excite el fluoréforo a determinada longitud de onda y al
mismo tiempo capte la luz emitida por dicho fluoréforo detectando las estructuras

celulares de interés (Carl Zeiss Microscopy GmbH, 2019).

2.3.7.2 Procedimiento

Se siguié la metodologia descrita por Castillo-Sanchez et al. (2013); células 4T1
fueron cultivadas sobre un cubreobjetos en cajas de 35 mm dejandolas alcanzar una
confluencia cercana al 25%. Posteriormente se realiz6 cambio al medio de cultivo
RPMI 1640 0.5% SFB durante 5 horas y seguidamente se estimularon con 1 pM de
BPA o 10 nM de 17B-estradiol a tiempos de 15 y 30 minutos; el DMSO se usé como
control del diluyente. Terminado el tiempo de estimulo, las células fueron fijadas con
paraformaldehido al 4% durante 20 minutos y lavadas 3 veces con PBS 1X. Después
las células fueron permeabilizadas con Tritdbn X-100 al 0.5% durante 20 minutos y
lavadas 3 veces con PBS 1X. A continuacion, se realizé el bloqueo de las células
empleando buffer de blogqueo (PBS 1X con gelatina al 5%, CaCl2 1mM, MgClI2 0.5
mM) durante 20 minutos. Acto seguido se incubd con un anticuerpo policlonal primario
anti-GPER (dilucién 1:150) durante toda la noche a 4°C. Finalizando el tiempo de
incubacion se realizaron 4 lavados con buffer de lavados (PBS 1X con gelatina al 0.1%,
CaClz 1mM, MgCl: 0.5 mM). GPER fue detectado empleando un anticuerpo
secundario especie-especifico acoplado a isotiocianato de fluoresceina (FITC)
(dilucion 1:150) y se detectd actina con faloidina rodamina (dilucién 1:200) incubando
durante 2 horas a 4°C realizando seis lavados con buffer de lavados una vez finalizado
en tiempo de incubacion. El nacleo fue tefiido con DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole)
(0.5 pg/ml) durante 3 minutos, realizando tres lavados con agua bidestilada al finalizar
el incubado. Finalmente, los cubreobjetos se colocaron sobre un portaobjetos
conteniendo 12 pL de aceite de montaje para microscopia (Vectashield; Vector
Laboratories, USA). Las células se observaron en un microscopio de fluorescencia
(modelo LSM880 Zeiss). Las imagenes fueron analizadas con el programa ZEN Blue
edition v. 3.5 (Zeiss, Germany). Se realizaron tres experimentos independientes.
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2.4 Modelo in vivo

Se utilizaron ratones hembra Balb/cJ de seis a ocho semanas de edad
provenientes del bioterio del CINVESTAV unidad Zacatenco, lugar donde fueron
alojados. Los ratones tuvieron acceso libre al agua y alimento manteniéndose a una
temperatura controlada por el bioterio con un fotoperiodo de 12 horas luz-oscuridad.
Todos los experimentos se realizaran siguiendo los lineamientos y recomendaciones
de ética de la Unidad de produccién y experimentacion de animales de laboratorio
(UPEAL) del CINVESTAV unidad Zacatenco. El nimero de protocolo aprobado por el

UPEAL sobre el cual se baso la realizacion del presente trabajo es 0294-14.

2.5 Métodos modelo in vivo
2.5.1 Administracion de BPA en ratones Balb/cJ

Para la experimentacion in vivo se agruparon a ratones hembra Balb/cJ en cinco
grupos de estudio y un grupo control, utilizando once ratones por grupo (33 ratones en

total), como a continuacion se describe.
Grupos de estudio:

» Grupo 1: ratones inoculados con 3000 células 4T1 con administracion de aceite
de cacahuate via oral.

» Grupo 2: ratones inoculados con 3000 células 4T1 con administracion de aceite
de cacahuate y DMSO via oral.

» Grupo 3: ratones inoculados con 3000 células 4T1 con administracion de BPA

10 pg/kg/dia diluido aceite de cacahuate via oral.

Para la solucion madre de BPA, este compuesto se disolvio en DMSO alcanzando
una concentracion de 2 mM y posteriormente para los tratamientos se disolvio en
aceite de cacahuate hasta alcanzar 10 pg/kg/dia de BPA, que corresponde a la quinta
parte de la dosis de referencia establecida por la EPA en 2012 (50 pg/kg/dia de BPA),
asi mismo, considerando estudios de biomonitoreo en humanos y estudios
toxicocinéticos en monos, ratas, ratones y humanos, representa una dosis de BPA

ambientalmente relevante. La administracion se realiz6 de manera oral empleando
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puntas estériles de 200 pl cada 24 horas durante 18 dias, frecuencia y duracién del
tratamiento determinado como 6ptimo por el grupo de investigacion en trabajos en
desarrollo. El volumen maximo de administracion fue de 0.025 mL. Los animales

fueron pesados cada tercer dia para el calculo de la dosis a administrar.

2.5.2 Inoculacion de células cancerosas 4T1 en ratones
Balb/cJ.

Para la inoculacion de células cancerosas 4T1 se utilizo la metodologia descrita
por Yang et al. (2012) con algunas modificaciones. Se prepar6 una suspension celular
en medio RPMI libre de SFB y antibiéticos con 3x103 células por cada 50 pL de
suspension celular. EI nUmero de células se determiné utilizando una camara de
Neubauer. Dentro de un tiempo no mayor a 40 minutos después de haber preparado
la suspensién celular se inoculé 50 uL de la suspension celular (3000 células 4T1) a
ratones hembra Balb/cJ de seis a ocho semanas de edad de manera subcutanea en
la cuarta almohadilla de grasa mamaria inguinal izquierda. Para dicho procedimiento
se utilizé una jeringa de tuberculina de 1 mL con una ajuga de ¥z pulgada calibre 26.
Los ratones fueron sacrificados al dia 20 después de la inoculacién de células 4T1.

2.5.3 Determinacion del crecimiento tumoral.

Se monitore6 diariamente la aparicion del tumor palpando la zona de la
inoculacion con los dedos incide y pulgar en basqueda de presencia del tumor (Pulaski
& Ostrand-Rosenberg, 2001). El volumen tumoral se determiné con un calibrador
digital marca REXQuialis (Rango de medicion de 0.01 mm a 50 mm, en incrementos
de 0.01 mm) diariamente, empleando la ecuacion V = (W? x L)/2, donde W es el ancho
del tumor y L la longitud del mismo (Faustino-Rocha et al., 2013).

El desarrollo de signos clinicos de malestar causados por metéstasis (ratones
moribundos), asi como la pérdida de peso corporal mayor al 20% fue motivo para la

eutanasia de los animales (Gregorio et al., 2016; Pulaski & Ostrand-Rosenberg, 2001).
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2.5.4 Determinaciéon de tumores secundarios (metastasis).

Después de haber realizado la eutanasia de los animales, se recolect6 el tumor
primario, el cerebro, higado y pulmones. Posteriormente fueron colocados en solucion
de Bouin durante 24 horas y posteriormente fueron colocados en etanol al 70%. Una
vez fijados los organos, se procedié al conteo macroscopico de los sitios de
metastasis, en cuanto a los tumores primarios se procedio a la determinacion del peso

y volumen.

2.6 Analisis estadistico.

Los resultados fueron analizados utilizando el programa GraphPad Prism v9
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). Para evaluar la normalidad de los datos se
utilizé la prueba estadistica Komolgorov-Smirnov. Los datos que presentaron
normalidad fueron analizados mediante la prueba estadistica ANOVA de una via, y la
prueba post hoc de comparacion multiple de Dunnett. Para aquellos datos que no se
distribuyeron de forma normal se utilizo la prueba estadistica Kruskal-Wallis y la prueba
post hoc de comparacién multiple de Dunn. Los resultados fueron expresados como la
media + desviacion estandar. Un valor de p<0.05 fue considerado estadisticamente

significativo.
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3. RESULTADOS

3.1 El BPA no afecta la viabilidad de las células de cancer de mama 4T1

Para determinar el rango de concentraciones de BPA en el que no presentan
efectos citotdxicos, se evalud la viabilidad celular a diferentes concentraciones. Para
ello las células tumorales 4T1 fueron tratadas con concentraciones de 0.4, 1y 2 uM de
BPA durante 24 horas y posteriormente se determiné la viabilidad celular por citometria

de flujo. Los resultados muestran que las concentraciones empleadas de BPA no
disminuyen la viabilidad celular (Figura 1).
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Figura 1. El BPA no es citotoxico para las células de cancer de mama 4T1. Las Células 4T1 fueron
tratadas con concentraciones de 0.4, 1y 2 uM de BPA durante 24 horas. La grafica representa la media

+ D.E de tres experimentos independientes. Los datos se expresan como el porcentaje de células vivas
y muertas.

3.2 EI BPA induce un incremento en la expresion del GPER en las células
de cancer de mama 4T1.

En trabajos previos, nuestro grupo de investigacion demostré que el BPA induce
un incremento significativo de la migracién celular de manera dependiente de GPER

en células mamarias cancerosas humanas MDA-MB-231 (Castillo Sanchez et al.,
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2016). Tomando en cuenta dichos hallazgos, se decidio evaluar el efecto del BPA
sobre la expresion de GPER en la linea celular cancerosa 4T1, las células 4T1 fueron
estimuladas con 1 yM de BPA durante 24 horas, se recolectaron los lisados celulares
a diferentes tiempos (12, 18 y 24 horas). Los resultados demuestran que el BPA
incrementa significativamente la expresion de GPER alas 12 y 18 horas al compararlo

con el grupo control (p <0,001) (Figura 2).
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Figura 2. El BPA induce un aumento dependiente del tiempo en la expresién de GPER en las
células de cancer de mama 4T1. (A) Blot representativo de 3 experimentos independientes en los
cuales las células 4T1 fueron estimuladas con 1 uM de BPA,; se evaluaron lisados celulares de las 12,
18 y 24 hrs. La expresion de GPER fue analizada por Western blot. Los datos obtenidos fueron
normalizados contra la condicion sin estimulo. (B) El grafico muestra la media £ SD de tres experimentos
independientes. Los datos se analizaron mediante ANOVA de una via seguido de la prueba de
comparaciones multiples de Dunnett. Los asteriscos denotan las diferencias estadisticas (*p < 0.05) con
respecto al grupo control que consistié de células en medio de cultivo RPMI-1640 0.5% SFB sin estimulo
de BPA.

3.3 ElI BPA induce migracion de células de cancer de mama 4T1.

Con la finalidad de determinar el efecto del BPA sobre la migracién celular, se
realizaron ensayos de migracién celular empleando el método de rayadura. Para
dichos ensayos las células fueron estimuladas con concentraciones de 0.4, 1y 2 uM
de BPA durante 24 horas, los datos obtenidos fueron normalizados contra la condicion
sin estimulo. Los resultados demuestran que el BPA es capaz de inducir de manera
significativa una mayor migracion celular en concentraciones al compararlo con la

condicion control sin estimulo (Figura 3A).
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La migracién celular inducida por las tres concentraciones de BPA (0.4, 1y 2
MM), no fue dependiente de la concentracion. Dado que la concentracion de 1 uM de
BPA se aproxima mas a las concentraciones de BPA que han sido encontradas en el
tejido graso mamario humano (Keshavarz Maleki y Kaviani, 2021), decidimos trabajar

con esta concentracion como estimulo para los siguientes experimentos in vitro.
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Figura 3. El BPA induce migracion de las células de cancer de mama 4T1. La migracion celular se
analiz6 con el método de rayadura. Las células 4T1 se trataron con diferentes concentraciones de BPA
y se fijaron tras 24 horas de estimulo. Los datos obtenidos fueron normalizados contra la condicion sin
estimulo. A) El grafico muestra la media + D.E de cinco experimentos independientes. Los datos se
analizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de comparaciones multiples de
Dunn. Los asteriscos denotan las diferencias significativas al comparar con la condicién control que
consistio de células en medio de cultivo RPMI-1640 0.5% SFB sin estimulo de BPA. *p<0,05, **p <0,001
***n<0,0001.

3.4 El BPA induce mayor invasion de las células de cancer de mama 4T1

Considerando que las células cancerosas deben migrar e invadir los tejidos para
diseminarse en la circulacién sanguinea o linfatica y generar metastasis en 6rganos
distantes (Friedl & Wolf, 2003), se evaluo el efecto del BPA en la invasion celular. Para
lo cual se emplearon camaras de Boyden modificadas con matrigel, los datos

obtenidos fueron normalizados contra la condicidn sin estimulo. Los resultados
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muestran que el BPA induce un incremento en la invasion celular comparado con el
control negativo (p<0.05) (Figura 4A).
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Figura 4. El BPA induce un incremento en la invasion en células 4T1. Células 4T1 fueron
estimuladas con 1 uM de BPA o medio RPMI-1640 con SFB al 5% durante 40 horas en ensayos de

invasion en matrigel. Los datos obtenidos fueron normalizados contra la condicién sin estimulo. A) El
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grédfico muestra la media + D.E de cuatro experimentos independientes analizados por
espectrofotometria. Los datos se analizaron mediante ANOVA de una via seguido de la prueba de
comparaciones multiples de Dunnett. Los asteriscos denotan las diferencias estadisticas al comparar
con la condicion control que consistio de células en medio de cultivo RPMI-1640 0.5% SFB sin estimulo
de BPA. *p<0.05, ***p<0.0001.

3.5 El BPA induce una mayor secrecion de MMP-2 y MMP-9 en las células
de cancer de mama 4T1.

La secrecion de MMPs ha sido relacionada con un peor pronéstico de vida en
personas con cancer. En CaMa, se han descrito 2 principales MMPs conocidas como
gelatinasas MMP-2 y MMP-9 que son capaces de degradar colageno tipo IV,
abundante en la lamina basal de los ductos mamarios (Fares et al., 2020). De acuerdo
con los resultados obtenidos en la Figura 4 decidimos evaluar el papel del BPA en la

secrecion de MMP-2 y MMP-9 en la linea celular 4T1.

La secrecion de la MMP-2 se determind mediante la técnica de zimografia, para
lo cual se emplearon sobrenadantes de células 4T1 estimuladas con 1 yM de BPA
recolectados durante un curso temporal de diferentes tiempos (12, 18 y 24 horas). Los
resultados mostraron que el BPA induce un incremento en la secrecion de MMP-2 a

las 12, 18 y 24 horas al compararlo con el control (Figura 5A).

Para soportar los resultados obtenidos (Figura 5A), se evalud la expresion de
MMP-2 empleando sobrenadantes de las células 4T1 tratadas con 1 uM de BPA
mediante la técnica de Western blot, normalizando los datos obtenidos contra la
condicion sin estimulo. Nuestros resultados mostraron que el BPA incrementé
notablemente la secrecion de la forma activa de MMP-2 a las 12 y 18 horas en
comparacioén con el control (Figura 5B). Se observaron resultados similares respecto
a la forma pro-MMP-2, encontrandose que a las 12 y 18 horas el BPA increment6 su
secrecion al compararlo con el control (Figura 5B). A las 24 horas de estimulo no se

encontré un incremento significativo en la secrecion de ambas formas de MMP-2.

Para evaluar la secrecion de MMP-9, se realiz6 un ensayo de zimografia

conservando las condiciones utilizadas al evaluar MMP-2. Nuestros resultados
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revelaron que el BPA indujo un notable incremento de la secrecién de MMP-9 a las 18

horas en comparacion con la condicion control (Figura 5C).
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Figura 5. El BPA induce una mayor secrecion de MMP-2 y MMP-9 en las células de cancer de
mama 4T1. Células 4T1 fueron tratadas con 1 uM de BPA obteniéndose los sobrenadantes celulares a
las 12, 18 y 24 horas. La secrecion de MMP-2 se analizé mediante zimografia (A) y por Western blot
(B). La secreciébn de MMP-9 se analiz6 mediante zimografia (C). Los datos obtenidos fueron
normalizados contra la condicidn sin estimulo. Los graficos representan la media + D.E de tres
experimentos independientes. Los datos se analizaron mediante Kruskal-Wallis seguido de la prueba
de comparaciones multiples de Dunn (Zimografia de MMP-2) o ANOVA de una via seguido de la prueba
de comparaciones multiples de Dunnett (Western blot de MMP-2 y zimografia de MMP-9). Los asteriscos
denotan las diferencias estadisticas al comparar con la condicién control que consistié de células en
medio de cultivo RPMI-1640 0.5% SFB sin estimulo de BPA. *p<0.05, **p<0.01 ***p=<0.001.
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3.6 ElI BPA induce traslocacion de GPER a la membrana plasmatica

El BPA se encuentra expresado tanto en la membrana plasmética como en la
membrana de organelos como aparato de Golgi y del reticulo endoplasmico (Molina et
al., 2017b) y debido a que encontramos un incremento en la expresion de GPER
inducido por el BPA (Figura 2), decidimos determinar la existencia de cambios en la
distribucion celular de GPER inducidos por el BPA, para lo cual se empleé microscopia
confocal. Los resultados muestran una distribucién homogénea de GPER tanto en el
citoplasma como en la membrana plasmética en los grupos control (A y B). Sin
embargo, a los 15 minutos de estimulo con 17-B estradiol o BPA se observaron
agregados de GPER citoplasmaticos, perinucleares y en la membrana plasmatica (C
y E). Estos efectos se incrementaron notablemente a los 30 minutos de estimulo.
Respecto a la distribucién de la actina, se encontr6 que el tratamiento con 17-
estradiol y BPA indujo una mayor formacion de fibras de estrés a los 30 minutos, las
cuales estan asociadas y promueven la formacion de adhesiones focales, involucradas

en la migracioén celular (Livne y Geiger, 2016).
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Figura 6. El BPA induce mayor secrecién de MMP-2 de manera dependiente del tiempo en las
células de cancer de mama 4T1. En todos los paneles, GPER fue reconocido con un anticuerpo
policlonal contra rabbit acoplado a FITC (Verde) y el citoesqueleto de F-Actina con rodamina-faloidina
(rojo). Los nucleos fueron tefiidos con DAPI (Azul). (A) Muestra el grupo control a los 30 minutos de
estimulo. (B) Se muestra el grupo control del vehiculo (DMSO) a los 30 minutos de estimulo. En los
paneles B-C las células se incubaron con 17-f estradiol (E2) (10 nM) durante 15 y 30 minutos. El
estimulo con BPA a los 15 y 30 minutos se muestra en los paneles E y D respectivamente. Se observo
la formacién de agregados citoplasmaticos, perinucleares y membranales a los 15 y 30 minutos de

estimulo con E2 (Flechas amarillas) y BPA (Flechas blancas). Barras de escala: 10 um.

3.7. El BPA induce mayor volumen y peso del tumor primario

Nuestros resultados anteriores demostraron que en un sistema in vitro, el BPA
incrementa notablemente los procesos de migracion, invasion, asi como la secrecién
de MMP-2 y MMP-9, sugiriendo que el BPA puede tener un papel importante en el
proceso de metastasis, por lo cual decidimos evaluar el papel del BPA en la metastasis

en un modelo in vivo.

La medicion del tumor primario disectado muestré que el tratamiento con BPA
indujo un incremento del peso (Figura 7A) y del Volumen (Figura 7B y 7C) siendo

estadisticamente significativo (**p< 0.01).
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Figura 7. El BPA induce mayor volumen y peso del tumor primario. Tumores primarios de ratones

Balb/cJ hembra fueron disectados al dia 20 después de la inoculacién de células 4T1. (A) Andlisis del

peso de tumores primarios disectados. (B) Analisis del volumen de los tumores disectados. (C) Imagen

representativa de tumores primarios de diferentes ratones. Los graficos representan la media + D.E de

once ratones por grupo. Los datos se analizaron mediante ANOVA de una via seguido de la prueba de

comparaciones miltiples de Dunnett. Los asteriscos denotan las diferencias estadisticas al comparar

con los grupos control. **p<0.01.
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3.8 EI BPA induce un mayor numero de macrometastasis en pulmén

Entre los principales sitios de metastasis en CaMa se encuentra el cerebro,
higado y pulmén (M. T. Chen et al., 2017). Por lo tanto, evaluamos el papel del BPA
como inductor de mayores nodulos metastasicos en estos O6rganos. Luego de la
diseccion, los 6rganos fueron fijados durante 24 horas en solucion de Bouin, y posterior
a este tiempo se colocaron en etanol al 70%. Los n6dulos metastasicos se identificaron
como areas blancas esféricas en un fondo de tejido tefiido de color amarillo (Figura
8C).

No se encontraron metastasis a nivel de cerebro. En el higado, se encontré un
aumento no significativo de n6dulos metastasicos en el grupo tratado con BPA (Figura
8A). En los pulmones se encontré que el tratamiento con BPA indujo un incremento
estadisticamente significativo (**p< 0.01), en el nimero de nddulos metastasicos
(Figura 8B).
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Figura 8. El BPA a dosis de 10 ug/kg induce mayor metastasis a pulmoén. Cerebro, higado y
pulmones de ratones Balb/cJ hembra fueron disectados al dia 20 posterior a la inoculacién de células
4T1. (A) Andlisis del nimero de nédulos metastasicos en higado. (B) Analisis del nimero de ndédulos
metastasicos en pulmén. (C) Imagen representativa de pulmones, las flechas azules sefalan los
nédulos metastasicos. El tratamiento con BPA incrementd significativamente la cantidad de nddulos
metastasicos en pulmén comparado con el grupo control. Los gréficos representan la media + D.E de
seis ratones por grupo. Los datos se analizaron mediante Kruskal-Wallis seguido de la prueba de
comparaciones multiples de Dunn’s. Los asteriscos denotan las diferencias estadisticas al comparar

con el grupo control. **p< 0.01.
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4. DISCUSION

El CaMa es una enfermedad que posee una incidencia elevada en todo el
mundo representando el tipo cancer mas frecuentemente diagnosticado, asi como la
principal causa de muerte por cancer en mujeres (Global Cancer Observatory, 2021).
Diversos factores de riesgo se han relacionado al desarrollo del CaMa, entre los que
se encuentra la edad, los factores reproductivos y los factores ambientales, en este
altimo tiene relevancia la exposicibn a disruptores enddécrinos como el BPA
(Bhattacharyya et al., 2020; Eve et al., 2020),(Calaf et al., 2020). En los ultimos afios
se ha relacionado la exposicién al BPA con un incremento en la proliferacion y
migracion celular, asi como a un incremento en la expresiéon de MMPs en lineas
celulares humanas TNBC. Dichos hallazgos han sido relacionados con la capacidad
gue tiene el BPA de interactuar con receptores de estrogeno, receptores relacionados
al estrégeno gama y el receptor de estrégeno acoplado a proteinas G (Castillo
Sanchez et al., 2016; Stillwater et al., 2020; X. L. Zhang et al., 2016). Por lo que, en el
presente estudio se evaluo el efecto del BPA en la induccién de procesos celulares de
migracion, invasién, secrecion de MMPs y expresion y localizacion celular de GPER
en la linea celular murina TNBC 4T1. También, se evalu6 su papel en el tamafio del

tumor primario y la metastasis en un modelo tumoral murino empleando células 4T1.

En nuestro estudio utilizamos una concentracion de 1 uM de BPA como estimulo
para los experimentos del modelo in vitro, dicha concentracion no afecto la viabilidad
celular, siendo importante a considerar que esta concentracion es mas elevada que la
que se ha reportado en tejido graso de la mama en concentraciones de 1.80 a 12.1
ng/g (Fernandez et al., 2007; Keshavarz-Maleki & Kaviani, 2021). Respecto a la
concentracion de BPA elegida como estimulo para los estudios in vivo (10 pg/kg peso
corporal/dia), esta correspondio a la quinta parte de la dosis de referencia establecida
por la Agencia de Proteccibn Ambiental de Estados Unidos de 50 pg/kg de peso
corporal al dia (Gao et al., 2015; Hong & Yang, 2017). Es importante considerar que
actualmente existe una controversia en cuanto a los niveles a los que se encuentra
expuesta la poblacion humana, asi como las concentraciones de BPA en matrices

como la sangre que son reportadas en concentraciones de 0.2-20 ng/mL (Hong &
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Yang, 2017) o en orina que son reportadas en concentraciones = 0.1 ug/L (media
geomeétrica 1.33 pg/L de orina) en poblaciones representativas de Estados Unidos
(Calafat et al., 2005). Vale la pena destacar que son pocos los estudios que han
estimado la exposicién total de BPA en poblaciones humanas de diferentes paises.
Sin embargo, concentraciones menores a la dosis de referencia establecida por la EPA
han mostrado alteraciones en la estructura de la glandula mamaria en estudios in vivo
(Moral et al., 2008).

Los estudios de exposicién aguda del BPA reportan concentraciones en sangre
en el rango de picogramos a nanogramos por mililitro. No obstante, estos estudios no
reflejan la exposicion crénica en humanos (Vandenberg et al., 2007) ya que el BPA
puede presentar bioacumulacion en tejido graso debido a su naturaleza lipofilica
(Almeida et al., 2018; Valentino et al., 2016). Aunado a esto, es muy importante
considerar que existen diferencias respecto a los niveles de exposicion diaria al BPA
en diferentes paises alrededor del mundo (Huang et al., 2017). En este contexto,
estudios recientes, empleando modelos toxicocinéticos han reportado que para
alcanzar concentraciones de BPA en sangre de 1-3 ng/mL se requieren exposiciones
por via oral que exceden los 500 pg/kg peso corporal/dia (Vandenberg et al., 2007).
Esta evidencia ha sido soportada por estudios toxicocinéticos in vivo (Taylor et al.,
2011) por lo que la exposicién de las poblaciones humanas al BPA podria ser mas alta
gue la que se ha estimado previamente (Gerona et al., 2020). Esta evidencia también
es soportada por reportes en humanos que indican que es necesaria la administracion
por via oral de 30 a 100 ug/kg peso corporal/dia de BPA para alcanzar los niveles en
sangre reportados en humanos (Teeguarden et al., 2015; Thayer et al., 2015),,
contrastando con estudios que indican la existencia de una ingesta baja de BPA en el
rango de 1 a 5 ug/kg peso corporal/dia (Murata & Kang, 2018). Estos datos en conjunto
sugieren que existe un riesgo de estar subestimando las concentraciones de BPA a
las cuales la poblaciébn se encuentra expuesta y sobre las cuales se basan las
decisiones legislativas para su regulacién (Gerona et al., 2020). Por lo que, con base
en la evidencia presentada, sugerimos que las concentraciones de BPA empleadas en
nuestros modelos de estudio son ambientalmente relevantes y podrian estar presentes

en tejido graso de la glandula mamaria, reiterando que existe la necesidad de
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determinar los niveles de exposicion, asi como la concentracion de BPA en tejidos
humanos de diferentes poblaciones especialmente las pertenecientes a paises pobres
y en vias de desarrollo que probablemente empleen una mayor cantidad de plasticos

en su vida diaria y en donde la regulacion del BPA es todavia nula.

Estudios recientes han planteado un papel del BPA en la carcinogénesis de
distintos canceres hormono-dependientes entre los cuales destaca el CaMa (D
Seachrist et al., 2015). En este estudio se demostrd que el BPA induce un incremento
en la migracion celular de células 4T1. Estos hallazgos concuerdan con estudios
previos que demuestran que el BPA induce mayor migracion celular en células de
cancer hormono-dependientes tales como células de cancer de ovario BG-1 and
OVCAR-3 (Kim et al., 2015; Ptak et al., 2014), cancer cervical HeLa, C-33A y SiHa (Ma
etal., 2015) y de CaMa humano MDA-MB-231 (Castillo Sanchez et al., 2016), asi como
en células de cancer no hormono-dependientes como las células de cancer de pulmoén
A549 (K. Zhang et al., 2014). Respecto a la invasion celular, nuestros resultados son
consistentes con reportes en los que el BPA induce un incremento en la invasién
celular en otros modelos celulares de cancer. Entre ellos destacan los de CaMa MDA-
MB-231 (Castillo Sanchez et al., 2016), BT-549 (X. L. Zhang et al., 2016), de
endometrio RL95-2 (K. H. Wang et al., 2015), ovario OVCAR-3 (Sang et al., 2021) y
cérvix Hela, SiHa, y C-33A (Ma et al., 2015) y asi como también en células de estroma
endometrial humano (HESCs) (Wen et al., 2020). Todos estos hallazgos sugieren que
el BPA favorece la progresion tumoral y la metastasis al incrementar la motilidad y
comportamiento invasivo de las células cancerosas, lo que en nuestro modelo in vivo
se reflej6 como mayor numero de nddulos metastasicos. Aunado a esto, se ha
reportado que el BPA induce proliferacion e inhibe la apoptosis en células epiteliales
no tumorales MCF12A (Marchese & Silva, 2012) asi como también induce
transformacion neoplasica en células epiteliales de mama humanas (S. V. Fernandez
& Russo, 2010). Estos datos sugieren que el BPA también puede participar en las

primeras etapas del desarrollo de cancer mamario.

Las MMP-2 y MMP-9 se han reportado ampliamente expresadas en células

tumorales y se involucran en la progresion tumoral (Polette et al., 2004; Quintero-

48



Fabian et al., 2019). En nuestro estudio nosotros demostramos que el BPA induce un
incremento en la secrecion de MMP-2 y MMP-9. Con lo anterior proponemos que el
BPA favorece los procesos de migracion e invasion celular a través del incremento en
la secrecion de MMP-2 y MMP-9. Apoyando nuestra propuesta diversos estudios
describen que el BPA induce la secrecion de estas dos MMPs ademas de inducir
migracion e invasion en células de CaMa MDA-MB-231 (Castillo Sanchez et al., 2016),
células de cancer de pulmén BT549 (X. L. Zhang et al., 2016) y células de cancer de
ovario OVCAR-3 (Sang et al., 2021).

Con respecto al papel del BPA en la expresion de GPER, previamente nuestro
equipo de trabajo ha demostrado que el estimulo con 1 uM de BPA incrementa la
expresion de RNAm y de la proteina de GPER en células de CaMa humanas MDA-
MB-231 de manera tiempo dependiente (Castillo Sanchez et al., 2020). De forma
similar en este estudio demostramos que en células de CaMa murinas 4T, el estimulo
con 1 uM de BPA induce un incremento en la expresién de GPER. La relacién entre la
exposicion al BPA y la expresion de GPER es muy limitada. Sin embargo, otros
estudios han reportado que los niveles de RNAm y proteicos de GPER se incrementan
ante estimulos de BPA en células de espermatogonias GC-1. (Sheng et al., 2013). Por
otro lado, se ha descrito una asociacion positiva entre los niveles de GPER y BPA
(r =0.708; p =.001) en pacientes con enfermedad de Crohn (Linares et al., 2021). Los
resultados de estos estudios en conjunto con nuestros hallazgos permiten sugerir que
el BPA, al actuar como ligando de GPER, activa vias de sefializacion estrogénicas
rapidas como la via MAPK/ERK provocando cambios en la expresion génica que
conllevan al incremento en la transcripcion del gen de GPER. Posteriormente, el BPA,
al interactuar con GPER, favorece los procesos de migracion y el comportamiento
invasivo de las células cancerosas al regular el recambio de los contactos de adhesion
focal (Castillo Sanchez et al., 2016, 2020). Pero también GPER puede inducir la
transactivacion de EGFR el cual también favorece la migracion e invasion de células
cancerosas (Filardo et al., 2000; Liang et al., 2017; Quinn et al., 2009). Lo descrito
anteriormente también contribuye a explicar nuestros hallazgos con respecto a los
ensayos de migracion e invasién empleando células 4T1. Por otra parte, sugerimos

gue el efecto observado respecto a la disminucién de la expresion de GPER luego de
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24 horas de estimulo con BPA se puede deber a procesos de desensibilizacion de

GPER que evitan una sefalizacion excesiva del receptor.

No obstante, nuestros resultados contrastan con reportes en los que la
expresion de GPER no se ha visto modificada por el estimulo de BPA en células de
CaMa BT-549 (X. L. Zhang et al., 2016). Dicha discrepancia podria deberse a las
diferencias existentes entre las lineas celulares, pues se trata de células provenientes

de diferentes especies (Luo & Liu, 2020).

Con respecto a la distribucion de GPER en la célula, ésta se ha descrito tanto
en la membrana citoplasmética como en organelos celulares (Figueira et al., 2018;
Molina et al., 2017; Xu et al., 2019; Zimmerman et al., 2016). Nuestros resultados
demuestran que el BPA induce una relocalizacion de GPER de manera tiempo
dependiente, y de manera muy interesante, induce la formacion de agregados en la
membrana citoplasmatica, espacio perinuclear y en el citoplasma. El significado
bioldgico del trafico subcelular de GPER no ha sido determinado por completo (Cheng
et al., 2011), siendo pocos los estudios que han evaluado la redistribucion de GPER
en CaMa. En este sentido, la expresion citoplasmatica de GPER en pacientes se ha
asociado con subtipos histologicos no ductales, menor estadio tumoral y mayor
diferenciacion histolégica, mientras que la localizacion nuclear se ha asociado con
carcinomas poco diferenciados y con el subtipo triple negativo (Samartzis et al., 2014).
Previamente hemos reportado que GPER induce mayor migracion celular en células
MDA-MB-231 a través de la activaciéon de la cinasa de adhesion focal (FAK), la tirosina
cinasa Src y ERK2 favoreciendo el recambio de los contactos de adhesion focal y
consecuentemente la migracién celular (Castillo Sanchez et al.,, 2020).
Consecuentemente, nosotros proponemos que la relocalizacion de GPER que
observamos en el presente estudio hacia la membrana citoplasmatica en forma de
agregados, se encuentra estrechamente relacionada con el recambio de los contactos
de adhesion focal en los frentes de migracion, en donde GPER tendria una
participacion directa en la migracion celular. Interesantemente, se ha reportado que en
el proceso de desensibilizacion de GPER ocurre un transporte retrogrado desde la

membrana plasmatica hacia el espacio perinuclear y seguidamente una dispersion en
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el citoplasma (Cheng et al., 2011). Lo anterior es consistente con el patron de
distribucion que nosotros observamos en los tiempos evaluados (15 y 30 minutos). Sin
embargo, la razén de la existencia de una redistribucion del receptor hacia la region
perinuclear no es del todo clara. Una posibilidad es que GPER retorne al aparato de
Golgi o al reticulo endoplasmico para su degradacion proteosomal o lisosdmica, en
donde incluso puede ser reciclado hacia la membrana plasmaética (Cheng et al., 2011).
Este tréfico intracelular de GPER puede reflejar un comportamiento biol6gico en TNBC
y estar siendo modulado por el BPA. No obstante, son necesarios mas estudios que

esclarezcan este fenémeno.

Otro hallazgo interesante fue lo observado en nuestro modelo in vivo en el cual
la exposicion subaguda diaria al BPA indujo un incremento en el volumen y peso del
tumor primario. Esta observacion puede ser explicada por los hallazgos en diferentes
estudios en el que el BPA induce la activacion de vias de sefializacion involucradas en
la proliferacion celular tales como MAPK, PI3K y mTOR (Dairkee et al., 2013; Murata
& Kang, 2018). Siendo consistente con esta informacion, existen reportes de la
existencia de un efecto inductor de proliferacion celular luego de la exposicion al BPA
a ceélulas cancerosas MCF-7 a diferentes concentraciones (0.1, 1 y 10 pM) (Deng et
al., 2021). Por su parte, Murata & Kang (2018) han reportado un incremento en la
proliferacion de células epiteliales de la glandula mamaria y un aumento en el nimero
y el tamafio de los acinos y ductos en ratas expuestas a 5 mg/kg de BPA por ocho
semanas. De manera muy similar Acevedo et al. (2013) reportaron la induccion de
hiperplasia ductal y un incremento en la incidencia de tumores mamarios en ratas
luego de la exposicidén gestacional y durante la lactancia al BPA en concentraciones
de 0.25, 25, y 250 ug/kg/dia. A pesar de estos reportes, nuestro conocimiento sobre
papel del BPA en TNBC sigue siendo limitado. Hasta donde sabemos, nuestro estudio
es el primero en reportar efectos en el volumen y peso del tumor primario en un modelo
tumoral murino TNBC. Con base en esta evidencia, proponemos que la exposicion al

BPA esta asociado a la progresion tumoral de este subtipo de CaMa.

Por otra parte, la metastasis es una caracteristica de las células cancerosas que

contribuye de manera importante a la mortalidad en TNBC (X. L. Zhang et al., 2016),
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siendo la razén de una baja supervivencia durante los primeros tres afios después del
diagnéstico (Dent et al., 2007; Liedtke et al., 2008). Por lo tanto, en este estudio
investigamos el papel del BPA en la metéstasis a pulmon, higado y cerebro. Nuestros
hallazgos indican que el BPA induce un mayor niumero de nédulos metastasicos en el
pulmon. En este sentido, estudios sobre la exposicion del BPA en la contribucion a la
progresion del tumor y metastasis son muy limitados, ya que la mayoria de los estudios
realizados hasta la fecha se basan en modelos in vitro. Apoyando nuestros resultados
Jenkins et al. (2011) demostraron que la exposicion oral crénica de ratones MMTV-
erbB2 a dosis de 25 y 25 ug/L de BPA en el agua de bebida incrementa
significativamente el nimero de ratones que desarrollaran metastasis a pulmon.
Nuestros hallazgos son los primeros en reportar un incremento en la metastasis a

pulmén en TNBC por exposicién subaguda al BPA en un modelo in vivo.

En conjunto, nuestros resultados tanto del modelo in vitro como en el modelo in
vivo sugieren que el BPA puede actuar como un promotor tumoral y contribuir al
desarrollo de la metastasis en TNBC poniendo de manifiesto la relevancia que tiene el
efecto de la exposicion al BPA en las poblaciones humanas, especialmente en

pacientes con CaMa.
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5. CONCLUSION

EL BPA induce un incremento en la migracién e invasion celular, la secrecion
de MMP-2 y MMP-9, la expresion de GPER y su redistribucién en forma de agregados
en la membrana, espacio perinuclear y citoplasma. Asi mismo la exposicion de ratones
a BPA incrementa el peso y volumen de tumores primarios al igual que un incremento
de metastasis a pulmones. Nuestro estudio aporta una nueva comprension del impacto
potencial de la exposicion al BPA en la progresién y metéstasis del TNBC, el cual

podria tener implicaciones clinicas y afectar el pronéstico de los pacientes.

6. PERSPECTIVAS

e Evaluar la expresion diferencial de GPER inducida por BPA en membrana
plasmética, reticulo endoplasmico, aparato de Golgi y nucleo en respuesta a
estimulos con BPA en células de CaMa TNBC.

e Evaluar el papel y expresion de GPER en el tumor primario y metastasis en un
modelo tumoral murino TNBC expuesto al BPA.

e Evaluar sitios de micrometastasis en pulmén y en el sistema éseo al igual que
la expresion de GPER en dichos sitios asi como en el tumor primario en un
modelo tumoral murino TNBC expuesto al BPA.

e Analizar histologicamente el perfil de expresion de citosinas, factores
angiogénicos como VEGF e infiltrado de células inmunes intratumorales en un

modelo tumoral murino TNBC expuesto al BPA
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