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RESUMEN

El cancer mamario representa un problema de salud con mas de 1,000,000
de nuevos casos al afio y 370,000 muertes a nivel mundial. El principal problema en
pacientes con cancer mamario no es el tumor primario per se sino su elevada
capacidad de hacer metastasis a oOrganos vitales (cerebro, hueso y pulmon).
Diversos estudios han demostrado que la suplementacion de yodo reduce
significativamente la proliferacién de células tumorales de cancer mamario tanto en
modelos in vivo como in vitro. Los analisis moleculares de este proceso mostraron
que el yodo induce la activacion de vias moleculares apoptéticas e inhibe la
expresion de proteinas relacionadas con la vascularizaciéon e invasion tumoral como
el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), el activador de
plasminégeno de tipo uroquinasa (UPA) asi como su receptor (UPAR). En este
protocolo se analiz6 el efecto de la suplementacion dietética de yodo en la
implantacion, progresion y potencial metastatico utilizando células tumorales
mamarias humanas con y sin capacidad invasiva en ratones inmunodeficientes
(nu/nu). Los resultados mostraron que el yodo ejerce efectos antineoplasicos
inhibiendo la implantacibn en ambas lineas, la proliferacion en las no invasivas
(MCF-7) y reprimiendo la expresion de factores de invasion en las invasivas (MDA-
MB231). En este estudio se sustentan las bases para disefiar protocolos
encaminados a conocer los mecanismos moleculares involucrados en los efectos

diferenciales del yodo.



I. INTRODUCCION

El cancer mamario (CaMa) es la neoplasia maligna mas comudn y la primera
causa de muerte en mujeres en edad reproductiva a nivel mundial. La letalidad de
este tipo de cancer la confiere su elevada capacidad de invadir érganos vitales
como cerebro, hueso, pulmédn, etc. Est4 bien establecido que aproximadamente el
60% de las pacientes con CaMa desarrollard metastasis, por lo tanto es de suma
importancia investigar este proceso para desarrollar tratamientos que disminuyan
y/o impidan este evento. EI CaMa estd asociado a varios factores de riesgo entre
los que destacan los genético-hereditarios, la historia reproductiva y la calidad de
vida. Andlisis epidemiolégicos han mostrado que las poblaciones asiaticas
presentan una menor incidencia en patologias mamarias con respecto al occidente
(3 a 10 veces menos) y que dicha proteccion parece estar asociada a su dieta.
Entre los factores sugeridos esta el gran consumo de fitoestrégenos provenientes
de la soya y las elevadas concentraciones de yodo obtenidas a partir del consumo

de algas marinas.

En trabajos previos tanto de la literatura como de nuestro laboratorio se ha
demostrado que la especie quimica del yodo que es ingerida, tiene gran
importancia en los efectos antineoplasicos. Asi se ha descrito que el yodo
molecular (I2) y no el yoduro (I) o las hormonas tiroideas, ejerce efectos
antiproliferativos y apoptéticos tanto in vivo como in vitro. También se han
caracterizado los procesos apoptéticos involucrados mostrando que el I, activa las
vias de Bax/Bcl2, caspasas y AIF-PARP1. Recientemente nuestro laboratorio
mostré que la suplementacion de I, se acompafa, en los tejidos y/o células
mamarias tumorales, de la formaciéon de un lipido yodado conocido como 6-
yodolactona (6-IL). Este lipido descrito anteriormente en la tiroides ejerce un
poderoso efecto apoptético y tiene una gran afinidad por los receptores activados
por proliferadores de peroxisomas tipo gamma (PPARYy). Estos receptores estan
estrechamente relacionados a procesos de diferenciacion y apoptosis en una gran

variedad de cénceres humanos, disminuyendo entre otros, la expresion de



proteinas relacionadas con angiogénesis (factor de crecimiento del endotelio
vascular; VEGF) e invasion tumoral (activador de plasmindgeno tipo uroquinasa;
uPA vy su receptor; uPAR). Dado que previamente hemos encontrado que el I,
detiene el crecimiento tumoral asi como su vascularizacion, el presente protocolo
se disefid para conocer la participacion del yodo en los mecanismos de
angiogénesis e invasion tumoral utilizando como modelo el raton transgénico
inmunodeficiente (nu/nu), el cual tiene la ventaja de no rechazar los trasplantes de

células tumorales de origen humano, permitiendo el analisis del tumor in vivo.



[I. ANTECEDENTES
[1.1. Glandula mamaria normal

La glandula mamaria (GM) es una glandula exdécrina y constituye la
caracteristica fundamental de los mamiferos. Esta se encuentra presente en ambos
sexos aunque es funcional Unicamente en las hembras ya que en los machos se
presenta como un vestigio atrofiado. La principal funcién de la glandula mamaria es
proveer a los recién nacidos de leche, un fluido nutritivo e inmunoprotector. Se
encuentra localizada de manera subcutanea y se desarrolla en pares a lo largo de
dos lineas que se llaman lineas mamarias. EI numero de glandulas que se
diferencian funcionalmente depender4d de cada especie, en el humano se
desarrollan dos en la regidn pectoral aunque en ocasiones suelen encontrarse
pezones o0 masas glandulares rudimentarias. La diferenciacion de la GM ocurre
hasta el primer embarazo y su funcibn se encuentra ligada a la madurez
reproductiva, especificamente durante la lactancia (Peaker, 2002; Garcia-Solis,
2006; Lanigan y col., 2007).

I1.1.1. Relaciones Anatémicas.

En la especie humana la GM se encuentra en la estructura anatomica
llamada mama. Las mamas se ubican en la cara anterior del térax, una a cada lado
del esterndn sobre las lineas mamarias. La base de la glandula mamaria se
extiende en la mayoria de los casos, desde la segunda hasta la sexta costilla.
Desde el borde externo del esterndn hasta la linea axilar media. El area
supraexterna de cada glandula se extiende hacia la axila y se denomina
‘prolongacion axilar”. La cara profunda de la mama es ligeramente concava y se
encuentra en relacion con el masculo pectoral mayor, el serrato anterior y la parte
superior del oblicuo externo del abdomen. La mama esta separada de estos
musculos por la aponeurosis profunda. Entre ambas hay un tejido areolar laxo

denominado espacio retromamario éste permite que la mama tenga cierta movilidad



sobre la aponeurosis profunda que cubre el plano muscular (Ross y Reith, 1985;
Santisteban, 2001; Garcia-Solis, 2006).

La cara superficial de la mama esta cubierta por piel. Aproximadamente en el
centro de esta cara se encuentra el pezon que esta en relacion al cuarto espacio
intercostal. La base del pezon esta rodeada por una zona de piel hiperpigmentada
de aproximadamente 2.5 cm. de diametro denominada areola (Figura 1) (Ross y
Reith, 1985; Santisteban, 2001).

Tejido
adiposo

Pezdn 3 .
\) - Glandula

mamaria

Areola
Tejido

musculo-

esquelético

Figura 1. Relacion anatémica de la glandula mamaria. Tomado de Visual
Dictionary online, 2011.

[1.1.2. Histogénesis

El desarrollo de la GM en el embribn comienza a partir del ectodermo
cutdneo y el mesodermo que daran origen a lo que sera el tejido glandular y el
estroma mamario, respectivamente (Russo y Russo, 1997; Oftedal, 2002). El tejido

mamario se inicia como un botén epitelial epidérmico que continuara su crecimiento



en profundidad, como cordones epiteliales que se canalizan y se transforman en
conductos, y antes del nacimiento se ramifican un par de veces. Cada uno de los
conductos representa el primordio de un I6bulo mamario. EI mesénquima dérmico
gue rodea los conductos se diferencia en tejido conectivo y laxo, que rodea los
conductos y sus ramificaciones, y en tejido conectivo denso, que forma los tabiques
entre cada primordio de conducto y divide la glandula en Iébulos (el tejido conectivo
denso corresponde a la capa reticular de la dermis). El desarrollo y ramificacion
ulterior permite que el estroma mesodérmico quede rodeando toda la estructura
glandular (Figura 2) (Geneser, 2000; Howard y Gusterson, 2000; Arias, 2009).

Ectodermeo

Semana 7 a 15:

/—_D\Endodermo Yema primitiva efecto de la

}testosterona. (Hombre w mujer)

14 a 24 cordones se
diferencian en el
ectodermo

Hombre: Testosterona impide
desarrollo de estructura
tubular.

Mujer: La falta de testosterona
favorece la estructura tubular.

-

Mujer: Los cordones
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mesodermo y »Semana 15 a 24
comienzan a desarrollar
estructura tubular.
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24

Figura 2. Desarrollo embrionario de la glandula mamaria. Modificado de Arias,
20009.

Durante las primeras semanas de desarrollo del embrién se forman dos
engrosamientos lineales a manera de banda en el ectodermo cutaneo, las lineas
mamarias o pliegues mamarios, y se extienden a ambos lados de la axila hasta la
region inguinal. Posteriormente aparecen de 8 a 10 pares de pequefas estructuras

nodulares a lo largo de las lineas lacteas, la confluencia de estas estructuras



produce un reborde mamario. En el embrion humano este reborde y casi todos los
nddulos involucionan a excepcidbn de los correspondientes a la zona
pectoral/toracica, donde se desarrolla el boton epitelial epidérmico, que se rodea
por una condensacion del mesénquima subyacente (Figura 3) (Ross y Reith, 1985;
Geneser, 2000; Sternlicht, 2005; Arias, 2009).

Reborde mamario
corresponde alas lineas
lacteas.
* V -
' .

[¥]

Remanentes del reborde
T mamario en el humano.

Figura 3. Reborde mamario y lineas lacteas. A lo largo de estas lineas se pueden
presentar alteraciones pigmentarias, pezones 0 mamas supernumerarias. En otras
especies de mamiferos, a lo largo del reborde mamario aparecen mayor cantidad
de glandulas mamarias. Modificado de Dixon, 2006.

[1.1.3. Histologia de la glandula mamaria.

La GM es una glandula exdécrina de estructura tubulo-alveolar, que se
constituye por la union de 15 a 20 sistemas independientes de conductos muy
ramificados (l6bulos) (Figura 4), separados por tejido interlobular denso (tejido
fibroso) y grasa. Cada lobulo contiene una glandula independiente, cuyo conducto
excretor, el conducto galactéforo desemboca sobre la papila o pezén y forma una
abertura de aproximadamente 0.5 mm. de diametro, que se distingue a simple vista
(Ross y Reith, 1985; Geneser, 2000; Lanigan y col., 2007).



A nivel de la areola, el conducto galactéforo presenta una dilatacion sacular
formando lo que se denomina como seno lactifero (Figura 4), éste sirve como
reservorio de leche y con ello facilita la salida de la leche materna durante la
succion. El tejido conectivo denso que rodea todas las ramificaciones de un
conducto galactéforo, se denomina interlobular, dado que separa los l6bulos
individuales. Asi mismo, las ramas de los conductos galact6foros forman conductos
interlobulares que dan origen, cuando esta ramificacion ingresa en el I6bulo, a
conductos interlobulillares (se llama interlobulillar porque el I6bulo esta compuesto a
su vez por lobulillos y estos pasan entre ellos) que a su vez se dividen y forman el
conducto terminal (Figura 5) (Geneser, 2000; Sternlicht, 2005; Lanigan y col.,
2007).

4 B
Figura 4. Esquema de una glandula mamaria normal. 1. Caja toracica, 2. Masculo
pectoral, 3. Lobulos, 4. Pezén, 5. Areola y corpusculos de Montgomery, 6. Ducto, 7.
Tejido adiposo, 8. Piel. Modificado de Aliy Combes, 2002.

Cada I6bulo se compone de numerosos lobulillos, formados por las
ramificaciones mas pequefas. Los lobulillos estan separados por tejido conectivo
interlobulillar denso. A cada lobulillo ingresa un Unico conducto terminal y se
ramifica en forma irregular para formar conductillos intralobulillares que

desembocan en los acinos (Geneser, 2000; Lanigan y col., 2007).



El conducto terminal con el lobulillo correspondiente representan la unidad
funcional de la mama o la unidad ducto lobulillar terminal (TDLU), que mide menos
de 1 mm. en la mama en reposo (Figura 5) (Howard y Gusterson, 2000; Geneser,
2000).
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Figura 5. Representacion esquematica de un acino y una TDLU. Acino (A), de
forma esférica, luz y caracteristicas celulares variables segun el estado funcional de
la mama. Esta rodeado por células mioepiteliales y se continda con el conductillo
alveolar, hacia el conducto terminal intralobulillar, las células suprabasales
descansan sobre la membrana basal pero no alcanzan el lumen. La TDLU (B) se
compone del acino y su conductilo ademas de los conductos terminales
intralobulillares. Modificado de Visvader, 2009.

Los lobulillos estan compuestos por numerosas unidades secretoras
llamadas acinos o adendmeros, que son pequefias estructuras saculares de forma
esférica que se encuentran revestidas por un epitelio cubico simple. Las células
acinares sufren importantes cambios segun el estado funcional de la mama, de tal
forma que en reposo se observan como fondos de sacos, revestidos por el epitelio
cubico simple con nucleo ovalado y citoplasma claro. Estas células utilizan
mecanismos de excrecion merdécrina y apocrina, para liberar los nutrientes que

constituyen la leche materna (Geneser, 2000; Arias, 2009).

Por debajo de la capa de células cubicas o cilindricas se encuentran
numerosas celulas aplanadas que contienen miofilamentos y que reciben el nombre

de células mioepiteliales. Estas células por efecto reflejo durante la lactancia son



estimuladas por la oxitocina y al contraerse favorecen la eyeccion del contenido
hacia los conductos excretores (Geneser, 2000; Peaker, 2002; Arias, 2009).

Por debajo de la capa de células mioepiteliales se encuentra una membrana
basal formada por un conglomerado de fibras colagenas y elasticas en
proporciones variables. La membrana basal separa el epitelio glandular y la capa

de células mioepiteliales del estroma circundante (Geneser, 2000; Arias, 2009).

Cuadro 1. Estructura histolégica del componente glandular de la mama normal.
Modificado de Arias, 2009.

Estructura histologica del componente glandular de la mama normal.

Epitelio cdbico simple en el
conductillo y estratificado en el

Q - -
= Acino con su conductilio acino. CME alrededor del todo el
5| 8 acino
- | T N .
0 C. Terminal intralobulillar | EP1€lo  ctbico  simple. CME
orientacion longitudinal
Transicion de epitelio cubico a
o C. Terminal extralobulillar cilindrico simple. CME orientaciéon
= longitudinal
Q . . . arr . .
9 C. Sub- segmentario Epitelio cilindrico simple
C. Segmentario Epitelio cilindrico simple
" Transicion de epitelio cilindrico
n simple a cilindrico de dos capas (**)

y desde el seno galact6foro plano
estratificado sin queratina. Proximo
al pezon puede transformarse en un
epitelio escamoso.

C. Galactéforo

(**) Capa superficial cilindrica, capa basal cubica.
TDLU= Unidad ducto lobulillar terminal. SE= Sistema excretor. C= Conducto.
CME = Células mioepiteliales

El conducto (conducto intralobulillar) por el que se continua cada acino es de
estructura histolégica similar, revestido por el mismo epitelio cubico y células
mioepiteliales separadas del estroma por una membrana basal. A partir de este

conducto las células mioepiteliales son menos ramificadas y comienzan a presentar




una orientacion longitudinal (Geneser, 2000; Howard y Gusterson, 2000; Arias,
2009).

La estructura descrita en el texto y resumida en el Cuadro 1, se refiere a la
glandula mamaria de una mujer en edad fértil, no embarazada ni lactante. Este
estadio se denomina mama en reposo. Un corte histolégico de una mama en
reposo muestra predominio del abundante tejido conectivo denso interlobular. El
parénquima epitelial se localiza en pequefios islotes de tejido conectivo laxo (el
tejido conectivo intralobulillar), bajo la forma de un pequefo grupo de conductillos vy,
en ocasiones con alveolos rudimentarios. Ademas, se observan ramificaciones
mayores y menores del sistema de conductos excretores interlobulillares. Rara vez
se distinguen alveolos con luz verdadera, dado que en este estadio la mayor parte
de los alveolos son pequefios engrosamientos masivos, sin luces, en los extremos
de los conductillos (Geneser, 2000; Howard y Gusterson, 2000; Garcia-Solis,
2006).

[I.2. Cancer mamario (CaMa)

Segun estadisticas recientes el CaMa es, tanto a nivel mundial como en
nuestro pais (Figuras 6 y 7), la neoplasia mas frecuente (representa el 22.9% a
nivel mundial respecto a otros tipos de cancer) y la primera causa de muerte por
neoplasia en mujeres en edad reproductiva (Knaul y col., 2008; Ferlay y col., 2008;
Knaul y col., 2009).

En la dltima década y gracias al diagnostico temprano, ha disminuido la
mortalidad, sin embargo se ha evidenciado que el estilo de vida moderno ha

aumentado su prevalencia (Rao y col., 1996; Guarneri y col., 2007).

El CaMa se caracteriza por una heterogeneidad morfologica, genética y
molecular. De hecho, las lesiones premalignas e invasoras que pueden ocurrir en la
glandula mamaria humana presentan diferentes caracteristicas bioquimicas y

moleculares, por lo que se considera al CaMa como un conjunto de enfermedades.
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Como todas las neoplasias malignas el CaMa, es el resultado de la progresion
acumulativa de dafios en el material genético (Peto y col., 1999; Mallon y col., 2000;
Garcia-Solis, 2006).

Mama

Ceérvico-uterino
Colorrectal
Pulmodn

Estéomago

Cuerpo uterino
Ovario

Higado
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Linfomas (No Hodgkin)
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Pancreas
Cerebro, sistema nervioso
. M Incidencia
Rifidn I Mortalidad
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Tasa de mortalicdad ajustacda por 100,000 personas
Figura 6. Grafico de Incidencia y mortalidad por neoplasias en mujeres a nivel
mundial. Modificado de Ferlay y col., 2008.

Una de las caracteristicas que méas destacan del CaMa es que en algunos

casos requieren la presencia de estrégenos para proliferar y a este tipo se le
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denomina CaMa dependiente de hormonas. Se estima que al menos una tercera
parte de los tumores mamarios que se presentan en la mujer son dependientes de
hormonas mientras que las otras dos terceras partes no requieren para Su
proliferacion de estos esteroides (Duffy, 2005; Garcia-Solis, 2006; Lanigan y col.,
2007).

MORTALIDAD POR CANCER MAMARIO Y CERVICOUTERINO, MExico, 1955 a 2007
(TAsa por 100 MIL MUJERES, AJUSTADO POR EDAD)
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Figura 7. Grafico de mortalidad por cancer mamario en México. A partir del 2006 y
por primera vez desde los afios cincuenta, la mortalidad del cdncer de mama
excede a la de cérvix. Tomado de Knaul y col., 2009.

[1.2.1. Factores de riesgo

Se han sefialado diversos factores de riesgo, aunque los méas estudiados
hasta el momento se agrupan en 3 vertientes que son: el factor genético, la historia

reproductiva y la calidad de vida (Alfaro-Hernandez, 2005; Dixon y col., 2006).

El factor genético explica solo entre el 5y el 10% de los casos de CaMa y se
asocia principalmente a mutaciones que se heredan por la linea germinal de los
genes BRCA1, BRCA2, p53 y PTEN. (Higginson, 1993; Wogan y col., 2004; Alfaro-
Hernandez, 2005; DeVita y col.,, 2008) Se ha descrito, que la promocion y
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progresién tumoral son procesos que involucran la activacién e inactivacion
coordinada de multiples genes y participan mecanismos de tipo genético
(mutaciones) y/o epigenéticos (metilacion del DNA, acetilacion de histonas, etc.)
(Szif y col.,, 2004; Garcia-Solis, 2006). Estudios realizados en CaMa humano
muestran que una gran cantidad de mutaciones se adquieren durante el progreso
de la enfermedad. Ademas se ha establecido una correlacion entre el tipo de
mutacion de cada tumor y la morfologia observada (Mallon y col., 2000; Neve y col.,
2006).

Asimismo, la incidencia del CaMa incrementa con la edad, duplicandose
aproximadamente cada 10 afios hasta la menopausia cuando el riesgo continta
aumentando pero con una pendiente menos pronunciada (Dixon y col., 2006; Ferlay
y col., 2008). Esta correspondencia apunta a que la incidencia de cancer mamario
esta profundamente relacionada con los cambios hormonales asociados con la
menopausia ya que este tipo de cancer es mas frecuente entre los 40 y 60 afios de
edad (Parker y col., 1996; Duffy; 2005).

Debido a esto, se ha establecido que la historia reproductiva puede influir
positiva 0 negativamente en el riesgo de desarrollar CaMa. Menarca temprana y
menopausia tardia son factores de riesgo que incrementan la incidencia, ya que
aumenta el tiempo de exposicion a hormonas sexuales (MacMahon y col., 1970;
Dixon y col., 2006). Mientras que la edad del primer embarazo (antes de los 20
afos) y lactancia mayor a tres meses son potentes factores protectores en
comparaciéon con la nuliparidad (MacMahon y col., 1970; Kelsey y Gammon, 1991;
Fiegelson y Henderson, 1996; Dixon y col., 2006). Se ha postulado que el riesgo de
la nuliparidad estd sustentado en la ausencia de diferenciacion final de epitelio
mamario, propiciando que las células primordiales permanezcan indiferenciadas.
En esta condicion la exposicibn a cancerigenos da como resultado una mayor

incidencia de cancer mamario (Russo y Russo, 1997; Dixon y col., 2006).

Con relacion al factor dietético, diversos estudios han revelado que el alto

consumo de alcohol y grasas, asi como el fumar incrementan el riesgo de padecer
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CaMa. En la actualidad las mujeres asiaticas (en Japdn, principalmente) presentan
la menor incidencia mundial de este tipo de cancer (3 a 5 veces menos) y entre los
alimentos asociados a dicha proteccién destacan los fitoestrogenos contenidos en
la soya y el yodo consumido en las algas marinas (Adami y col., 1998; Dixon y col.,
2006).

[1.2.2. Carcinogénesis de la glandula mamaria

Se ha planteado que el paso inicial de la carcinogénesis mamaria puede ser
la hiperplasia epitelial o la hiperplasia sin atipia, que es el aumento en la celularidad
del TDLU y de los conductos intralobulares (Figura 8). Dicha lesion se clasifica en
leve, moderada o severa dependiendo del nimero de capas involucradas siendo de
3 a 4 capas una lesion leve, mas de 5 capas de células para la lesion moderada, y
severa cuando las unidades epiteliales involucradas estan distendidas y los
espacios luminares estan obstruidos por las células que estan proliferando. El
nucleo de las células en la hiperplasia sin atipia varia de tamafio y suelen
presentarse en forma ovoide o de huso, tienen un patron de cromatina normal y el
nucleolo es distinto. Se ha reportado que la hiperplasia sin atipia se asocia con un
aumento de 1.5 a 2 veces de desarrollar cancer mamario con respecto de la

poblacién en general (Mallon y col., 2000; Garcia-Solis, 2006; DeVita y col., 2008).

Por otra parte la hiperplasia con atipia o atipica se considera que representa
el segundo paso del desarrollo de los carcinomas mamarios. La hiperplasia atipica
puede ser tanto de los conductos como de los Iébulos y se caracteriza por poseer
francas caracteristicas anormales y algunas veces es dificil distinguirlas de los
carcinomas in situ. Existen tres criterios que se utilizan para distinguirla del
carcinoma in situ que son: a) las caracteristicas citologicas, b) el patron histologico
y la evaluacion semi cuantitativa de la extension de los cambios presentes. La
hiperplasia atipica se asocia con un aumento en el riesgo de 4 a 5 veces de
desarrollar cancer mamario con respecto de la poblacion general. El siguiente paso
después de las hiperplasias atipicas son los carcinomas in situ. Dichas neoplasias

se caracterizan por estar confinadas dentro de la membrana base y conservan la
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arquitectura tisular ya que cuando la lesion se expande més alla de éste limite a la
neoplasia se le considera carcinoma invasor (Mallon y col.,, 2000; Garcia-Solis,
2006; DeVita y col., 2008; Visvader, 2009).
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Figura 8. Representacion esquematica de un tumor invasivo. Las células tumorales
de los ductos secretan proteasas que degradan la membrana basal (MB) y crean
una via por donde el tumor puede invadir tejidos estromales. Las células del
estroma favorecen la invasidon ya que secretan factores de crecimiento, elementos
gue promueven la migracidon y proteasas de la matriz extracelular (MEC).
Modificado de Lanigan y col., 2007.

La OMS clasifica el cancer de mama segun su lugar de origen (ductales o
lobulillares) o su caracter (in situ o invasivo) y por su patron estructural. Es
importante sefialar que los tumores malignos mamarios son primordialmente de
origen epitelial y se originan en su mayoria en las TDLUs (Mallon, 2000; Garcia-

Solis, 2006).
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[1.3. Metastasis

La caracteristica que confiere la letalidad al cancer mamario es su alta
capacidad de invadir tejidos vitales como pulmones, higado, cerebro, glandula
adrenal y médula osea. Se estima que el 95% del CaMa tiene la potencialidad de
generar metéstasis y que entre el 40 y 60% de las pacientes tratadas con
guimioterapia desarrollaran recidivas y/o metastasis (Weigelt y col., 2005; Guarneri
y col., 2007; DeVita y col., 2008).

La metastasis es un proceso dinamico a través del cual, la célula bajo
estimulacién paracrina y autécrina, sale de su ambiente primario y viaja, ya sea
localmente o a distancia, dentro del cuerpo para formar un foco proliferativo. Por lo
regular el cancer mamario inicia la invasion hacia nodulos linfaticos regionales y al
sistema vascular en el parénquima mamario (Figura 9) (Mallon y col.,, 2000;
Rodriguez-Fragoso y col., 2000; Garcia-Solis, 2006).

Segun el medio de transporte de las células tumorales se reconocen dos
tipos principales de metastasis en CaMa: linfogenas (via linfatica) y hematégenas

(via sanguinea).

En los dltimos afios un gran cuerpo de conocimiento ha permitido iniciar la
comprensidon de los procesos y moléculas involucradas en la patofisiologia de la
diseminacién tumoral. Los resultados indican que la propagacién metastatica del
tumor representa la culminacion de cambios malignos adquiridos durante la
tumorogénesis, resultando en la pérdida de control sobre el fenotipo no invasivo
observado en células normales. Estudios experimentales han mostrado que las
células que dan origen a metastasis pertenecen a subpoblaciones especiales del
tumor que desarrollan un fenotipo invasivo que les permite perder sus propiedades
adhesivas, inducir proteolisis local y migrar, tanto a través de la membrana basal
(MB) adyacente, como también por la matriz extracelular (MEC) presente en
diferentes partes del organismo (Rodriguez-Fragoso y col., 2000; Chappuis y col.,
2001; DeVita y col., 2008).
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Figura 9. Etapas de la progresidon metastatica. Este proceso involucra una
secuencia de eventos relacionados entre si que incluyen: migracién y modulacion
de la adhesion de la célula tumoral, degradacién de la matriz extracelular,
angiogénesis, acceso y sobrevivencia en la circulacion, extravasacion (ingreso a
nuevos tejidos) y proliferacion metastatica en tejidos distantes. Modificado de Fidler,
2003.

La célula tumoral por efecto de estimulos apropiados inicia el proceso
invasivo, la migracion y la protedlisis local. Para lograr esto, la célula tumoral
necesita adherirse al lado externo de la membrana vascular, degradar localmente la
matriz y migrar a través de la membrana basal dafiada, para posteriormente pasar
entre células endoteliales y llegar a la luz del vaso sanguineo. Una vez que las
células tumorales penetran las vias linfaticas o vasculares, pueden crecer ahi o
pueden separarse para ser transportadas a través de la circulacion. EI émbolo

tumoral debe sobrevivir a la turbulencia de la circulacion y a los mecanismos de
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defensa y posteriormente arrestarse en los capilares de o6rganos distantes,
extravasarse en el parénquima del nuevo oOrgano, y finalmente proliferar en el
organo receptor. El crecimiento de estas micrometastasis requiere el desarrollo de
suplemento vascular y evasion de las defensas del huésped (Figura 9) (Shih y
Herly, 1994; Rodriguez-Fragoso y col., 2000; Fidler, 2002; Fidler, 2003; Gupta y
Massagué, 2006; DeVita y col., 2008).

Asi pues, tanto la degradacion de la matriz extracelular como la formacion de
nuevos vasos sanguineos son procesos clave en la formacion y proliferacion de un
tumor secundario (Rodriguez-Fragoso y col., 2000; Castell6-Cros, 2004; DeVita y
col., 2008).

11.3.1. Invasion

La protedlisis local y la migracién celular son eventos complejos en los que
estan involucrados tanto el tejido tumoral como el normal. Estos procesos requieren
la produccién, liberacion y activacion de una variedad de enzimas capaces de
degradar la MB y la MEC. Existen tres clases de enzimas implicadas en la
degradacion: cistein-proteasas, serin-proteasas y metaloproteasas, algunas de
ellas se encuentran en circulacion sanguinea mientras que otras son sintetizadas y
secretadas por las mismas células tumorales (Rodriguez-Fragoso y col., 2000;
Castello-Cros, 2004).

La degradacion tisular observada en el cancer es similar a la que ocurre en
procesos normales u otras patologias. Bajo condiciones normales la protedlisis
celular esta regulada para prevenir la disgregacion del tejido mientras que la
actividad invasiva descontrolada estd asociada a varias patologias humanas,
especialmente al cancer (Kéhrmann y col., 2009). Ademas, los cambios en la
concentracion y actividad de las proteasas pueden exteriorizar los sitios cripticos en
las moléculas de la ECM que alteran el uso de las integrinas, y liberan factores de

crecimiento de unién a la matriz extracelular, los cuales potencian la proliferacion y
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sobrevivencia de las células tumorales y a su vez, inducen angiogénesis (Streuli,
2002; Castell6-Cros, 2004).

La familia de serin-proteasas (activadores de plasminégeno y otros) forman
parte del sistema fibrinolitico o sistema activador de plasmin6geno y estan
involucradas en varios procesos bioldégicos como reproduccibn humana,
regeneracion tisular, angiogénesis, invasion tumoral y metastasis (Rodriguez-
Fragoso y col.,, 2000; Castell6-Cros, 2004). Como su nombre lo indica son
proteasas que convierten especificamente el plasmindgeno inactivo en plasmina
activa, una enzima que contiene una amplia especificidad de sustratos. A través de
la plasmina, los activadores del plasminégeno pueden indirectamente degradar una
amplia variedad de proteinas que conforman la matriz extracelular (fibrina,
fibronectina, colagena tipo IV, vitronectina y laminina). Los activadores de
plasmindgeno existen en dos formas: de tipo tisular y de tipo uroquinasa (Rijken,
1995; Rodriguez-Fragoso y col., 2000).

El de tipo tisular (tPA 70 kDa) es una enzima que esta involucrada en la
disolucion de coagulos en los vasos sanguineos (trombdlisis) y en el mantenimiento
de la hemostasia vascular. Se expresa durante el desarrollo cerebral. Ademas se
sabe que esta totalmente ausente en la metastasis de glioblastoma asi como en
tumores de colon, pulmén y mama (Binnema y col., 1986; Hajjar y Hamel, 1990;
Rijken, 1995; Irigoyen y col., 1999).

[1.3.1.1. Activador de plasmindgeno tipo uroguinasa (UPA)
[1.3.1.1.1. Estructura y biologia

La uPA es una serin-proteasa del tipo tripsina aislada inicialmente de la orina
humana en forma de doble cadena de aminoacidos (tc-uPA o uPA). Esta enzima es
sintetizada y secretada por una gran variedad de células (endoteliales, musculares
lisas, monocitos/macrofagos, fibroblastos y células tumorales malignas) como

zimoOgeno de una sola cadena y tras una digestion parcial la molécula se convierte
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en la forma de doble cadena (tc-uPA) que es la forma enziméaticamente activa
(uPA) y la responsable de la degradacion del plasminégeno (Figura 10). El
zimoOgeno de esta proteina esta conformado por una cadena polipeptidica (sc-uPA
0 pro uPA) de 411 aminoacidos de peso molecular de 53 kDa (Figura 9) (Stump y
col., 1987; Rijken, 1995; Irigoyen y col., 1999; Castell6-Cros, 2004; Crippa, 2006).
La uPA estd conformada por tres regiones (Figura 10): el dominio del fragmento
amino-terminal (ATF, por sus siglas en inglés) que es homodlogo al factor de
crecimiento epitelial humano (EGF) y ademas es el responsable de la interaccion
con el receptor; el dominio kringle que interactia con el inhibidor de la uPA y otras
proteinas como heparina e integrinas de tipo a,B3; y por ultimo el dominio de la
region carboxi-terminal en donde se localiza el centro catalitico o sitio activo de la
enzima representado por una triada de aminoacidos especificos para las serin-
proteasas (dominio de proteasa) (Irigoyen y col., 1999; Stepanova y Tkachuk, 2002;
Castell6-Cros, 2004; Alfano y col., 2005; Dang y col., 2005; Crippa, 2006).

[1.3.1.1.2. Regulacién

El gen del uPA humano esta localizado en el cromosoma 10. Contiene 11
exones y 10 intrones. La expresion del gen de uPA es inducible por muchas y
diversas sefiales como son: el factor de crecimiento epidérmico (EGF) de
fibroblastos (FGF), hormonas esteroides, calicreina, calcitonina, ésteres de forbol,
luz ultravioleta, etc. (Irigoyen y col., 1999; Bajou y col., 2002; Castell6-Cros, 2004,
Crippa, 2006).

Dentro de la gran variedad de proteinas que tienen la capacidad inducir la
expresion de uPA, también se encuentran los receptores activados por
proliferadores de peroxisomas (PPAR) que son factores de transcripcion activados
por ligando. EI mecanismo molecular clasico de estos receptores consiste en la
union de PPAR a su ligando en citoplasma, la formacion del heterodimero con el
receptor de acido retindico (RXR) y su translocacion al nucleo en donde se unen a
sitios especificos en el DNA (elementos de respuesta para PPARs: PPRE). El gen

gue codifica para uPA contiene un sitio PPRE. Especificamente se ha mostrado
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que la isoforma gamma de este receptor (PPARYy) es un factor inhibidor ya que
regula a la baja la expresion de uPA (Berger y Moller, 2002; Jézkowicz y col., 2003;
Saéz y col. 2004; Sawai y col., 2006; Zhang y col., 2006; Nufiez-Anita, 2010).
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Figura 10. Esquema de uPA A) De la estructura de sus dominios; B) De la
interacciéon de los dominios con su receptor y otras proteinas (?). Modificado de
Stepanova y Tkachuk, 2002.

11.3.1.2. Receptor del Activador de plasminégeno tipo uroquinasa
(UPAR)

[1.3.1.2.1. Estructura y biologia

El uPAR, es una glicoproteina que actia como receptor especifico de
superficie celular, sintetizado como una cadena polipeptidica de 313 aminoacidos

gue después de sufrir un procesamiento post-transducccional en el extremo
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carboxiterminal, pasa a tener 283 aminoé&cidos y se vuelve el principal responsable
de la activacion del plasminégeno gracias a su elevada afinidad a uPA (Figura 11).
Fue identificada por primera vez en 1985 en una linea celular humana de tipo
monocitico (U937), este receptor de peso molecular de 55 kDa, pertenece a la
familia de proteinas de superficie ricas en cisteina y se encuentra sobreexpresado
en la mayoria de las células cancerosas aunque también se ha descrito que esta
presente en muchos tipos celulares normales incluyendo células musculares lisas,
macrofagos, fibroblastos, monocitos y células endoteliales. En células no
migratorias los UPAR se distribuyen uniformemente por toda la superficie
membranal, mientras que en las células que pueden migrar se polarizan en la zona
en la direccién en que migrara la célula (monocitos, células endoteliales o células
musculares lisas vasculares) (Plow y Miles, 1990; Rodriguez-Fragoso y col., 2000;
Pefa-Sendra, 2001; Kjaergaard y col., 2008).

Poco después de secuenciar el cDNA aislado se encontr6 que uPAR estaba
desprovisto de una parte intracelular y que la regién extracelular estaba
comprendida por tres repeticiones de una sola secuencia. Sin embargo, la
naturaleza de las secuencias repetidas provocé la propuesta de que uPAR esta
conformado por tres dominios homdlogos (D1, D2 y D3) y dos regiones que los
conectan entre si. Esta estructura se ancla a la membrana plasmaética por una cola
de glicolipido (glicosil fosfatidil inositol, GPI) aunque también se han descrito tanto
in vivo como in vitro variantes solubles del uPAR (suPAR), las cuales resultan de la
pérdida de la cola GPI. El dominio de union al ligando (uPA) estd comprendida en
una superficie central que contiene residuos de los 3 dominios esta unién no se
disocia facilmente de la superficie celular pues la vida media del enlace es mayor a
5 horas. La union de uPA a la superficie celular, a través del receptor uPAR,
permite que UPA actue como una ectoenzima asociada a la membrana, focalizando
la protedlisis en el entorno pericelular inmediato. Por tanto limita la activacion del
plasmindbgeno a é&reas focales como pueden ser las protrusiones celulares
promovidas en la migracion celular y la invasion (Blasi y col., 1987; Blasi y
Carmeliet, 2002; Kjaergaard y col., 2008; Smith y Marshall, 2010).
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Como se mencioné anteriormente, el uPAR también puede unirse a la
vitronectina (Figura 11) (que se encuentra ligada a la MEC como ligando de la
integrina a,B3), esta interaccion requiere de la unién de uPA al receptor pues
favorece la expresion de epitopes para vitronectina, integrinas, receptores
acoplados a proteinas G y caveolina (al menos se han identificado estas cuatro
proteinas transmembranales implicadas en la sefializacién en respuesta a la union
UPA-uPAR), de esta forma uPA transforma a uPAR en un receptor pleiotrépico para
ligandos de otras moléculas de superficie. La uniéon con la integrina a,B3
compromete la asociacion célula-célula, mientras que la alta afinidad de la
interaccion uPAR-vitronectina resulta en alteraciones de la morfologia celular y la
activacion de cascadas de sefializacién que incrementan la adhesion y migracion
celular (Pefia-Sendra, 2001; Blasi y Carmeliet, 2002; Alfano y col., 2005; Kjaergaard
y col., 2008; Smith y Marshall, 2010).

La interaccion de uPA con la célula a través del receptor (mediada por la
unién a vitronectina) también induce una transduccion de sefales y una
fosforilaciébn especifica de proteinas (Figura 11). En células musculares lisas
vasculares, esta transduccion de sefiales parece seguir tres vias: una directa a
través de la cascada desencadenada por Jak/Stat que estaria implicada en la
regulacion de la migracion celular, una segunda en donde favorece la translocacion
de las GTPasas rho e incrementa la motilidad celular y los cambios en el
citoesqueleto y una tercera via Src-“like” cuya funciéon aun no se ha establecido del
todo (Blasi y col., 1987; Pefia-Sendra, 2001; Blasi y Carmeliet, 2002; Rao, 2003;
Smith y Marshall, 2010).

Todos estos procesos pueden a su vez regularse por un inhibidor de uPA
(PAI), que puede unirse a la uPA libre o a la uPA asociada a su receptor (Figura
10). La union del inhibidor al complejo uPA-uPAR produce cambios en las
propiedades de uPAR, ya que el complejo uPA-Inhibidor exhibe un dominio de
union para el receptor transmembrana afin a LDL (LRP). A través de la accion

combinada de uPAR y LRP, se induce la internalizacién del complejo uPA-uPAR-
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inhibidor, posteriormente, la degradacion de uPA y el reciclado de uPAR que vuelve
a la superficie celular (Pefia-Sendra, 2001; Smith y Marshall, 2010).

[1.3.1.2.2.Regulacién

En células endoteliales se ha observado que los factores de crecimiento
como el factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF) y de endotelio vascular
(VEGF); asi como la proteina cinasa C (PKC) y el aumento de AMP ciclico
estimulan la expresion y funcionamiento de los uPAR (Pefa-Sendra, 2001; Bajou y
col., 2002; Zhang y col., 2006).

Diversos autores han descrito que tanto el VEGF como los PPARy modulan
de manera inversa la expresion del uPAR siendo el VEGF un estimulador mientras
que PPARYy un poderoso inhibidor. Esta bien establecido que la sobreexpresion de
UPAR incrementa la migracién, adhesion y proliferacion tumoral (Chappuis y col.,
2001; Bajou y col., 2002; Zhang y col., 2006; Veeravalli y col., 2010; Almasi y col.,
2011).

11.3.1.3. Fisiopatologia del sistema del plasminégeno

La activacion del plasmindgeno se da a través de una secuencia de tres
reacciones (Figura 11). En la primera, el pro uPA actla directamente sobre el
plasminégeno generando pequefias cantidades de plasmina. A continuacion, la
plasmina convierte la pro uPA en uPA permitiendo que esta se una a su receptor, y
esta dirige finalmente la activacion del plasmindégeno. (Irigoyen y col., 1999;
Castell6-Cros, 2004; Alfano y col., 2005; Crippa, 2006).

La importancia del sistema del plasmindgeno en la progresion de los tumores
Nno es una aportacion reciente y, de hecho, los datos que confirman el papel crucial
de éste sistema en las patologias neoplasicas se han ido acumulando en la
literatura por mas de 30 afios. En un principio se pensé que la uPA promovia la
diseminacion del cancer uUnicamente a través de la degradacion de la MEC,

permitiendo asi la invasion y la metastasis. Aunque una degradacion controlada es
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necesaria para la migracion de las células malignas, actualmente esta claro que la
uPA tiene actividades adicionales que le permiten jugar un papel clave en la
progresion del tumor. Estas otras funciones incluyen su habilidad para estimular la
angiogénesis, la migracion y la adhesion celular (Castell6-Cros, 2004; Alfano y col.,
2005; Mazar, 2008). De hecho, ratones transgénicos deficientes en uPA presentan
una mayor susceptibilidad a la trombosis, reducida vascularizacién, reduccién de la
activacion de las plaquetas y reduccion de la invasion tumoral (Irigoyen y col., 1999;
Castell6-Cros, 2004).

La unién del uPA a su receptor no solo activa al plasminégeno, sino que
ademas desencadena una cascada de sefales celulares que regulan los procesos
de migracion celular en condiciones fisiolégicas y patologicas, como es el caso de
la angiogénesis, la implantacibn embrionaria, la reaccién inflamatoria, la
cicatrizacion cutanea y la implantaciéon de metastasis tumorales. Ademas, la union
de uPAR a la vitronectina y a integrinas condiciona una selectividad de sustrato y
una eficiente migracion celular. Diversos estudios han mostrado que la
sobreexpresion de uPAR en cancer de mama incrementa de manera significativa la
capacidad invasiva de estas células. Se ha descrito que tanto los niveles de uPA
antigénico como la expresion puntual de uPA en los tumores estan incrementados
en las pacientes con cancer de mama. También se ha descrito una relacion directa
entre la expresion uPAR con el tamafio del tumor y con la presencia de nédulos
afectados. Por lo tanto, niveles elevados de uPA y/o uPAR en cancer de mama
primario indican un mal pronéstico (Grgndahl-Hansen y col., 1995; Castell6-Cros,
2004; De Bock y Wang, 2004).

11.3.2. Angiogénesis

La angiogénesis es el proceso por el cual se forman y crecen nuevos vasos
sanguineos. De manera normal, estos procesos solo se activan bajo condiciones

estrictamente definidas durante el desarrollo o bien en la etapa adulta para
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cicatrizacion o reproduccion (Senger y col.,, 1983; Folkman y Shing, 1992;
Karamisheva, 2008; Ferrara, 2009).

Plasminogeno
Factorde
@ crecimiento Latente /_

Lﬂ‘ —>®—> Sobrevivencia
T @ S
W/ AV/AV/a\

Transcripcién

Figura 11. Esquema de la cascada de sefializacion de uPA-uPAR. La union de pro-
uPA a uPAR provee a la superficie celular de actividad proteolitica dependiente de
plasmina, esta actividad determina la degradacién de la matriz. También se
muestra el papel de las integrinas en varias cascadas de sefializacion. MMPs=
metaloproteasas de matriz; Pro-MMPs= zimé6genos de las metaloproteasas de
matriz; PAI1l= inhibidor de los activadores del plasminégeno 1; FAK= quinasa de
adhesion focal; GRB2= proteina 2 de union al receptor de factores de crecimiento;
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SRC= proteina tirosina quinasa; SHC= proteina adaptadora SHC; RAS= proteina
RAS; MAPK= proteinas quinasas activadas por mitégenos; PI3K= Fosfatidil inositol
3 quinasa; AKT= serinal/treonina quinasa; JAK= Janus quinasas; STAT=
Transductor de sefal y activador de la transcripcion; AP1= Proteina activadora 1.
Modificado de Rao, 2003.

La hipoxia es el principal promotor de la angiogénesis y tiene un efecto dual
ya que estimula la sobreexpresion de moléculas activadoras y disminuye la
expresion de factores inhibidores. En relacion con el cancer, se ha encontrado una
asociacion clinica directa entre la vascularidad del tumor y la agresividad del
mismo. La activacion de las vias angiogénicas en los tumores (Figura 12) permiten
suplir sus requerimientos de oxigeno y nutrientes para mantener su actividad vital y
su progresién. Se ha corroborado ampliamente que sin el suministro de sangre, las
dimensiones del tumor nodular no pueden exceder 1-2 mm?®., causando la muerte
de las células tumorales por hipoxia (Folkman y Shing, 1992; Weidner y col., 1992;
Folkman, 2006; Zetter, 2008; Clapp y col., 2009).

Una serie de eventos secuenciales se pueden distinguir durante la formacién
de nuevos vasos sanguineos: (a) la degradacién de la membrana basal vascular y
la fibrina o la matriz intersticial por las células endoteliales, (b) la migracion de
células endoteliales, (c) proliferacion de células endoteliales y (d) la formacion de
nuevos capilares y nueva membrana basal (Figura 12) (Folkman y Shing 1992;

Clapp y col., 2009; Nussenbaum y Herman, 2010).
[1.3.2.1. Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)
[1.3.2.1.1. Estructura y biologia

En 1983, Senger y colaboradores describieron la purificacion parcial de una
proteina capaz de inducir proliferacion vascular. Esta proteina fue llamada factor de
permeabilidad vascular (VPF) y se pensé que era un regulador especifico de la

permeabilidad de vasos sanguineos en tumores mas que un factor de crecimiento.
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En 1989, Ferrara y Henzel describieron la estructura primaria de un mitdgeno
especifico para células endoteliales, que denominaron factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF). El clonaje y la expresion del VEGF y el VPF revelaron
gue estas dos moléculas eran en realidad la misma. A lo largo de los ultimos afios
han sido identificados otros miembros de la familia de genes del VEGF, que incluye
el factor de crecimiento placentario (PIGF), el VEGF-B, el VEGF-C, el VEGF-E y el
EG-VEGF8. La nomenclatura de estos miembros mas recientes ha hecho que el
primer factor descubierto se denomine VEGF-A, aunque la mayoria de
investigaciones le denominan simplemente VEGF (Ochoa y col., 2000; Ferrara,
2009; Garcia-Manero y col., 2009).

El VEGF nativo (VEGF 165) es una glicoproteina de 45 kDa, basica,
homodimérica con varios puentes disulfuro intra e intercatenarios. Los monomeros
consisten en 2 subunidades de 165 aa cada uno, se asocian de forman
antiparalela, y su reduccion implica la pérdida total de su actividad biolégica. La
mayoria de tipos celulares que expresan VEGF, tanto en situaciones fisiolégicas
como patolégicas, expresan las isoformas VEGF 121 y VEGF 165 (Figura 12). La
isoforma de VEGF 145 parece ser expresada Unicamente en células derivadas de
organos reproductores. Es importante sefialar que, tras la accion de diferentes
enzimas como la heparinasa, la uroquinasa o la plasmina se puede liberar un
fragmento de 110 aminoacidos con actividad bioldgica. Esto sugiere que las
diferentes isoformas de VEGF podrian estar biodisponibles por al menos, 2
mecanismos: el “splicing alternativo” o por medio de la accion de enzimas
proteoliticas sobre las isoformas de mayor tamafio (Ruhrberg, 2003, Ferrara, 2009;

Garcia-Manero y col., 2009).

Esta glicoproteina, es capaz de unirse a uno de los multiples receptores de
tirosina kinasa lo que provoca su autofosforilacion, consiguiendo la activacion de
proteinas kinasas con accion mitogénica. Durante la embriogénesis la expresion del
VEGF es mas amplia, detectandose en pulmon, glandula adrenal, testiculo, rifion y

cerebro. En el adulto, en condiciones normales, la expresion de VEGF es baja o
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inexistente en la mayoria de tejidos, y esta limitada a érganos que presentan
capilares con endotelio fenestrado como son el plexo coroidal y los glomérulos
renales y en situaciones de angiogénesis fisiolégica como la que tiene lugar en el
endometrio en cada ciclo estral. Sin embargo, como se explica a continuacion, la
expresion de VEGF puede ser activada por diferentes factores (Ochoa y col., 2000;
Ferrara y col., 2003; Ruhrberg, 2003; Garcia-Manero y col., 2009).

[1.3.2.1.2. Regulacién

La localizacion cromosomica del gen VEGF humano es 6p21.3. Este gen
estd compuesto por ocho exones y siete intrones, con una region codificante de una
longitud aproximada de 14kb. A partir de este gen se generan 5 isoformas por
splicing alternativo, que tienen un tamafio de 121, 145, 165, 189, y 206
aminoécidos. Las propiedades bioquimicas de las diferentes isoformas dependen
en gran parte de su capacidad o no de unién a la heparina, y esto esta determinado
por la presencia de exones 6 y 7 (Ferrara y col., 2003; Ferrara, 2009; Garcia-
Manero y col., 2009).

La hipoxia es el principal regulador de la expresion de VEGF tanto in vitro
como in vivo. El significado fisiolégico de la inducciéon de la expresién de VEGF en
respuesta a hipoxia seria el mejorar el aporte de oxigeno a zonas en las que la
perfusion tisular ha sido interrumpida por algdn motivo. El principal mediador de
respuesta a la hipoxia es el Factor Inducible por Hipoxia (HIF-1). HIF-1 activa la
transcripcion de un grupo de genes responsables de la angiogénesis celular. HIF
estd compuesto de dos partes una subunidad inducible HIF-1a y una subunidad
HIF-18 que se expresa de manera constitutiva. Bajo condiciones normales de
oxigeno HIF-1a es degradada rapidamente mientras que bajo una tension de
oxigeno baja HIF-1a se estabiliza. Posteriormente se transloca al nucleo donde se
heterodimeriza con HIF-1B3 para formar al factor activador transcripcional HIF-1, que
se une al sitio promotor de VEGF y entonces activa su transcripcion (Ferrara y col.,
2003; Liy Lu, 2010).
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Aunado a lo anterior, VEGF puede ser regulado tanto a nivel mMRNA como de
proteina, por efecto de diferentes factores de crecimiento, citoquinas, hormonas y
otros agentes en diferentes tipos celulares. Entre los principales promotores de la
expresion de VEGF estan los estrégenos (Mueller y col., 2000; Buteau-Lozano y
col., 2002; Aplanat y col., 2008; Garcia-Manero y col., 2009).

Mientras que sus principales inhibidores son los agonistas de PPARy a
través de su elemento de respuesta (PPARE) contenido dentro de la region
promotora del gen de VEGF. (Peeters, 2006; Zhang, y col., 2006; Grau y col., 2008;
Garcia-Manero y col., 2009).

11.3.2.2. Fisiopatologia del VEGF

El VEGF es una citocina multifuncional que ejerce la mayoria de sus
funciones en el endotelio vascular. Entre estas funciones destaca la induccion de
nuevos vasos sanguineos o angiogénesis, promover permeabilidad vascular y
actuar como vasodilatador (Ferrara y col., 2003; Ruhrberg, 2003; Garcia-Manero y
col., 2009).

Las células endoteliales constituyen la diana preferencial del VEGF y este
actia como factor de supervivencia inhibiendo su apoptosis. También es un potente
mitdégeno, induce migracion y cambia la expresion génica dando lugar al aumento
de expresion de diferentes proteinas como las metaloproteasas, las proteinas
implicadas en la actividad fibrinolitica, y en la sintasa endotelial del oxido nitrico
(Ferrara y col., 2003; Ruhrberg, 2003; Ferrara, 2009).

La funcion de VEGF como promotor de la angiogénesis esta asociada a
varias patologias como preclampsia, retinopatia diabética, artritis reumatoide,
cancer, entre otras. El VEGF se encuentra sobreexpresado en el 60% de los

canceres humanos (Ferrara y col., 2003; Clapp y col., 2009).

Como se mencion6 anteriormente, diversos analisis epidemiologicos han

mostrado que las poblaciones asiaticas presentan una menor incidencia en
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patologias mamarias con respecto al occidente y, que dicha proteccion parece estar
asociada a su dieta y especificamente a las elevadas concentraciones de yodo

obtenidas a partir del consumo de algas marinas.
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Figura 12. Esquema representativo de VEGF. A) RNA mensajero de VEGF y
algunas isoformas: VEGF 120, VEGF 164 y VEGF 188 que provienen del “splicing
alternativo” B) el papel de VEGF y la protedlisis (UPA y MMPSs) en la angiogénesis
tumoral. Modificado de Ochoay col., 2000 y Clapp y col., 2009.
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I1.4. Yodo

En 1813 el yodo fue descrito como un ién abundante en las algas marinas y
no fue sino hasta 1927 cuando Sir Charles Harrington lo report6 como un
componente esencial de las hormonas tiroideas. La mayoria de las investigaciones
en relacion al metabolismo del yodo tanto en humanos como en animales se han
enfocado al papel de éste como constituyente tiroideo, sin embargo estudios
sélidos han demostrado su participacion en la fisiologia normal de otros 6rganos
como glandula mamaria, estbmago, prostata y ovario (Tseng y Latham, 1984;
Venturi y Venturi, 1999; Cann y col., 2000; Smyth, 2003; Aceves y col., 2005;
Aceves y Anguiano, 2009).

El yodo es importante para mantener la integridad estructural y funcional de
la glandula mamaria (Eskin y col., 1995; Aceves y Anguiano, 2009). Estudios
clinicos y epidemiolégicos han mostrado que la suplementacion de I, disminuye los
sintomas y patologia histologica de la enfermedad mamaria fibroquistica (Ghent y
col., 1993; Kessler, 2004), y soportan la hipoétesis de que el alto consumo de este
elemento en poblaciones asiaticas esta directamente asociado a su baja incidencia
en cancer mamario. Las algas marinas son un componente esencial en la dieta de
estas poblaciones y es una rica fuente de yodo en todas sus formas quimicas
(Canny col., 2000; Smyth, 2003).

Los primeros estudios que analizaron el efecto del yodo en el cancer
mamario mostraron que extractos de algas marinas o bien la co-administracion de
Lugol (combinacién de yodo: yoduro; 1:3) junto con medroxiprogesterona disminuia
significativamente el tamafio de tumores inducidos con el cancerigeno
dimethilbensoantraseno (DMBA) (Funahashi y col., 1996; Kato y col. 1996).
Posteriormente, nuestro laboratorio mostré que el I, y no el I' o las hormonas
tiroideas, es la forma quimica efectiva para prevenir hasta en un 70% la incidencia
de cancer en ratas tratadas con metilnitrosourea (MNU) (Garcia-Solis y col., 2005).
Un hallazgo importante fue el dato de que la suspension del tratamiento de yodo a

corto plazo (primeras 20 semanas), reactiva el crecimiento del tumor, sugiriendo
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que el efecto del yodo est4 en la progresion tumoral mas que en la iniciacion
(Figura 13). Sin embargo, si el tratamiento de yodo se mantiene por largo plazo
(mas de 60 semanas), la reincidencia desaparece indicando que las células
tumorales que de inicio solo se arrestaban, después de un periodo crénico terminan

por desaparecer (Aceves y col., datos no publicados).
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Figura 13. Gréfico de incidencia tumoral en ratas, con tratamientos de yodo en sus
diferentes formas quimicas. Modificado de Garcia-Solis y col., 2005.

Efectos antiproliferativos y apoptoticos del yodo han sido corroborados en
diversas células tumorales de origen humano tanto por otros autores (Shrivastava y
col., 2006; Rdsner y col., 2010) como por nosotros (Arroyo-Helguera y col., 2006;

Arroyo-Helguera y col., 2008).

Desde el punto de vista celular, se ha descrito que el efecto apoptotico del I,

parece estar mediado tanto por vias independientes de caspasas (AlIF-PARP1)
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como dependientes de ellas (Bax-caspasas) (Arroyo-Helguera y col., 2006;
Shrivastava y col., 2006; Arroyo-Helguera y col., 2008). Nuestra hipotesis central
propone que este tipo de yodo altamente reactivo puede ejercer su accion
antiproliferativa a dos niveles: 1) ejerciendo un efecto antioxidante directo mediante
su unibn a especies reactivas de oxigeno (ROS), que se conoce estan
incrementadas en los procesos cancerosos (Garcia-Solis y col.,, 2005) y 2)
organificandose a lipidos de cadena larga como el acido araquidonico (AA) y
generando un yodolipido conocido como 6-yodolactona (6-IL), que ejerce un

poderoso efecto apoptético (Aceves y col., 2009).

La 6-IL ha sido aislada de la tiroides y ha mostrado tener efectos inhibidores
en la proliferacién y metabolismo celular de los tirocitos (Dugrillon, 1996; Pisarev y
Gartner, 2000). En relacién con el CaMa, nuestro grupo ha mostrado que la 6-IL
esta presente en concentraciones hasta 15 veces mas altas en los tumores
mamarios provenientes de animales suplementados con |, en comparaciéon con
glandulas mamarias normales (Aceves y col., 2009), y que este yodolipido es un
ligando especifico y promotor de los PPARy (Nufiez-Anita y col., 2009; Nufez-
Anita, 2010). Estos receptores estan estrechamente relacionados a procesos de
diferenciacion y/o apoptosis en una gran variedad de canceres humanos (Berger y
Moller, 2002; Papadaky y col., 2005), y parecen disminuir el efecto proliferativo
dependiente de estrogenos en el cancer mamario (Suzuki y col., 2006).

Como ya se mencion6 anteriormente, algunos marcadores importantes de
procesos invasivos como angiogénesis, quimiotaxis y protedlisis de MEC (VEGF,
UPAR y uPA, respectivamente) contienen sitios responsivos a PPAR y la activacion
de los receptores tipo gamma se acompafa de su inhibicion; es probable que el
yodo por medio de la 6-IL disminuya la expresién de dichos marcadores (Zhang y
col. 2006; Aceves y col., 2009).
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lIl. HIPOTESIS
El yodo molecular inhibe los procesos de invasion y metastasis de

xenotransplantes de células tumorales mamarias humanas disminuyendo la
expresion de uPA, uPAR y VEGF.
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IV. OBJETIVOS

IV.1 Objetivo general

Evaluar si el yodo molecular (l;) inhibe la implantacion, crecimiento y potencial

metastatico de xenotransplantes de CaMa en ratones inmunodeficientes.

IV.2 Objetivos especificos

e Establecer un modelo in vivo de metastasis de cancer mamario en ratones
inmunosuprimidos.

e Analizar la instalacion y progresion de dos tipos celulares de cancer mamario
con diferente potencial metastético.

e Analizar si el efecto antineoplasico del yodo involucra modificaciones en la

expresion de las proteinas uPA, uPAR y VEGF.
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V. METODOLOGIA
V.1 Material biologico

Animales: se utilizaron ratones hembras atimicos Nude-Foxn1™,
homocigotos (nu/nu). Los animales fueron mantenidos y reproducidos en
condiciones o¢ptimas de esterilidad, temperatura (18-22°C), ciclo luz—oscuridad
(12:12), y dieta ad libitum a base de purina (Rat chow; Ralston Purina Co. St. Louis,
MO) en el bioterio del INB. Los animales se manipularon y sacrificaron de acuerdo
a las normas establecidas por el comité de bioética del INB.

Xenotransplantes: Se utilizaron dos lineas celulares de cancer mamario
humano MCF-7 (ATCC HTB-22) y MDA-MB 231 (ATCC HTB-26), dependiente y
no dependiente de estrégenos, respectivamente. Estas células presentan diferente
potencial metastatico siendo las MCF-7 no invasivas y las MDA-MB231 invasivas.
Las células se crecieron en condiciones de cultivo, en medio DMEM (GIBCO)
suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino (FBS), 100 U/ml de penicilina y
100 pg/ml de estreptomicina (medio basal). Los cultivos se mantuvieron dentro de
una incubadora a 37°C, en alta humedad y una atmdsfera de 5% de CO; en aire. El
medio se renové segun lo requirié el crecimiento de las células. Cuando el cultivo
se encontrd subconfluente, las células se removieron por adicién de tripsina para su

propagacion o bien, se contaron para posterior inoculacién.
V.2 Métodos de analisis
V.2.1 Analisis de la expresion de uPA, uPAR y VEGF.
V.2.1.1 Extraccion de RNA

La extraccion de RNA total se hizo con TRIzol® (Invitrogen), de acuerdo al
protocolo comercial. Brevemente, 100 mg del del tumor se homogenizaron con 1 ml
de TRIzol. Se adicionaron 0.2 ml de cloroformo y se incubd 5 minutos en hielo.

Posteriormente se hizo el mezclado por inversién e incubacién durante 3 minutos a
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temperatura ambiente (TA). Se centrifug6é durante 15 minutos a 12,000 rpm a 4°C.
Se recuperé la fase acuosa y se adicion6 0.5 ml de isopropanol. Se incub6 10
minutos a TA, y centrifugd 10 minutos a 12,000 rpm a 4°C. Se desecho el
sobrenadante y se lavo el boton (RNA) con 1 ml de etanol 70% frio, se centrifugd a
7,500 rpm por 5 minutos a 4°C. Se dejo evaporar el etanol y se resuspendié en
agua estéril. Finalmente la concentracion de RNA se cuantific6 en un

espectrofotometro UV (Nanodrop Technologies) mediante el cociente 260/280 nm.

V.2.1.2 Retrotranscripcion y reaccion en cadena de la
polimerasa (RT- PCR)

A partir del RNA total, se sintetiz6 una cadena complementaria de DNA
(cDNA) mediante transcripcién reversa. La reaccién de retrotranscripcion se hizo
con un volumen final de 20 pl. Partiendo de 2 pg de RNA total con 1 ul de un
oligonucledtido iniciador dT, esta mezcla se incub6é durante 5 minutos a 65°C.
Posteriormente se agregaron 4 ul de amortiguador 5X, 2 pl de DTT 50 mM, 1 pl de
la mezcla de desoxinucleétidos (ANTPs) 10 mM, y 1 ul de enzima Superscript
transcriptasa reversa y se incub6 durante 1 hora a 37°C, seguido de 5 minutos a
95°C. ElI DNA complementario (cDNA) obtenido se congel6 a -20°C.

Para corroborar la expresion de una sola banda de los genes a analizar en el
RNA mensajero, se usé la reacciéon de PCR normal La reaccién de PCR se llevo a
cabo a una concentracion final de 50 pL conteniendo: 1 puL de dNTPs 10 mM, 5 pL
de amortiguador 10x, 2.5 pyl de 30 mM de MgCl,, 2 pl de los oligonucle6tidos
iniciadores 10 pmolas y 5 U de Taq DNA polimerasa, mas 1 pL de cDNA. Las
secuencias de los oligonucleotidos para amplificar los fragmentos correspondientes
de uPA, VEGF y actina, se muestran en la Cuadro 2. Los productos de PCR se
separaron en un gel de agarosa al 2% y se tifileron con bromuro de etidio para su
visualizacion bajo luz UV. El tamafio de las bandas se compar6 con un marcador de
peso molecular de DNA comercial (1 kb DNA ladder, In Vitro Gene). El gen de
actina se us6 como control interno ya que su sintesis es constitutiva a nivel

estructural.
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V.2.1.3 PCR en tiempo real

La reaccién de PCR en tiempo real se hizo en un termociclador Rotor Gene
3000, CORBET RESEARCH bajo las siguientes condiciones: 50 ciclos para los
MRNAs de uPA, uPAR, VEGF y Actina. Cada ciclo a una temperatura de fusion de
94°C por 45 segundos, de alineacion a 55-64°C (dependiendo del gen) y de
extension a 72°C por 1 minuto. Como control negativo en cada reaccion, se coloco

una muestra de RNA con los oligonucleétidos apropiados, pero sin cDNA.

El software del sistema ROTOR GENE reporta automaticamente los valores
de Cp, los cuales se pueden utilizar para llevar a cabo cuantificaciones absolutas o
relativas, construye una grafica de la deteccidon de fluorescencia en funcion de la
temperatura y generando una tabla con los resultados del numero de copias
calculadas. La evaluacion de la expresion de uPA, uPAR y VEGF se realizd
mediante cuantificacion relativa utilizando como control interno la amplificacion de

actina.

Cuadro 2. Secuencias de los oligonucleétidos usados en PCR tiempo real.

Gen Sentido/ Antisentido T.A. | Amplicon

5’-GTGGCCAAAAGACTCTGAGG-3’ 5-
uPA 64°C 267 pb
CAAGCGTGTCAGCGCTGTAG-3

5-CAGACTTGCTGTGTGACCTCA-3’ 5-
uPAR 64°C 183 pb
AATAACAACAACACAACAGCGG-3

5-GGCCTCCGAAACCATGAACTTTCTGCT-3'
VEGF 55°C | 165 pb
5-CCTCCTGCCCGGCTCACCCGC-3'

) 5-CCATCATGAAGTGTGACGTTG-3
B-Actina 55°C 173 pb
5-ACAGAGTACTTGCGCTCAGGA-3’

V.2.2 Determinacion de la proliferacion celular.

Los tejidos fijados con formalina 10%, se incluyeron en parafina para

posteriormente realizar cortes de tejidos en laminillas pretratadas con silano 1%.
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Mediante las técnicas de inmunohistoquimica que se describirdn a continuacion de
manera general, se hizo un andlisis de proliferacion celular mediante la
cuantificacion del antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA).

Inicialmente se desparafind el tejido con xileno a 60°C, concluido este
proceso se hidrataron las muestras con mezclas de xileno y alcohol, y alcohol y
agua a diferentes concentraciones. La parafina hace que se inhiban los epitopes
del antigeno por lo que se hizo una recuperacion del antigeno con una solucién de
citratos. Posteriormente, se bloqued la peroxidasa enddgena concentrada en los
glébulos rojos, linfocitos y células endoteliales, para evitar falsos positivos ya que la
esta enzima oxida a la diaminobencidina (DAB). A continuacion se hizo un blogueo
enzimatico de unién inespecifica con solucion de albumina sérica de bovino,
seguido de una incubacion con el anticuerpo primario, cuya funcién fue ser
detectado en la incubacién siguiente con el anticuerpo secundario. Y
posteriormente, ser conjugado mediante una ultima incubacién con una peroxidasa
gue reaccionara con el cromégeno (DAB). Por dltimo, las células tefidas se

contrastaron con solucion de Hematoxilina de Harris.
V.3. Disefo experimental
Establecimiento del modelo de xenotrasplantes de CaMa en ratones desnudos.

Se utilizaron células cancerosas mamarias humanas no invasivas (MCF-7), o
invasivas (MDA-MB231) y ratones inmunosuprimidos (Nude-Foxnl1™) libres de

patdégenos de 8 semanas.

Después de pasar una semana de adaptacion, las hembras se inocularon de
forma subcutanea con jeringa estéril de 1 ml y aguja 21G, con células MCF-7 o
MDA-MB231 (5 X 10° resuspendidas en 50 ul de PBS y 50 pl de Matrigel (BD
BIORAD). Una vez inoculadas, se procedid a separar los animales en dos grupos
(I2 y Control). El grupo I; inicié la suplementacion de yodo (0.025% en el agua de
beber) y el tratamiento se mantuvo hasta el sacrificio al cabo de 6 semanas, tiempo

durante el cual se mantuvieron los ratones en observacion.
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Se cuantificé el crecimiento tumoral semanalmente y concluidas 6 semanas
se extrajeron los tumores. De manera aleatoria se dividié en dos, una mitad se fijo
en formalina al 10% para su analisis histologico y la otra mitad se congelo para el

analisis de expresion de genes (RT-PCR).
V.4. Andlisis estadistico.

Los datos estan expresados como la media + la desviacion estandar (DE).
Las diferencias entre los grupos experimentales se analizaron de la siguiente

manera.

A) Para el analisis de incidencia se usaron tablas de contingencia con prueba
post hoc de Fisher.

B) Para las pruebas de proliferacion y expresion de VEGF se uso el analisis de
varianza de una via (ANOVA) y Tukey como prueba post hoc.

C) Parala expresion de uPA y uPAR se utilizé una prueba T de student.

En todos los casos, las diferencias con una p<0.05 se consideraron

estadisticamente significativas.
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VI. RESULTADOS.

El primer objetivo de este trabajo consistié en establecer un modelo in vivo
de metastasis de cancer mamario en ratones inmunosuprimidos por lo que a partir
del dia de la inoculacion y cada tres dias se realizd la observacion y palpacion del
sitio de inyeccion para detectar el incremento de volumen localizado. A partir de la
semana 2 y durante las 4 semanas posteriores, fue posible observar el aumento de
volumen de una masa compacta en el sitio de inoculacion como se muestra en la

figura 14.

Figura 14. Raton inmunosuprimido con tumor de 6 semanas formado a partir de la

linea celular MCF-7.

La figura 15 muestra el patrén histolégico del tumor primario iniciado con la
linea celular MCF-7. El analisis revel6 la presencia de una masa compacta, con
escaso estroma de tejido conectivo y células pleomorficas, predominantemente
fusiformes, de nucleos hipercromaticos, redondos u ovalados, de tamafio variable y
con presencia de nucleos conspicuos, con varios nucleolos prominentes. Se
aprecian algunas imagenes de mitosis aberrantes (multipolares) ademas de zonas
de infiltrado inflamatorio linfocitico dispersos en el tumor. Se observan residuos de
tejido adiposo, asi como extensas zonas de necrosis licuefactiva en la periferia.

Cabe mencionar que los tumores estan abundantemente vascularizados.
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Figura 15. Histologia de tumores generados a partir de células MCF-7. Tincién

Hematoxilina-Eosina.

El estudio histolégico del tumor primario iniciado con la linea celular MDA-
MB231 revel6 la presencia de una masa compacta, con escaso estroma de tejido
conectivo. En estos tumores, que se ejemplifican con la figura 16, se ve una
poblacion celular heterogénea compuesta de células pleomorficas, fusiformes, y
poligonales de aspecto epitelioide, de nucleos palidos, las células de morfologia
poligonal presentan nudcleos redondos y ovalados mientras que las fusiformes
presentan un nucleo elongado, de tamafio variable y con presencia de nucleos
conspicuos, con 1 o 2 nucleolos prominentes, se aprecian ademas, citoplasmas
amplios con vesiculas. Se pueden ver un gran nimero de mitosis tanto normales
como aberrantes y escasos linfocitos dispersos en el tumor. Se observan residuos

de tejido adiposo en la periferia, y algunas zonas de necrosis licuefactiva central.

43



Figura 16. Histologia de tumores generados a partir células MDA-MB231. Tincién

Hematoxilina-Eosina.

Para analizar el efecto del yodo en la implantaciéon y progresion tumoral se
determind el porcentaje de incidencia, la tasa de crecimiento y la tasa de

proliferacion de los xenotrasplantes de cada una de las lineas celulares.

En el cuadro no. 3 se observa que ambas lineas celulares tiene la misma
capacidad de implantacion ya que a la semana 6 entre el 95 y 100% de los
animales presentaron tumores. Los resultados obtenidos en los animales
suplementados con yodo mostraron que este elemento disminuye
significativamente la implantacion de ambas lineas celulares, siendo mas

significativo en las células MDA-MB231.
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Cuadro 3. Efecto del tratamiento con yodo molecular en la implantacion de células

tumorales de cAncer mamario humano.

Control 2
Tumor/Total % Tumor/Total %
MCF-7 12/13 92.3% 6/12 50 % *
MDA-MB231 11/11 100 % 2/10 20% *

* significativo con respecto al control P<0.05.

Respecto al volumen tumoral final (figura 17), se observa nuevamente que el

yodo inhibe significativamente la progresion tumoral de ambas lineas celulares.

Volumen tumoral
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Figura 17. Efecto del tratamiento con yodo molecular en el volumen (progresion) de

los tumores de cancer mamario humano.

El analisis de proliferacion celular de las células neoplasicas se llevo a cabo

mediante la cuantificacion inmunohistoquimica del PCNA (Antigeno nuclear de
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proliferacion celular, por sus siglas en inglés, Proliferation Cell Nuclear Antigen). La
figura 18 muestra que el yodo disminuye parcialmente la proliferacion celular (5 al
8%) alcanzando significancia estadistica solo en las células MCF-7.
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Figura 18. Grafico de cuantificacion de la proliferacion celular en los tumores
generados a partir de las lineas celulares de cancer mamario humano (MCF-7 y
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MDA-231). A) Imagenes (inmunohistoquimica) representativas de PCNA.
B) Cuantificacién de células positivas a PCNA/campo. N=5.

El objetivo final de este trabajo fue analizar si la suplementacion dietética de
I, disminuye la expresion de algunos de los marcadores de metastasis como uPA,
uPAR y VEGF.

El paso inicial fue buscar la expresion de éstas proteinas en los tumores de
las dos lineas celulares de CaMa humano. Nuestros resultados mostraron que uPA
y UPAR sOlo se expresan en los tumores generados a partir de MDA-MB231
mientras que VEGF se expresa en los tumores de ambas lineas celulares (figura
19).

MCF-7 MDA-MB231
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Figura. 19. Productos de RT-PCR de: marcadores de metéastasis (UPA, uPAR y
VEGF) y gen constitutivo (actina). A partir del mMRNA de los tumores generados de
MCF-7 y MDA-MB231, en gel de agarosa 2%.

El andlisis de expresion de uPA y uPAR en las células MDA-MB231 mostré
una disminucién significativa de estas proteinas en el grupo tratado con I, (FIGURA
20).
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En la figura 21 se observa una disminucion de VEGF en los grupos tratados
con |, respecto de los grupos control de ambas lineas, significativa solo para el

grupo de tumores generados a partir de células MCF-7.
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Figura 20. Grafico de cuantificacion de la expresion de uPA y uPAR en los tumores

generados a partir de las lineas celulares de cancer mamario humano MDA-MB231.
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Figura 21. Grafico de cuantificacion de la expresion de VEGF en los tumores
generados a partir de las lineas celulares de cancer mamario humano MCF-7 y

MDA-MB231.
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VIl. DISCUSION.

En esta tesis se examiné la capacidad antineoplasica del I, en un modelo de
xenotransplantes usando dos lineas tumorales mamarias humanas con diferente
capacidad invasiva. Los resultados mostraron el desarrollo de un modelo eficiente y
reproducible de cancer mamario no-invasivo e invasivo. En ambos casos obtuvimos
entre un 95 y 100% de implantacion en los grupos control. La suplementacion de
yodo disminuy6 la incidencia tumoral de ambas lineas siendo més efectivo en la
linea invasiva MDA-MB231 donde solo el 20% de los ratones desarrollaron tumores
(vs MCF-7 con el 50%). Esta diferencia en incidencia correlacion6 también con una
menor tasa de crecimiento tumoral ya que en la semana 6 los tumores generados

con MDA-MB231 tendieron a ser mas pequefios.

Estos datos concuerdan con reportes previos de otros investigadores y de
nuestro laboratorio mostrando que la suplementacion de yodo (por medio de la
ingesta en algas, o suplementacion con solucion de lugol y solucion de I, etc.)
ejerce un efecto protector y antineoplasico en modelos in vivo de cancer mamario
inducido quimicamente (DMBA y MNU). En esos modelos el efecto incide
principalmente en el tiempo de aparicién (se retrasan hasta 3 semanas), en la
progresion (solamente un 30%-50% de los animales desarrollan tumores) y en la
tasa de crecimiento (tumores ya desarrollados disminuyen su tamafio) (Funahashi y
col., 1999; Garcia-Solis y col., 2005; Aceves y col., 2009; Soriano y col., 2011).

En la busqueda de los mecanismos involucrados en este efecto
antineoplasico, en el presente trabajo analizamos la tasa de proliferacion tumoral
mediante la expresion de la proteina PCNA. Nuestros resultados mostraron que la
suplementacién de yodo detiene la proliferacién celular solo en forma discreta (5 al
8%) siendo significativa unicamente en los tumores de células MCF-7. Estos datos
aunque en principio parecen contradictorios, ya que los tumores mas pequefios
corresponden a los provenientes de células MDA-MB231, pueden explicarse en
parte por datos encontrados previamente en tumores responsivos a estrdgenos.
Efectivamente el crecimiento de las células MCF-7 depende de la presencia de

estrogenos mientras que las MDA-MB231 son independientes. En trabajos previos,
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nuestro grupo ha mostrado que la suplementacion de |, se acompafa de
disminuciones significativas en la tasa de proliferacion de tumores mamarios
humanos de mujeres pre-menopadsicas, pero no en tumores de mujeres post-
menopadusicas, y que ésta disminucion en PCNA se acompaifia de una disminucion
en la translocacién del receptor de estrégenos tipo alfa hacia el nucleo (Vega-
Riveroll y col.,, 2010). Est4 bien establecido que la activacion de genes
dependientes de estrégenos como PCNA, requieren de la translocacion de la
unidad estrogenos/receptor hacia el nucleo (Bai y Gust, 2009). Aunque el
mecanismo celular/molecular involucrado en este efecto del yodo no se conoce, se
han descrito varios efectos antagonicos entre los receptores PPARy y los de
estrogenos alfa (Yin y col., 2009). Efectivamente se conoce que el receptor PPARy
puede ejercer efectos antiestrogénicos a varios niveles: uno de ellos es tipo Cross-
talk compitiendo por los sitios responsivos a estrégenos en diferentes genes
generando inhibicibn en los efectos estrogénicos (Keller y col., 1995). Otra
posibilidad es induciendo la expresion de la proteina exdgena reguladora de la
kinasa 8 (Erk8) involucrada en la translocacion nuclear de varios receptores
estrogénicos. La expresion de esta proteina depende en parte de la activacion de
PPARy y su incremento disminuye la traslocacion nuclear de estos receptores
(Rossi y col., 2010). Estos datos concuerdan con un resultado previo donde la
suplementacién de I, a células MCF-7 incrementa hasta en un 200% la expresion
del receptor PPARYy (Nufez-Anita y col., 2009). Estudios encaminados a conocer la
participacion de los PPARYy en la respuesta estrogénica de estos tumores se hacen
muy atractivos.

En el caso de las células MDA-MB231 se observé una mayor disminucién del
volumen tumoral en el grupo suplementado con I, con respecto de aquellos
generados a partir de MCF-7. Dado que este efecto no se explica por
modificaciones en la tasa de proliferacion, otros mecanismos como apoptosis 0
necrosis podrian estar involucrados. Estudios previos han sugerido que la
suplementacién de yodo se acompafia de efectos apoptoticos que involucran tanto
acciones directas del yodo per se, como indirectas mediante la formacion de

yodolipidos con accidn apoptoética mediada por receptores (Arroyo-Helguera y col.,
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2008). En el primer caso se ha descrito que la suplementacion de |, a diversas
células tumorales se acompafia de una disminucion significativa en el potencial
membranal mitocondrial, que se conoce como un potente inductor de apoptosis
independiente de caspasas (PARP/AIF) (Shrivastava y col., 2006; Rdsner y col.,
2010). En el segundo caso, nuestro grupo ha demostrado que tanto en modelos in
vivo (MNU) como en células MCF-7 el I, promueve muerte celular mediada por
Bax/Bcl2- caspasas (Arroyo-Helguera, 2007; Aceves y col., 2009). Esta activacion
puede inducirse también al utilizar la 6-yodolactona (6-IL) que se ha demostrado se
genera en tejidos y células tumorales mamarias suplementadas con |, (Aceves y
col., 2009). Ademéas se ha demostrado que la 6-IL es un ligando especifico y
activador de los receptores PPARy (Nufiez-Anita y col., 2009). A este respecto, es
necesario caracterizar en estos tumores, la tasa de apoptosis, la presencia de 6-IL,
asi como la posible activacion de las vias de sefializacion antes mencionadas.

La capacidad invasiva de un tumor o célula tumoral esté determinada por la
expresion de proteinas especificas que se han designado previamente como
marcadores de metastasis; estos marcadores “capacitan” a la célula para realizar
diferentes acciones como la degradacion de la matriz extracelular, la pérdida de
adhesion célula-célula y la vascularizacién, entre otras funciones. Entre los
marcadores mas estudiados se encuentran el sistema del plasmin6geno (UPA y
uPAR), que permite activar procesos de migracion y adhesién celular e
implantacion de metastasis tumorales, asi como la expresion de VEGF involucrado
en la creacién de nuevos vasos sanguineos (Irigoyen y col., 1999; Castell6-Cros,
2004; Crippa, 2006; Guise, 2010). Es por ello que el objetivo final de esta tesis fue
analizar si la suplementacion de |, disminuye la expresion de estas proteinas.

Los resultados obtenidos mostraron la ausencia de expresion de uPA y
UPAR en las células MCF-7 corroborando su fenotipo de no-invasivo. En contraste
las células MDA-MB231 expresaron ambas proteinas y la suplementacion de yodo
se acompafd de su disminuciéon. En el caso de VEGF encontramos que ambas
lineas celulares expresan este factor angiogénico y que el yodo en ambos casos
disminuye su expresion, pero solo lo disminuye de manera significativa en la linea

MCF-7. Es importante recordar que los genes de estas tres proteinas son inhibidos

52



de manera directa por PPARYy. Previamente a este trabajo se habia observado que
en xenotransplantes de células tumorales mamarias MCF-7, la combinacion de
ligandos para PPARYy y para RAR (receptor de acido retinoico) se acompafoé de la
inhibicion del crecimiento de tumores y de la induccion de apoptosis (Elstner y col.,
1998; Mustafa y Kruger, 2008; Nufez-Anita, 2010). Se sabe ademés que en
modelos de cancer espontaneo en ratones, se retrasa la aparicion de tumores
mamarios cuando se tratan con agonistas selectivos de PPARYy. Este efecto es
sinérgico cuando se administra en combinacion con el farmaco Celecoxib el cual es
un inhibidor selectivo de la enzima ciclo-oxigenasa 2 (COX-2) (Suh y col., 1999;
Badawi y col.,, 2004). Datos de nuestro laboratorio también han reportado una
disminucién significativa de la expresion de uPA y VEGF en modelos de cancer
mamario inducido por farmacos, cuando se suplementa la dieta con I, (Aceves y
col., 2009).

Nuestros datos no pueden demostrar que la inhibicion observada de
moléculas como UPA, uPAR o VEGF sean un factor suficiente para inducir los
mecanismos apoptoticos descritos en otros modelos. Sin embargo datos en la
literatura apuntan a que la disminucion en la expresion de estos marcadores
repercute de manera importante en la progresion de diversos tejidos tumorales. Asi,
se ha reportado que 1) en células mieloides (macrofagos) la deficiencia de uPAR
inhibe la adhesion y degradacion del fibrindgeno (Blasi y Carmeliet, 2002: Simon y
col., 1996); 2) en células de la linea HEp3 que sobreexpresan uPAR y forman
tumores en las membranas corioalantoinicas de embriones de pollo, una
disminucion en la expresion del uPAR forzé a las células malignas a entrar en un
estado de quiescencia (Blasi y Carmeliet, 2002; Yu y col., 1997) y 3) la regulacién a
la baja de uPAR en células altamente invasivas disminuye la actividad de las
integrinas a una concentracion por debajo del limite requerido para el crecimiento y
tumorogénesis (Blasi y Carmeliet, 2002; Veeravalli y col., 2010). En el caso del
VEGF, diversos estudios han descrito que esta proteina ademas de ser un
promotor angiogénico, es un factor crucial tanto en la proliferacion del tumor
principal como en la induccion de metéastasis. Se conoce que el bloqueo de esta

cascada de sefalizacion es un potente inhibidor del crecimiento tumoral (Aplanat y
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col., 2008; Bischoff e Ignatov, 2010), mientras que su transactivaciéon mediada por
el factor inducido por hipoxia 1-a (HIF1- a) induce la migracion celular en modelos
in vitro de cancer mamario MDA-MB231 y 4T1. (Bischoff e Ignatov, 2010;
Konokoglu y col., 2007; Li y Lu, 2010). Por todo lo anterior, es posible considerar
que el efecto antineoplasico del yodo involucre la activacién de varios mecanismos
y que dependiendo del estado fisiopatoldgico del tejido, ejerza efectos

antiestrogénicos, apoptoticos y de inhibicidn en invasion y metastasis.
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VIIl.  CONCLUSIONES

En resumen, los datos presentados en este trabajo muestran que:

I. Se establecié un modelo in vivo de invasién de cancer mamario en
ratones inmunosuprimidos con dos lineas celulares con diferente
potencial invasivo.

[I. La suplementacion de yodo disminuye la implantacion y progresion
tumoral de ambas lineas.

lll. El efecto antineoplasico del yodo incluye la disminucién de la expresién
de la proteina VEGF en MCF-7 asi como de uPA y uPAR en la linea
celular MDA-MB231.
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