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Resumen

Introduccién

El cancer de mama es el principal tipo de cancer que afecta a las mujeres a nivel
mundial; es una patologia que se puede desencadenar debido a multiples factores
que conllevan a una proliferacion anormal y descontrolada de células que componen
la glandula mamaria. Uno de los factores que ha incrementado la incidencia y
presenta peor prondstico de este tipo de cancer es la obesidad. En esta condicion son
secretadas altas cantidades leptina, una proteina que presenta actividad proliferativa,
mitogénica, antiapoptética y proinflamatoria que puede resultar antagonica al
tratamiento quimioterapéutico.

Objetivo:

El objetivo del proyecto fue identificar la modulacion de la expresion génica de
receptores de leptina y la proliferacion celular en lineas celulares de cancer de mama
(MDA-MB 231, MCF-7 y HCC1937) como resultado de su estimulacion con leptina y
tamoxifeno y establecer un modelo de abordaje inicial para el estudio de los subtipos
de cancer de mama y su comportamiento a la respuesta de la accion de las
adipocinas y su posible relacion con el mecanismo de resistencia a
quimioterapéuticos como el tamoxifeno en lineas celulares ER positivo y triple
marcador negativo

Material y métodos:

Se realiz6 la evaluacion de la modulacion de la expresion del receptor de leptina en
presencia de estimulos de leptina y tamoxifeno en las lineas celulares de cancer de
mama MCF 7, MDA MB 231 y HCC 1937 mediante ensayos de proliferacién con
tincion de cristal violeta, y analisis de la expresion de mRNA del receptor de leptina
mediante su transcripcién a cDNA, PCR en punto final y RT-PCR, asi mismo se evalu6
la expresidn de la proteina del receptor de leptina mediante ELISA.

Resultados:

Se determind que la leptina es capaz de modular positivamente la proliferacion de las
tres lineas celulares de cancer de mamay el tamoxifeno es capaz de ejercer un efecto
antiproliferativo en las mismas, se identificé que la capacidad del tamoxifeno para
disminuir la proliferacion de células cancerigenas se ve disminuida en presencia de
leptina, aunada a cambios en la modulacién de la expresion de su receptor. Del mismo
modo se determiné la concentracidon de la proteina de ObR mediante la técnica de
ELISA obteniéndose una mayor concentracion en todos los casos en comparacion
con el control, no obstante la variacion no es estadisticamente significativa.

Conclusiones:

El tamoxifeno es un agente quimioterapéutico capaz de inducir una mayor modulacion
de la expresién del ObRb en las lineas celulares de cancer de mama, lo cual puede
estar relacionado con la disminucién de su actividad antiproliferativa, mientras que la
leptina genera un efecto proliferativo en las tres lineas celulares, lo cual corresponde
con los reportes de su actividad proliferativa, antiapoptotica y mitogénica.



Abstract

Introduction

Breast cancer is the main type of cancer that affects women worldwide; it’s a pathology
that can be triggered due to multiple factors that lead to an abnormal and uncontrolled
proliferation of cells that make up the mammary gland. One of the factors that has
increased the incidence and worse prognosis of this type of cancer is obesity. In this
condition, high amounts of leptin are secreted, a protein that has proliferative,
mitogenic, antiapoptotic and proinflammatory activity that may be antagonistic to
chemotherapeutic treatment.

Objective:

The aim of the project was to identify the modulation of gene expression of leptin
receptors and cell proliferation in breast cancer cell lines (MDA-MB 231, MCF-7 and
HCC1937) as a result of their stimulation with leptin and tamoxifen and to establish an
initial approach model for the study of breast cancer subtypes and their behavior to
the action response of adipokines and their possible relationship with the mechanism
of resistance to chemotherapeutics such as tamoxifen in ER positive and triple
negative cell lines.

Material and methods:

Evaluation of the modulation of leptin receptor expression in the presence of leptin
and tamoxifen stimuli was carried out in breast cancer cell lines MCF 7, MDA MB 231
and HCC 1937 by proliferation assays with crystal violet staining, and analysis of leptin
receptor mRNA expression by transcription to cDNA, RT-PCR and gPCR, and the
expression of leptin receptor protein was also evaluated by ELISA.

Results:

It was determined that leptin is able to positively modulate the proliferation of the three
breast cancer cell lines and tamoxifen is able to exert an antiproliferative effect on
them, it was identified that the ability of tamoxifen to decrease the proliferation of
breast cancer cells was diminished in the presence of leptin, together with changes in
the modulation of the expression of its receptor. Similarly, the concentration of ObR
protein was determined by the ELISA technique, obtaining a higher concentration in
all cases compared to the control, although the variation is not statistically significant.

Conclusions:

Tamoxifen is a chemotherapeutic agent capable of inducing a greater modulation of
the expression of ObRb in breast cancer cell lines, which may be related to the
decrease of its antiproliferative activity, while leptin generates a proliferative effect in
all three cell lines, which corresponds to the reports of its proliferative, antiapoptotic
and mitogenic activity.



Antecedentes

1. Cancer de mama

El cancer de mama es una patologia que ocurre debido a una serie de alteraciones
genéticas (mutaciones somaticas) que generan una modificacion en el ambito
molecular y funcional de las células mamarias. Este proceso conlleva a un crecimiento
anormal y acelerado de células neoplasicas; dichas alteraciones pueden presentarse
debido a distintos factores hereditarios y/o epigenéticos, que conllevan al cancer
familiar o el cancer espontaneo, respectivamente. La glandula mamaria en los
humanos esta constituida por tres distintos tipos de células: las células mioepiteliales
(forman el epitelio de la capa basal de los ductos y alveolos), las células de epitelio
ductal (forman la linea del lumen de los ductos) y células de epitelio alveolar. La
diversidad fenotipica del cancer mamario corresponde con su diversidad en los
patrones de expresion celular, conocidos también como subtipos intrinsecos, que
incluyen al luminal A, luminal B, HER2 vy triple negativo. Dicha diversidad fenotipica
se determina mediante la evaluacion de los carcinomas mamarios con marcadores
inmunohistoquimicos de receptores de estrogenos (RE), receptores de progesterona
(RP)y receptor del factor de crecimiento epidérmico 2 (HER2). (Acosta-Benito & Vich-
Pérez, 2016; J. G. Santillan-Benitez, A. Quiroz-Ordofiezb & Olivanb, 2015; Uusitalo
et al., 2017).

Los carcinomas luminal A y B expresan el receptor de estrégeno y el receptor de
progesterona, representan alrededor del 40-55% de los carcinomas mamarios y
tienden a presentarse en mujeres posmenopausicas y son, por lo general, de bajo
grado. Los carcinomas mamarios HER2 presentan una sobreexpresion del receptor
del factor de crecimiento epidérmico 2 y representan del 12 al 30% de todos los
carcinomas (Acosta-Benito & Vich-Pérez, 2016; Zaharia M, 2013).

Los carcinomas triple negativos no expresan los tres distintos tipos de receptores y
representan del 12 al 25% de los casos, corresponden a multiples subtipos,
incluyendo los que tienen un fenotipo basal; estos tumores muestran un mayor grado
de dafio histolégico y un mayor indice de proliferacion celular que el resto de los

subtipos y por lo tanto son de mayor riesgo (Dent et al., 2007).



1.1 Genes involucrados en el cancer de mama

Con base a distintos estudios se ha comprobado que los genes de alta penetrancia
BRCA1 y BRCA2 son los més implicados en el cancer de mama familiar, seguidos de
los genes: TP53, CDH1 y STK11. Por otro lado en el cancer de mama desarrollado
por factores epigenéticos se han encontrado mas comunmente mutaciones en los
genes PICK3A, TP53, AKAT1, GATA3 Y MAP3K1 (Pifiero-madrona, Polo-garcia,

Alonso-romero, & Salinas-ramos, 2008).

Las alteraciones de los genes antes mencionados, en conjunto con mutaciones,
translocaciones y amplificaciones que dafan el genoma de la célula conllevan a que
células poco diferenciadas comiencen la transformacion y se manifieste el cancer de

mama (Pifiero-madrona et al., 2008).

1.2 Lineas celulares de cancer de mama

Una linea celular es un conjunto de células de un tipo Unico que se han adaptado para
crecer en un cultivo bajo condiciones adecuadas. Existen distintos tipos de lineas
celulares, entre ellas se encuentran las lineas celulares continuas o inmortales. Las
células inmortales se caracterizan por proliferar indefinidamente y normalmente
presentan alteraciones citomorfoldgicas caracteristicas: tamafio celular menor, menor
adherencia, mas redondeadas, mayor relacion nucleo/citoplasma y sobre todo un
incremento en la tasa de proliferacion celular, una reduccion del tiempo de
duplicacion, menor dependencia de suero en el medio de cultivo y mayor facilidad
para crecer en suspension. Se asume que estas lineas inmortales aparecen por

anomalias cromosomicas (Neve et al., 2009).
Entre los tipos histolégicos de cdncer de mama mas frecuentes destacan:

1) Lineas celulares de carcinoma intraductal: en cultivo forman cimulos o colonias de
células epiteliales muy compactos en los cuales es dificil visualizar la estructura
interna de las células. Son células con nucleo de gran tamafio, una relacién
nucleo/citoplasma elevada y presentan varios nucléolos. Generalmente no forman

una monocapa completa (Martinez-Carpio & Navarro Moreno, 2003).

2) Lineas celulares de carcinoma ductal con componente papilar: s6lo una linea
celular (BT-549) ha sido aislada de tejido canceroso primario tipificado como
carcinoma papilar intraductal. Forma monocapa en cultivo (Martinez-Carpio &

Navarro Moreno, 2003).

9



3) Lineas celulares de carcinoma ductal, como la linea HCC1937, la cual es triple
marcador negativo y posee una mutacion de BRCA1 en el nucleotido 5382 (Martinez-
Carpio & Navarro Moreno, 2003; Neve et al., 2009).

4) Lineas celulares obtenidas de tejido metastasico: son altamente investigadas
desde el punto de vista de su dependencia hormonal, de los receptores de membrana
para diferentes factores de crecimiento y de la accidén mitogénica o antimitogénica de
estos. Entre estas se encuentran las lineas MCF-7(RE+, RP+) y MDA-MB-231(REGF
+, RE-). Estas lineas celulares se obtienen a partir de derrames pleurales de pacientes
con cancer de mama avanzado. Se ha descubierto que los derrames pleurales son
una excelente fuente de células tumorales mamarias por la alta viabilidad y por la
ausencia de fibroblastos. Ademas, la posibilidad de separar estas células de otros
contaminantes resulta sencillo por la gran diferencia en la fuerza de adhesion a la

superficie de cultivo (Martinez-Carpio & Navarro Moreno, 2003; Neve et al., 2009).

1.2.1 Linea celular MCF 7

La linea celular de cancer de mama humano MCF-7 se obtuvo originalmente en la
Michigan Cancer Foundation a partir de un derrame pleural maligno de una mujer
posmenopausica con cancer de mama metastasico que habia sido tratada

previamente con radioterapia y manipulacion hormonal.

Las células expresan receptores y con ello respuestas biolégicas a una gran variedad
de hormonas que incluyen: estrogeno, andrdgeno, progesterona, glucocorticoides,
insulina, factor de crecimiento epidérmico, factor de crecimiento similar a la insulina,
prolactina y hormona tiroidea, lo que le permite ser ampliamente utilizada para
estudios de biologia del cancer de mama y mecanismos de acciéon hormonal
(Osborne, I, Trent, & Hobbs, 1987).

Las células MCF-7 muestran muchas caracteristicas de las células epiteliales
mamarias normales, incluida la capacidad de generar agregados 3D multicelulares
gue pueden madurar y convertirse en esferoides que contienen lumen. Los esferoides
del linaje MCF-7 se describen como una masa de células con nucleos desorganizados
y fuertes enlaces célula a célula. Estas células se utilizan comunmente en la
investigacion para experimentos con células de cancer de mama con receptor de
estrogeno positivo, ademas son muy adecuadas para los estudios de resistencia a la
terapia anti-hormonal, ya que son faciles de cultivar y retienen la expresion del
receptor de estrégeno cuando fueron tratadas con dicha terapia dirigida (Comsa,
Cimpean, & Raica, 2015).
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1.2.2 Linea celular MDA MB 231

La linea celular MDA-MB-231 es una linea celular epitelial de cancer de mama
humano, que se establecid a partir de un derrame pleural de una mujer caucasica de
51 afios con un adenocarcinoma mamario metastasico. Es una linea celular de cancer
de mama triple marcador negativo, altamente agresiva, invasiva y poco diferenciada,
ya que carece de la expresion del receptor de estrogeno (ER), del receptor de
progesterona (PR), y del receptor del factor de crecimiento epidérmico humano tipo
dos (HER2) (ATCC ® HTB-26™, n.d.).

En esta linea se ha comprobado una altisima actividad transcripcional tanto para
diversos factores de crecimiento como para sus receptores, lo que hace pensar que
el crecimiento rapido y autbnomo que presentan se debe en gran medida a

mecanismos autocrinos (Martinez-Carpio & Navarro Moreno, 2003).

El cancer de mama triple negativo es una forma agresiva de cancer de mama con
opciones de tratamiento limitadas. Por lo tanto, comprender la base molecular del
cancer de mama triple negativo es crucial para el desarrollo efectivo de nuevas
terapias contra estos tipos de cancer de mama, como resultado, se han realizado
muchos estudios sobre agentes potencialmente activos para este tipo particular de

cancer de mama utilizando la linea celular MDA-MB-231.

1.2.3 Linea celular HCC 1937

La linea celular HCC1937 (Hamon Cancer Center), se estableci6 a partir de un tumor
de cancer de mama primario ductal infiltrante de grado Ill de una paciente de 24 afios
de edad con una mutacion de linea germinal BRCAL. Estas células tumorales crecen

como una monocapa adherente y presentan vacuolas (Tomlinson et al., 1998).

Esta linea celular se describe como triple marcador negativo, adicionalmente esta
linea celular presenta una mutacion adquirida de TP53 con pérdida de alelo de tipo
salvaje, una eliminacibn homocigética adquirida del gen PTEN y pérdida de
heterocigosidad en mdltiples loci que se sabe estan implicados en la patogénesis del
cancer de mama (ATCC ®CRL-2336TM, 1997)

2. Obesidad y cancer

La obesidad se define como la acumulacion de grasa anormal o excesiva en el
organismo. Ha recibido considerable atencion mundial como un grave problema de
salud en los ultimos afios. El desequilibrio entre la ingesta energética y el gasto

energético se considera la principal causa de sobrepeso y obesidad. La obesidad se
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asocia con una elevada incidencia de enfermedades cronicas, incluyendo
enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2, hipertensién y también

puede ser un importante factor de riesgo para el desarrollo de ciertos tipos de cancer.

Existen distintos mecanismos por los que la obesidad se ha relacionado con el
cancer, entre ellos se encuentran el favorecimiento de la inflamacién y angiogénesis
mediante la liberacion de algunas moléculas por los adipocitos como el factor de
crecimiento de la placenta, factor de crecimiento de fibroblastos (FGF2),
angiopoyetina-2, angiostatina, endostatina, trombospondina (TSP-1), resistina, factor
de crecimiento similar a la insulina (IGF), factor de crecimiento de hepatocitos y leptina
(Casanello, Krause, Castro-Rodriguez, & Uauy, 2016; Roman, 2016).

El mayor riesgo de recurrencia y mortalidad en pacientes con obesidad y cancer de
mama podria estar relacionado con una menor eficacia de los tratamientos contra el
cancer, esto probablemente debido a las variaciones plasmaticas de los niveles de
adipocinas, ya que las mujeres con cancer de mama y obesidad son menos sensibles

a la quimioterapia y presentan tasas de mortalidad mas altas (Bougaret et al., 2018).

3. Leptina

La leptina es una hormona polipeptidica de 16 KDa, con 167 aminoacidos en su
estructura, codificada en el cromosoma 7931, que ha sido vinculada con la regulacién
de la masa corporal. El tejido adiposo blanco es el sitio principal de secrecion de
leptina, aunque también pude ser secretada por otros tejidos como la grasa
interescapular, la placenta, los ovarios, el endometrio, el estémago, el hipotalamo, la
pituitaria y las células cancerosas (Ghasemi, Saeidi, Azimi-nejad, & Hashemy, 2019;
Roméan, 2016).

En condiciones fisioldgicas normales la leptina mantiene la homeostasis energética al
influir en la via anorexigena central, ya que alcanza el hipotalamo a través de la
barrera hematoencefélica y actda para reducir la ingesta de alimentos y aumentar el
metabolismo. Los efectos clasicos de la leptina incluyen la disminucion del apetito, el
aumento del gasto de energia y la regulacién de la homeostasis de la glucosa,
independientemente de la implicacion de la insulina, ademas la concentracion sérica
de leptina se correlaciona con el contenido de grasa corporal (Pan et al., 2018; Ray &
Cleary, 2017).

El nivel de leptina en suero sanguineo se encuentra alrededor de los 10 ng/mL en

personas con un IMC normal y puede aumentar hasta 100 ng/mL en personas con

12



obesidad. Algunas condiciones adicionales que pueden afectar los niveles de leptina
son afecciones fisicas, fisiolégicas, quimicas, neuroldgicas y genéticas, como la
alteracion en la masa corporal, balance energético, estado nutricional, tabaquismo,
ejercicio y niveles séricos de moléculas como insulina, glucocorticoides, estrégenos y
testosterona isoproterenol, agonistas del receptor adrenérgico (3, factor de necrosis

tumoral a (TNF-a) y la interleucina (IL) -1 (Ghasemi et al., 2019)

3.1 Receptores de leptina

La leptina ejerce sus efectos bioldgicos mediante su interaccion con los receptores de
leptina (ObR) expresados en el cerebro, asi como en los tejidos periféricos. Los ObR,
pertenecen a la familia de receptores de citoquinas de clase |, se han encontrado en
seis isoformas (ObRa — ODbRf), que presentan un dominio de unién al ligando
extracelular idéntico y difieren en su dominio intracelular (Ghasemi et al., 2019;

Santillan Benitez, Ord6fiez Quiroz, Mendieta Zerén, & Olivan Gomez, 2012)

La isoforma ObRe, conocida como la isoforma soluble del receptor de leptina no
presenta la capacidad de activar vias de sefializacion, pero se ha determinado que su

funcidn principal es controlar los niveles de leptina en suero.

El dominio extracelular de 4 de las isoformas cortas (ObRa, ObRc, ObRd y ObRf) es
idéntico, el cual presenta de 816 a 956 aminoacidos, mientras que para el ObRb es
de 1165 aminoacidos. Las isoformas cortas se caracterizan por presentar un dominio
intracelular formado por un nimero pequefio de aminoacidos que comprende entre
32y 40, mientras que en el ObRDb la region intracelular es de 306 aminoacidos, lo que
le permite activar vias de sefalizacion en el citoplasma mediante el anclaje de
proteinas JAK-2 (J. G. Santillan-Benitez, Quiroz-Ord6fiez & Olivan, 2015)(Santillan
Benitez et al., 2012)

El ObRb, también conocido en humanos como la isoforma larga del receptor de
leptina, posee una region intracelular lo suficientemente grande para activar vias de
sefalizacion en el citoplasma por lo que se considera es la Unica isoforma capaz de
activar vias de sefalizacion y por lo tanto ejercer accion biolégica (Santillan Benitez
et al., 2012; Vadillo Buenfil, Vela Ojeda, Galindo Rodriguez, & Salazar Exaire, 2005).

La leptina induce la actividad de distintas vias de sefalizacion, que incluyen la via
canonica y las vias de sefializacion no canonicas como PKC, JNK 'y cinasa MAP p38.
Estas vias de sefializacion participan en los efectos estimulantes de la leptina en las

caracteristicas del desarrollo del cancer, incluida la proliferacion celular, la apoptosis,
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la migracion e invasion celular, la angiogénesis y la estimulacion vascular (Ghasemi
et al., 2019).

3.2 Leptinay cancer de mama

La hiperleptinemia es un factor que representa un riesgo mayor a padecer o empeorar
el estado del cancer de mama, ya que la leptina es capaz de regular y activar varias
vias de sefalizacion y oncogenes que se encuentran altamente relacionados con

dicho padecimiento (Sadim et al., 2017).

Dentro de estas vias de sefalizacion de la via candnica activadas por la leptina se
encuentran: JAK2-STAT3, proteina cinasa activada por mitogeno (MAPK) vy
fosfatidilinositol 3-cinasa / proteina cinasa B (PI3K / AKT) (Giordano et al., 2016).

Se ha identificado que la leptina es capaz de inducir la proliferacién de las células
cancerosas de mama, pero no lo hace con las células normales de mama, lo cual es
indicativo de que la leptina participa de manera directa en el desarrollo del cancer de
mama (Madej et al., 2016).

Los niveles de leptina son correlacionados positivamente con un aumento en la

mortalidad del cancer de mama (Reddy et al., 2013).

Se ha determinado que la presencia de niveles elevados de leptina en sangre conlleva
a incrementar la incidencia de tumores metastasicos de cancer de mama, lo que
desencadena un peor pronéstico, mayor indice de reincidencia y de mortalidad, ya
qgue la leptina favorece la proliferacion del cancer de mama al activar distintas
funciones celulares como la via de la ciclina D1 y Cdk2, evitando la apoptosis y
favoreciendo los procesos angiogénicos que se encargan de suministrar nutrientes al

tumor y con ello su mantenimiento (Samia, Mohamed, & Marwa, 2016).

En un reciente estudio se determind que la leptina es capaz de inducir a las células a
producir aductos carcinégenos de quinona-DNA: N3-adenina y N7-guanina. Esta
formacion de aductos se debe principalmente a que la leptina actla incrementando
los niveles de CYP1B1, el cual esta relacionado con los procesos de metabolismo del
estrogeno y favorece la produccion de quinonas, ademas de que la leptina disminuye
los niveles de enzimas como la catecol-O-metil transferasa (COMT) y la NADPH
guinona oxidoreductasa 1 (NQO1), que se encargan del proceso de detoxificacion de
guinonas en el organismo y conllevan a la formacién de aductos carcindbgenos en el
DNA (Samia et al., 2016).
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Se ha demostrado que la leptina actia como mitégeno en las células neoplasicas de
cancer de mama y de otros origenes. En las células neoplasicas la leptina activa la
via de sefalizacion JAK2/STAT3, la cual termina con la activacién de genes como lo
son: c-myc (codifica para una proteina MYC que participa en la regulacion de la
apoptosis alterando el ciclo celular en la fase S), cyclin D1(forma complejos con CDK4
y CDKG®6 lo que aumenta al factor E2F en la células permitiendo el paso de fase G1 a
S), p21 wafl (induce resistencia a la apoptosis), c-jun (activa genes que promueven
el crecimiento), jun B(genera defectos en la regulacién de la mitosis celular), erg-1
(activa factores de crecimiento y angiogénesis) y bcl-2 (inhibe la apoptosis), los cuales
estan fuertemente involucrados en el crecimiento y proliferacién celular (Santillan
Benitez et al., 2012; Simone et al., 2016).

Un mecanismo adicional por el que la leptina influye en el cancer de mama es por la
produccién de la interleucina 18 (IL-18) mediante la accion de la via PISK-AKT/ATF-
2, promoviendo metastasis e invasion del tumor. La IL-18 y la accion de los
macrofagos asociados a tumor estimulados por accién de la leptina, son
indispensables para la invasion y migracion de las células de cancer de mama
(Simone et al., 2016).

Existen también algunas condiciones genéticas que pueden influir en la accion de la
leptina sobre el cAncer de mama, que pueden conducir a favorecer al desarrollo de
cancer de mama o al caso contrario disminuir el factor de riesgo, ya que por ejemplo
el polimorfismo en el SNP rs1045895 presente en el gen del receptor de leptina esta
asociado con una disminucién en el riesgo a padecer cancer de mama, mientras que
el SNP rs7799039 presente en el gen de la leptina, conduce a un riesgo incrementado
de padecer cancer de mama y una vez presentado promueve un mayor tamafio del
tumor (Li et al., 2016).

Otro de los mecanismos genéticos asociados con el incremento de leptina en el
organismo es la expresion del gen obASC, el cual estad estrechamente relacionado
con el nivel de leptina en las pacientes con cancer de mama, ya que genera una
sobreexpresion de sus niveles plasmaticos. La expresion de este gen incrementa
ademas la proliferacién, migracién e invasion del receptor de estrégeno positivo. Se
sugiere que la inhibicién de la leptina secretada por el gen obASCs puede resultar en
la reduccion del volumen tumoral y la metastasis a 6rganos distantes, reduciendo la

carga de la obesidad asociada a los canceres de mama (Strong et al., 2015).
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4. Tamoxifeno

El tamoxifeno (2-[4-[(Z2)-1,2-di(fenil)but-1-enil]fenoxy]-N,N-dimetiletanamina) (Figura
1) es un modulador selectivo del receptor de estrogenos que pertenece a la familia de
los inhibidores de aromatasa, utilizado comunmente durante las dos Gltimas décadas
para el tratamiento y prevencion del cancer de mama, teniendo una eficacia
demostrada en la reduccion del riesgo de cancer de mama del 50 %. Actda como
antiestrogénico en tejido mamario interfiriendo con la actividad de los estrégenos,
hormonas que promueven el crecimiento de las células cancerosas en la mama.
Debido a su efecto agonista parcial, el tamoxifeno ejerce efectos beneficiosos sobre
el metabolismo lipidico y 6seo. Su uso durante 5 afios en dosis de 20 mg/dia es la

administracion considerada estandar (Fernandez-Santander et al., 2007).

4.1 Mecanismo de accién del tamoxifeno

El tamoxifeno al ser un farmaco antiestrégenico, actia uniéndose con el receptor de
estrogeno compitiendo con los estrégenos y anulando los efectos biol6gicos de estas

moléculas (Fernandez-Santander et al., 2007).

El complejo tamoxifeno-receptor de estrégeno interacciona con el DNA nuclear y
bloquea la accién de los estrogenos inhibiendo la produccion de factores de
crecimiento. Este mecanismo de accion, puede ser la consecuencia de la incapacidad
del complejo receptor antiestrogéno de activar la transcripcion del DNA ligando
dependiente (Strong et al., 2015).

La administracion de tamoxifeno, impide el desarrollo de tumores implantados y
previene el desarrollo de tumores inducidos, se considera que su accion es citostatica
y no citocida. Cuando se adiciona tamoxifeno a cultivos celulares, se produce un
bloqueo en el paso de la fase G1 del ciclo celular por inhibicion de la proteina cinasa
C, lo que se prevé puede ser la causa de la disminucion de la proliferacién celular

(Fernandez-Santander et al., 2007).

4.2 Tamoxifeno y leptina

En un estudio reciente se observo que la terapia combinada que involucra el bloqueo
del receptor de leptina y el tratamiento con tamoxifeno podria inhibir la proliferacién y
promover la apoptosis en células de cancer de mama, lo que sugiere que la supresion
de leptina podria ser un nuevo medio de eludir la resistencia al tratamiento anti-

estrégeno en el cancer de mama (Dubois et al., 2014; Qian et al., 2015).
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La leptina induce la expresion del gen de la aromatasa, elevando su actividad y
aumentando la sintesis de estrégenos. También se ha demostrado que la leptina
mejora la transcripcion dependiente del receptor de estrégeno a, lo cual favorece una
mayor expresion de dicho receptor y con la produccion in situ de estrégenos, potenciar
la proliferacion de las células cancerosas, e interferir directamente con la accién del
tamoxifeno, ya que ambas moléculas tienen como sitio diana al receptor de estrogeno
(Yom et al., 2013) .

La leptina se ha caracterizado como un factor de crecimiento para el cancer de mama
y también ha promovido la resistencia al tamoxifeno en pacientes con cancer de
mama durante el tratamiento endocrino. A pesar de ello, los mecanismos moleculares
subyacentes a la conversacion cruzada entre la leptina y el tamoxifeno todavia no

estan claros (Jardé et al., 2009).
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Justificacion

Uno de los padecimientos que presenta un elevado indice de prevalencia en la
sociedad actual es el cancer de mama; una patologia que se desencadena debido a
multiples factores genéticos que conllevan a una proliferacion descontrolada de las

células que componen a la glandula mamaria.

Con base a distintos estudios analizados se ha observado que en la terapia con
tamoxifeno a pacientes con cancer de mama, se desarrolla resistencia cuando existe
una elevada expresion de los receptores de leptina, lo que afecta su capacidad para
reducir el nivel de proliferacion de células de cancer de mama. Mediante el empleo
de las lineas celulares MDA-MB 231, MCF-7 y HCC1937 se analiz6 el efecto que
produce la leptina y el tamoxifeno sobre la expresion génica de receptores de leptina,
ya que se ha comprobado que la leptina es una hormona que presenta actividad
proliferativa, mitogénica, antiapoptotica y proinflamatoria, lo que contribuye al
desarrollo de algunos tipos de cancer.

Estos analisis se ven enfocados a identificar las posibles conexiones existentes entre
la leptina, el tamoxifeno, y la expresién génica de los receptores de leptina, lo que
permitiria abrir el panorama que se tiene para relacionar los posibles efectos que
presenta una sobreexpresion de estos receptores en la resistencia al tratamiento de
cancer de mama con este farmaco, administrado en pacientes con receptor de
estrégenos positivo. El estudio también consiste en analizar el efecto de la leptina y
el tamoxifeno en lineas celulares de cancer de mama triple negativo (MDA-MB-231 y

HCC1937), las cuales no presentan los receptores de estrégeno y progesterona.
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Hipotesis

La exposicion de cultivos de lineas celulares de cancer de mama (MDA-MB 231,
MCF-7 y HCC1937) a estandares de leptina incrementara la expresion génica de los
receptores de leptina.

El aumento de leptina y de la expresion de sus receptores inhibira el efecto citostatico

del tamoxifeno, lo que permitira la proliferacion de las células cancerosas.

Objetivo general

Identificar la expresion génica de receptores de leptina y la proliferacion celular en
lineas celulares de cancer de mama (MDA-MB 231, MCF-7 y HCC1937) expuestas a
distintos estandares de leptina y tamoxifeno.

Objetivos especificos

Establecer las condiciones Optimas para realizar los cultivos de las distintas lineas

celulares de cancer de mama.

Realizar los ensayos de proliferacion celular de cada linea celular y exponer a los
estandares de leptina y de tamoxifeno.

Evaluar la proliferacion celular de las distintas lineas celulares tras ser expuestas a la
leptina, tamoxifeno y en combinacion.

Identificar la expresion de receptores de leptina en las lineas celulares después de la
exposicion a la leptina y tamoxifeno.
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Metodologia

Se llevo a cabo un estudio correlacional donde se analizé el efecto de distintas
concentraciones de leptina y tamoxifeno sobre la expresion génica de receptores de
leptina y la proliferacion celular en cultivos de lineas celulares de cancer de mama.

Para esto se llevaron a cabo las siguientes actividades:

1. Cultivo celular

La proliferacion celular se realiz6 en cajas para cultivo de las lineas celulares: MCF-
7, MDA-MB 231 y HCC1937 obtenidas del American Type Culture Collection (ATCC).
Las células se incubaron a 37 grados Celsius en una atmosfera al 5% de COz,
enriqueciendo el medio de cultivo (RPMI Medium 1640, Gibco® Thermo Fisher
Scientific™; Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Caisson Labs, USA) al 10% de
Suero Fetal Bovino inactivado con calor (Fetal Bovine Serum, certified, US origin,
Gibco® Thermo Fisher Scientific™, USA) y 1% de penicilina-estreptomicina.
Adicionalmente, para las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB 231, se enriqueci6 el
medio de cultivo con una concentracion 2 mM de piruvato y para la linea HCC 1937
se utilizd una concentracion 2 mM de glutamina. El medio de cultivo se cambié cada

tercer dia.

1.1 Expansién de las lineas celulares

Cuando la confluencia de las células es superior al 80 %, se debe realizar el pasaje
de las células a dos cajas nuevas para continuar con el cultivo celular. Este

procedimiento se realizd6 mediante los siguientes pasos:

Retirar el medio de cultivo. Lavar dos veces la placa con 3 mL de PBS (pH: 7.4).
Agregar 3 mL de tripsina (Preparada en PBS, 0.5% tripsina, 0.2% EDTA). Incubar 3
minutos. Agregar 3 mL de medio de cultivo. Centrifugar a 800 x g durante 3 minutos.
Retirar el sobrenadante. Agregar 10 mL de medio de cultivo y resuspender el botén

celular. Colocar 5 mL en cada caja de cultivo p60 e incubar.

1.2 Preservacion de las lineas celulares

Retirar el medio de cultivo. Lavar dos veces la placa con 3 mL de PBS (pH: 7.4).
Agregar 3 mL de tripsina. Incubar 3 minutos. Agregar 3 mL de medio de cultivo.
Centrifugar a 800 x g durante 3 minutos. Retirar el sobrenadante. Agregar 1 mL de
medio de cultivo y resuspender el botén celular. Colocar en un crio-vial 1 mL de
suspension celular. Adicionar 100 yL de suero fetal bovino y 100 yL de DMSO.
Congelar a -70 grados Celsius.
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2. Extraccion de RNA de lineas celulares

Se llevo acabo la extraccion de RNA de las lineas celulares: MDA-MB 231, MCF 7 y
HCC1937, previo a la exposicion a leptina y tamoxifeno, utilizando el reactivo TRIzol,

mediante la siguiente metodologia:

Lavar la caja de cultivo con PBS (3 mL) por duplicado, dejando 500 pL de PBS. Retirar
las células mecanicamente con la espatula. Colocar la suspension celular en un tubo
Eppendorf y centrifugar 10 segundos. En simultaneo, en la caja de cultivo se colocé
1 mL de reactivo TRIzol, se dejo actuar 1 minuto. Al tubo Eppendorf con la suspension
celular se le retir6 el sobrenadante y agregd el mL de reactivo TRIzol, previamente
colocado en la caja de cultivo. Llevar al vortex hasta homogeneizar. Congelar a -70

grados Celsius.

Separacion de fase: Incubar 5 minutos a temperatura ambiente. Agregar 0.2 mL de
cloroformo por cada mL de reactivo TRIzol utilizado. Agitar el tubo vigorosamente
durante 15 segundos. Incubar de 2 a 3 minutos a temperatura ambiente. Centrifugar
la muestra a 12,000 x g durante 15 minutos, a 4 grados Celsius. La mezcla se separa
en una fase de fenol-cloroformo de color rojo en la parte inferior, una interfase y una
fase acuosa superior incolora. EI RNA permanece en la fase acuosa. Retirar la fase
acuosa de la muestra, cuidando de no tocar la interfase. La fase fenol-cloroformo

contiene DNA y proteinas.

Aislamiento: Agregar 0.5 mL de isopropanol al 100% a la fase acuosa, por cada mL
de reactivo TRIzol. Incubar a temperatura ambiente por 10 minutos. Centrifugar a
12,000 x g durante 10 minutos a 4 grados Celsius. Observar la formacion de un pellet

en el fondo del tubo

Lavado: Retirar el sobrenadante del tubo dejando sélo el sedimento de RNA. Agregar
al pellet 1 mL de etanol al 75%, por cada mL de reactivo TRIzol usado. Dejar secar el

pellet.

2.1 Cuantificacién de RNA de lineas celulares:

Una vez extraido el RNA de cada una las lineas celulares, previo a su exposicion a
leptina y tamoxifeno, se cuantific6 en un nanofotometro (IMPLEN), utilizando el factor

de dilucion LID 50 y 1uL de muestra.
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3. Sintesis de cDNA:

Se llevé a cabo la sintesis de DNA complementario (CDNA) a partir de 2ug de mRNA
extraido de cada linea celular, previo a la exposicion a leptina y tamoxifeno, por medio
de la reaccion de transcriptasa reversa, de acuerdo al protocolo de uso del kit High
Capacity RNA to cDNA (Thermo Fisher Scientific) emplando las condiciones que se
muestran en la Tabla 1.

Se incubd la reaccion a 37 grados Celsius durante 60 minutos. Se detuvo la reaccion
calentando a 95 grados Celsius durante 5 minutos y posteriormente se enfrio a 4
grados Celsius para su preservacion.

4. Determinacion ICso del tamoxifeno

Se llevo a cabo la proliferacion celular de 5,000 células de MCF-7, MDA-MB 231y
HCC1937 (n=3) en placas de 96 pozos durante 48 horas. Posteriormente cada 24
horas durante 48 horas se lavaron las células con PBS y se adicioné medio de cultivo
fresco (suplementado al 10% de SFB). Se colocaron las siguientes concentraciones
de tamoxifeno: 0.002 uM, 0.02 uM, 0.2 uM, 2 pM, 20 uM y 200 pM.

Al termino de las 48 horas de estimulo se fijaron las células con glutaraldehido
(Glutardialdehyd 25% L6sung in Wasser, Merck Germany) al 1.1% durante 15 minutos
y se adicioné PBS. Las células fijadas se tifieron con Cristal Violeta durante 15

minutos, se lavé la placa con agua y se adicion6 a cada pozo acido acético al 10%.

La placa se ley6 a una longitud de onda de excitacion de 490 nm y una longitud de
emisiéon de 630 nm en un lector de micro-placas (Stat Fax 2100 Microplate Reader,
Awareness Technology Inc.). Posteriormente se analizaron los resultados de
absorbancia obtenidos en cada pocillo, se obtuvo el porcentaje de crecimiento celular
y se determind mediante una curva dosis respuesta la IC50 de tamoxifeno para cada

linea celular.

5. Ensayo de proliferacion

Se llevé a cabo la proliferacion celular de 5,000 células de MCF-7, MDA-MB 231 y
HCC1937 (n=3) en placas de 96 pozos durante 24h y 48h. Posteriormente cada 24h
durante 72h se lavaron las células con PBS y se adicioné medio de cultivo fresco
(suplementado al 5% de SFB) con estimulo de leptina (10ng/mL, 100ng/mL y 200
ng/mL). Adicionalmente se realiz6 otro ensayo empleando dichas concentraciones de
leptina mas un estandar correspondiente con la IC50 de tamoxifeno obtenida
experimentalmente para cada una de las lineas celulares y otro unicamente con el
estandar de tamoxifeno. La disminucion del SFB se realizé para disminuir los factores

de crecimiento que pudieran interferir con la accién de la leptina (Recom Hu Leptin

22



Active, Sino Biological, Thermo Fisher Scientific™, USA) y el tamoxifeno (Sigma-
Aldrich Co. LLC) (Jardé et al., 2009).

Cada 24h posterior al estimulo se fijaron las células con glutaraldehido
(Glutardialdehyd 25% L6sung in Wasser, Merck Germany) al 1.1% durante 15 minutos
y se adiciono PBS. Al término de las 96h de estimulo las células fijadas se tifieron con
Cristal Violeta durante 15 minutos, se lavo la placa con agua y se adicion6 a cada

pozo acido acético al 10%.

La placa se leyo a una longitud de onda de excitacion de 490 nm y una longitud de
emision de 630 nm en un lector de micro-placas (Stat Fax 2100 Microplate Reader,
Awareness Technology Inc.). Se analizaron los resultados de absorbancia obtenidos
en cada pocillo, se obtuvo el porcentaje de crecimiento celular y se realizaron graficas
gue nos permitieron deducir el efecto producido por la leptina y el tamoxifeno en la

proliferacion celular de las distintas lineas celulares de cancer de mama.

6. Analisis de micro-ensayos

La regulacién de la expresion génica de los receptores de Leptina, se evalud por
medio de adicion de leptina y tamoxifeno en las lineas celulares, mediante la siguiente
metodologia propuesta por Jardé y colaboradores (Jardé et al., 2009), con algunas

modificaciones.

Se sembraron 20,000 células de MCF-7, MDA-MB 231 y HCC1937 (n=3) en placas
de 24 pozos durante 48 horas. Después de 24 horas, 48 horas y 72 horas se lavaron
las células con PBS y se adicion6 medio de cultivo fresco (suplementado al 5% de
SFB) con estimulo de leptina (10 ng/mL, 100 ng/mL y 200 ng/mL), otro ensayo con
las mismas concentraciones de leptina mas un estandar de tamoxifeno y otro ensayo
empleando Unicamente el estandar de tamoxifeno. Al término del estimulo se retiro el
medio de cultivo y se adicion6 750 uL de TRIzol® Reagent para llevar a cabo la
extraccion de mRNA de acuerdo al protocolo de uso (Ambion™).

Una vez obtenido el mMRNA se llevo a cabo la obtencion de DNA complementario
(cDNA) a partir de 2 pg de mRNA por medio de la reaccion de transcriptasa reversa
de acuerdo al protocolo de uso (High Capacity RNA-to-cDNA kit, Applied Biosystems)
obteniendo 20 uL de cDNA. EI cDNA de los controles de cada linea celular se utilizé
para determinar por RT-PCR (HotStarTaq DNA Polymerase, QIAGEN, Alemania), la
presencia de mRNA de ObRb (Fw: 5"-GATAGAGGCCCAGGCAT TTTTTA-3, Rv: 5~
ACACCACTCTCTCTCTTTTTGATTGA-3), ObRt, (Fw: 5-CATTT
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TATCCCCATTGAGAAGTA-3", Rv: 5-CTGAAAATTAAGTCCTTGTGCCCA-3"), ER
(Fw: 5-GTGTACAACTACCCCGAGGGC-3, Rv: 5-AAACCCCCCAGGCCGTTG
GAG-3") y aromatasa (Fw: 5-CAAGGTTATTTTGATGCATGG-3", Rv: 5'-AATCCTT
GACAGACTTCTCAT-3"), usando como control el gen 18s (Fw: 5'-
GTCTGTGATGCCCTTAGATG-3", Rv: 5 -AGCTTATGACCCGCACTTAC-3"). EI
proceso de la RT-PCR se llevo a cabo segun las condiciones establecidas en la Figura
2y Tabla 2.

Asi mismo el cDNA obtenido a partir de los estimulos se utilizé para realizar la
determinacién de la expresion génica de los receptores de leptina por PCR en tiempo
real (TagMan Universal Mix Il, with UNG) utilizando sondas TagMan® (Gene
Expression Assays, Applied Biosystems) para ObR (Hs00174497 _m1l) y como gen
control el 18s (Hs03003631 gl) siguiendo las instrucciones del termociclador

LightCycler® 2.0 (Roche Diagnostics).

El programa que se utilizo para realizar la RT-PCR sera a 50 grados Celsius por 2
minutos, 95 grados Celsius por 10 minutos y 40 ciclos a 95 grados Celsius por 15
segundos y 60 grados Celsius por 1 minuto. Para la determinacion del grado de
expresion genética de los receptores de leptina se utilizd el método de cuantificacion
relativa de Pfaffl, basado en la comparacion del CT de un gen constitutivo 18s contra
el gen problema tomando el valor de sus diferencias contra la linea control para cada

muestra (se realizé por duplicado) (Pfaffl, 2004).

7. ELISA

Se realiz6 utilizando el kit para receptor de leptina humano (Human Leptin receptor
ELISA Kit. DEIA8050 Creative Diagnostics) con el siguiente protocolo: Colocar 100
WL de la muestra diluida en solucién buffer a la placa prerrecubierta con anticuerpo
anti-receptor de leptina humano, incubar una hora, vaciar la placa y eliminar el liquido
residual. Agregar 300 uL de solucion de bloqueo a cada pocillo. Incubar durante 15

minutos, vaciar la placa y eliminar el liquido residual.

Agregar 100 uL de solucion de anticuerpo anti-receptor de leptina humano biotinilado
a cada pocillo. Incubar una hora a temperatura ambiente, vaciar la placa y eliminar el
liquido residual. Llenar cada pozo con solucion de lavado, vaciar la placa y eliminar el
liquido residual. Repetir de 3 a 5 veces. Incubar 5 minutos con solucion de lavado;

eliminar el liquido residual.
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Colocar 100 uL de complejo avidina-biotina-peroxidasa (ABC) a cada pocillo, vaciar
la placa. Agregar 100 uL de agente de revelado de color TMB, vaciar la placa. Agregar
100 pl de solucién de paro TMB a cada pocillo. Leer la placa con el lector de micro-
placas (Stat Fax 2100 Microplate Reader, Awareness Technology Inc.) a una longitud
de onda de 450 nm. Se realiz6 una curva estandar de concentraciones conocidas de
receptor de leptina (proteina) y se interpolaron las absorbancias obtenidas en cada

pocillo, para obtener la concentracion de receptor en cada prueba.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizara utilizando ANOVA para las curvas de crecimiento
de cada linea celular. El valor de P<0.05 sera considerado como estadisticamente

significativo. Se emplearan tablas de contingencia y analisis de correlacion.

Para los ensayos de expresion génica se prevee realizar el test de normalidad usando
la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Posteriormente, se realizara la prueba t de Student
para las variables paramétricas y la prueba U de Mann-Whitney para las variables no

paramétricas con un valor p> 0.05 para cada una.

Diagrama de flujo del estudio de receptores de leptina en lineas celulares
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Resultados

1. Cultivo celular

Se llevo a cabo la proliferacion celular en cajas para cultivo (p60) de las lineas
celulares: MCF-7, MDA-MB 231 y HCC1937, obtenidas del American Type Culture
Collection (ATCC).

Las células se incubaron con las condiciones establecidas en la metodologia y
resumidas en la Tabla 3.y sa Y su morfologiaLas caracteristicas morfologicas de las
lineas celulares se compararon con las otorgadas por la ATCC (Figura 3)
comprobadndose que correspondian a las especificaciones de cada una. Para
acondicionar las lineas celulares se emple6 el medio RPMI 1640 como se recomienda
segun las indicaciones de la ATCC, asi mismo se realizé una suplementacion con
glutamina o piruvato segun los requerimientos especiales de cada linea celular.

El uso de suero fetal bovino se empled para aportar nutrientes esenciales y factores
de crecimiento Utiles para el mantenimiento y crecimiento celular, asi mismo se
empleo el antibidtico penicilina-estreptomicina.

Con estas suplementaciones se obtuvieron los mejores resultados en el
mantenimiento y proliferacion de las lineas celulares, obteniéndose las necesarias
para los distintos ensayos a realizar.

2. Cuantificacion de RNA de lineas celulares:

Los resultados obtenidos de la cuantificaciéon de RNA de cada linea celular mediante
el nanofotometro INPLEN son los que se muestran en la Tabla 4.

La relacion A260/A280 se descarta contaminacion con proteinas, mientras que la
relacion A260/A230 descarta contaminacion con compuestos aromaticos empleados
durante la extraccion. Para garantizar buena pureza del RNA extraido la relacion
A260/A280 y A260/A230 debe ser mayor a 1.8.

3. Cuantificaciéon de primers

Se realiz6 la cuantificacién de cada uno de los primers solicitados (Integrated DNA
Technologies) y se determind su molaridad para la estandarizacion de la PCR,
arrojando los resultados mostrados en la Tabla 5.

Se determiné la temperatura de alineamiento (Tm) para cada primer, los resultados
se pueden observar en la Tabla 6. Esto se realiz6 utilizando la herramienta
OligoAnalyzer 3.1, desarrollada por Integrated DNA Technologies bajo las
condiciones mostradas en la Tabla 7.

4. Caracterizacion de receptores en lineas celulares por RT-PCR

En las figuras 4y 5 se observan las bandas electroforéticas obtenidas mediante RT-
PCR para cada uno de los genes de interés que nos permitieron caracterizar las
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distintas lineas celulares y corroborar sus caracteristicas de expresion de algunos
receptores (Tabla 8).

La linea celular MDA MB 231 fue positiva para la expresion a mRNA del receptor de
leptina homologo para las seis distintas isoformas, y para el gen control 18s, por otra
parte fue negativa para la isoforma larga del receptor de leptina, para el receptor de
estrogeno y para el gen de aromatasa.

La linea celular MCF 7 fue positiva para la expresion de mRNA de los cinco genes
probados.

La linea celular HCC 1937 fue positiva para la expresion de mRNA de ambos genes
del receptor de leptina y el gen control 18s, mientras que fue negativa para la
expresion del receptor de estrégeno y el gen de aromatasa.

5. Determinacion de IC50 de tamoxifeno en las lineas celulares

Se analizaron los resultados de absorbancia obtenidos en cada pocillo, se obtuvo el
porcentaje de crecimiento celular y se determiné mediante una curva dosis respuesta
la IC50 de tamoxifeno para cada linea celular, arrojando los siguientes resultados:

La IC50 de tamoxifeno para la linea celular MDA MB 231 fue de 2.23 pM,(Figura 6)
para MCF 7 fue de 10.045 uM (Figura 7) y para la linea HCC1937 fue de 4.579 uM
(Figura 8), estos resultados varian en comparacion a los expresados en la literatura,
ya que al ser un farmaco antiestrogénico solo se ha calculado para la linea MCF 7
donde se reporté una IC50 de 7.09 uM (Center for Molecular Therapeutics,
Massachusetts General Hospital Cancer Center, USA), la variacion corresponde a las
caracteristicas intrinsecas del cultivo celular empleado, la pureza del tamoxifeno y el
meétodo de determinacion, no obstante el resultado obtenido el similar al reportado.

6. Efecto de laleptinay tamoxifeno en la proliferacion de las lineas celulares
de cancer de mama MDA MB 231, MCF 7y HCC 1937

Se llevo a cabo la proliferaciéon de 5,000 células de las lineas celulares MCF-7, MDA-
MB 231 y HCC1937 (n=3) estimulandose dadas las condiciones establecidas en el
apartado de ensayos de proliferacidon, obteniéndose los siguientes resultados:

De manera general en los cultivos de las tres distintas lineas celulares de cancer de
mama se observo un efecto proliferativo positivo, al ser estimuladas con leptina, ya
gue se observo incrementada la proliferacion celular, mientras que al ser estimuladas
con tamoxifeno se encontrd un efecto antiproliferativo.

En el caso del grupo de células estimuladas posterior a 24 horas de crecimiento
(Figura 9) se encontré que para la linea celular MDA MB 231, al ser estimuladas con
leptina se produjo un efecto antiproliferativo en las primeras 24 horas de estimulacion,
ya que la poblacion celular disminuyd un 11.12 % para la concentracion de leptina de
10 ng/mL, 21.42 % para 100 ng/mL y 17.85% para 200 ng/mL, en todos los casos sin
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significancia estadistica (ns), posteriormente a partir de las 48 horas de estimulacion
se observo el efecto contrario pues la proliferacion celular aumento un 20.13% (p<
0.001) para 10 ng/mL, 33 % (ns) para 100 ng/mL y 43.41 % (p< 0.01) para 200 ng/mL
y este mismo efecto se encontr6 a las 72 horas de estimulacion con leptina pues la
proliferacion celular se vio incrementada en 4.65% (p < 0.01) para 10 ng/mL, 21 % (p
< 0.0001) para 100 ng/mL y 54.3 % (p < 0.0001) para 200 ng/mL.

El estimulo con tamoxifeno genera una disminucion de la proliferacién celular en un
37.9% a las 24 horas, 65.1% a las 48 horas y 67.3% a las 72 horas, en todos los
casos sin significancia estadistica. La combinacion leptina-tamoxifeno genera una
disminucion de la proliferacion celular, pero no tan marcada como lo hace el estimulo
Uunicamente de tamoxifeno, para este caso el mayor efecto se encuentra a las 72 horas
donde existié una disminucion del 69.9%(p < 0.0001) para 10 ng/mL de leptina mas
tamoxifeno, 60.6% (p < 0.0001) para 100 ng/mL de leptina mas tamoxifeno y 42.3%
(p <0.0001) para 200 ng/mL de leptina mas tamoxifeno.

En la linea celular MCF7 no se encontro un efecto estadisticamente significativo en la
proliferacion celular durante las primeras 24 y 48 horas de estimulacion, pero durante
las 72 horas posteriores se observo un incremento de 31.17 % (p < 0.0001) para 10
ng/mL, 37.9 % (p < 0.0001) para 100 ng/mL y 44.3 % (p < 0.0001) para 200 ng/mL.
En cuanto a la estimulacion con tamoxifeno el efecto antiproliferativo fue mas marcado
en comparacion con las otras dos lineas celulares, alcanzandose una disminucién de
hasta el 76.12% (ns) en la proliferacion celular, la combinacion leptina y tamoxifeno
tuvo un efecto antiproliferativo, pero en menor proporcion comparado con el efecto
del estimulo Unicamente de tamoxifeno, en este caso no se encontré significancia
estadistica.

En la linea celular HCC 1937 se observé un efecto proliferativo al ser estimuladas con
leptina desde las 24 horas de crecimiento, presentando el mayor crecimiento a las 72
horas de estimulacién alcanzando un aumento de 27.2 % para 10 ng/mL, 127.22 %
para 100 ng/mL y 147.77 % para 200 ng/mL, en todos los casos sin significancia
estadistica. En esta linea celular el efecto del tamoxifeno fue antiproliferativo, pero no
tan marcado, encontrandose una disminucion de la proliferacién celular del 36.51%
sin significancia estadistica, en cuanto al estimulo combinado de leptina con
tamoxifeno se observa un efecto proliferativo, inhibiendo la accion del tamoxifeno.

Para el grupo de células estimuladas posterior a 48 horas de crecimiento (Figura 10)
se encontrd que en la linea celular MDA MB 231 el estimulo de leptina en cualquiera
de sus concentraciones ocasiona un efecto proliferativo desde las 24 horas de
estimulacion, alcanzando un aumento de la poblacion celular de 27.18% (ns) para 10
ng/mL, 10.75 % para 100 ng/mL y 21.12 % para 200 ng/mL, en todos los casos sin
significancia estadistica, este incremento de la proliferacion celular se vio aumentado
por el tiempo de exposicion al estimulo de leptina, a las 48 horas solo se encontr6 un
incremento estadisticamente significativo en el estimulo con leptina a una
concentracion de 10 ng/mL, alcanzando un aumento de 153.24%(p < 0.001), el mayor
efecto a las 72 horas, encontrandose un aumento de 166.6% (p < 0.001) para 10
ng/mL, 272.22 % (p < 0.0001) para 100 ng/mL y 308.33 % (p < 0.0001) para 200
ng/mL, con esta concentracion se encontré una diferencia en la proliferacion celular
entre las 24 y 72 horas de estimulo (p < 0.0001) y entre las 48 y 72 horas (p < 0.0001).
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Por otro lado al emplear el tamoxifeno se observo una disminucion en la proliferacién
celular que fue mayor conforme aumentaba el tiempo de estimulacion, pero sin
significancia estadistica, y se percibié que al combinar leptina con tamoxifeno se
presenta un incremento en la proliferacion, inhibiendo la capacidad del tamoxifeno
para disminuirla, pues se encontrg a las 72 horas de estimulacion que la proliferacion
celular se incrementé en 241.66 % (p < 0.0001) para 10 ng/mL leptina mas
tamoxifeno, 419.44 % (p < 0.0001) para 100 ng/mL leptina mas tamoxifeno y 327.778
% (p < 0.0001) para 200 ng/mL leptina mas tamoxifeno.

En la linea celular MCF7 se observé un aumento de la proliferacién celular al ser
estimuladas con leptina, sin embargo no se encontré un efecto en la proliferacion
celular durante las primeras 24 horas de estimulacion con leptina, durante las 48
posteriores se encontrdé un incremento pero sin significancia estadistica y a las 72
horas posteriores se observo un incremento de 232.2 % (p < 0.0001) para 10 ng/mL,
215 % (p < 0.0001) para 100 ng/mL y 210 % (p < 0.0001) para 200 ng/mL.

En esta linea celular es mas evidente la accion del tamoxifeno, el cual redujo la
poblacién celular en los tres tiempos de estimulacion pero sin significancia estadistica,
posteriormente se puede observar que cuando se administra tamoxifeno en
combinaciéon con leptina, la proliferacion celular es mayor que con el grupo
Unicamente expuesto a tamoxifeno en el estimulo a 72 horas ya que la proliferacion
se incrementa un 43.88 % (ns).

En la linea celular HCC 1937 se observa un incremento de la proliferacion celular al
ser estimuladas con leptina, alcanzando un maximo efecto a las 24 horas de
estimulacion con un incremento de 71.74% para 10 ng/mL, 57.302 % para 100 ng/mL
y 70.31 % para 200 ng/mL en comparacion al control, a partir de las 48 horas se
observa una decremento de la proliferacion.

En esta linea celular el tamoxifeno disminuye la proliferacion alcanzando el maximo
efecto a las 72 horas donde se encontrd una disminucion del 66.7% (ns). Se puede
apreciar el mismo efecto que las dos lineas celulares anteriores, donde al combinarse
leptina con tamoxifeno, la proliferacién celular es mayor que donde solo se estimula
con tamoxifeno. En esta linea celular no se encuentran diferencias estadisticamente
significativas entre los distintos tiempos de estimulacién.

7. Expresién relativa del receptor de leptina en lineas celulares de cancer de
mama MDA MB 231, MCF 7 y HCC 1937 expuestas a leptina y tamoxifeno.

La expresiéon de mRNA del receptor de leptina (ObRb) se determiné en las distintas
lineas celulares que se estimularon con leptina a concentraciones diferentes (0 ng/mL,
10 ng/mL, 100 ng/mly 200 ng/ml), con tamoxifeno (IC50 determinada para cada linea
celular) y en combinacion leptina en sus distintas concentraciones con tamoxifeno,
mediante gRT-PCR, empleando la sonda Tagman ObR (Hs00174497 _m1l) y como
gen control el 18s (Hs99999901 s1), obteniéndose la expresién relativa del ObRb,
como se muestra en las Figuras 11y 12.

En la linea celular MCF-7 (Tabla 9), la expresiéon del ObRb tuvo un aumento del
71.86% (10 ng/mL) en las células tratadas con leptina con respecto al control, no
obstante se observa una disminucion de la expresion del ObRb del 56% para el
estimulo de 100 ng/mL de leptina (P<0.001). Para el estimulo de tamoxifeno se
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observa un aumento del 37.2% en la expresion del gen, con respecto al control,
mientras que para los estimulos de combinacién de leptina con tamoxifeno se
identifico una disminucién de la expresion del gen.

En la linea celular HCC 1937 (Tabla 10) se identifico una disminucion de la expresion
relativa del ObRb todos los casos, notandose que conforme se incrementa la
concentracion del estimulo de leptina es mayor dicho efecto, alcanzandose la maxima
disminucién con el estimulo de 200 ng/mL de leptina que redujo un 68 % la expresion
relativa de ObRDb, pero sin significancia estadistica (P= 0.0763) ..

8. Cuantificacion proteica de ObR por ELISA

Se llevo a cabo la determinacion y cuantificacion de la proteina del receptor de leptina
en el sobrenadante de cada uno de los cultivos estimulados mediante la técnica de
ELISA. Para realizar en el ensayo se utilizé el kit comercial: Human Leptin receptor
ELISA Kit. DEIA8050 Creative Diagnostics, obteniéndose los resultados mostrados a
continuacioén, donde cabe aclarar que a pesar de observarse modificaciones en la
concentracion de la proteina del receptor, no se encuentran diferencias
estadisticamente significativas. La curva estandar (Figura 12) asi como los resultados
de cada medicién se realizaron por triplicado.

En la linea celular MDA MB 231 (Figura 13) se encontré una mayor concentracion de
la proteina del ObR en todos los grupos de células estimuladas en comparacion con
el control, alcanzando la mayor concentracion en los estimulos que incluyen 100
ng/mL de leptina y 100 ng/mL de leptina mas tamoxifeno, con una concentracion de
147.3 pg/mL.

En la linea celular MCF 7 (Figura 14) se encontré una mayor expresion de la proteina
del ObR en todos los casos donde se agreg6 estimulo, sin embargo es de gran interés
gue el estimulo que presenté una mayor concentracion de la proteina fue en el que
se agreg6 Unicamente el tamoxifeno obteniéndose una concentracion de 407.7
pg/mL, mientras que en los ensayos que incluyen leptina se encuentra algo similar a
la linea MDA MB 231 ya que los estimulos que generaron una mayor una expresion
de la proteina fueron los de 100 ng/mL de leptina y 100 ng/mL de leptina mas
tamoxifeno, con concentraciones de 183.1 pg/mL y 215.3 pg/mL respectivamente.

En la linea celular HCC 1937 (Figura 15) se encontr6 una mayor expresion de la
proteina ObR en los estimulos correspondientes a 200 ng/mL de leptina mas
tamoxifeno y solo tamoxifeno, donde se alcanzé la concentracion de 385.7 pg/mL y
397.5 pg/mL respectivamente. Un comportamiento distinto se identificd en el estimulo
gue corresponde a 200 ng/mL de leptina ya que se observé una disminucién en la
expresion de la proteina ObR, encontrandose una concentracion de 110.1 pg/mL lo
gue es menor a la concentracion identificada en el control que fue de 225.3 pg/mL

Discusioén de resultados
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La leptina es una proteina de 16 kDa sintetizada principalmente por los adipocitos,
gue mantiene la homeostasis energética al influir en la via anorexigénica central, sin
embargo, en la obesidad, el incremento de los niveles de leptina en el organismo
participa en distintos procesos fisiopatoldgicos. La leptina actia a través de
receptores transmembranales (ObR), que incluyen 6 isoformas empalmadas
alternativamente, considerandose a la isoforma larga del receptor de leptina (ObRb)
como la mas importante para los efectos de regulacion de la actividad biologica de la
leptina (Ray & Cleary, 2017).

La determinacion de la expresion de mRNA por RT-PCR se realizé para la isoforma
larga del receptor de leptina (ObRb), region homologa para cualquiera de las seis
distintas isoformas del receptor de leptina (ObRt), receptor de estrogeno (ER),
aromatasa (CYP19A1) y el gen 18s en las tres lineas celulares de cancer de mama,
como parte de la caracterizacidon previa a la estimulacion con leptina y tamoxifeno se
determind que en la linea celular MCF7 se expresa el mRNA de los cinco genes de
interés, lo cual es consistente con la descripcion de esta linea celular, ya que como
caracteristica de identificacion expresa el receptor de estrogeno y por ende se
encuentra la presencia de CYP19A1, una enzima que participa en la biosintesis de
estrogenos, del mismo modo se encontré la presencia de mRNA del receptor de
leptina, tanto en la forma homdéloga para cualquiera de las seis distintas isoformas del
receptor, como para la isoforma larga (ObRb), la cual es de interés ya que se
considera como la isoforma que presenta mayor actividad y capacidad de activar vias
de sefalizacion como JAK2/STAT3 debido a los residuos intracitoplasmaticos que
presenta (J. G. Santillan-Benitez, A. Quiroz-Ordéfiezb & Olivanb, 2015)

En la linea celular MCF7 se identifico el maximo aumento de la proliferacion de las
células cancerosas al ser estimuladas con leptina durante 72 horas, posterior a un
crecimiento previo a estimulacion de 48 horas, alcanzando un incremento de la
proliferacion del 232.22% para 10 ng/mL, 315 % para 100 ng/mL y 310 % para 200
ng/mL, lo que indica que la leptina genera un incremento en la proliferacion de esta
linea celular y que después de los 100 ng/mL ya no se encuentra un incremento
significativo, el incremento de la proliferacion celular corresponde con las
caracteristicas reportadas acerca de la activacion de las vias de sefializacién de la
leptina, las cuales contribuyen a la progresion del cancer a través de multiples
mecanismos, ya que se sabe que la leptina activa diversas cascadas de sefalizacion,
como las vias JAK / STAT, MAPK y PI3 quinasa / AKT, la mayoria de las cuales estan
implicadas en la diferenciacion y proliferacion de células cancerosas. Ademas de que
se ha demostrado que el tratamiento con leptina suprime la apoptosis y acelera la
progresion del ciclo celular a través de la induccion de los genes relacionados con el
mismo (Raut et al., 2017).

En esta linea celular se observa un mayor efecto anti proliferativo del tamoxifeno en
comparacion con las otras lineas celulares (MDA MB 231 y HCC 1937), alcanzando
una disminucién del 76.12% en la proliferacion celular, esto debido a que el
tamoxifeno es un farmaco antiestrégenico que actia uniéndose con el receptor de
estrégeno compitiendo con los estrégenos y anulando los efectos bioldgicos de estas
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moléculas, el complejo tamoxifeno-receptor de estrogeno interacciona con el DNA
nuclear y bloguea la accion de los estrégenos inhibiendo la produccion de factores de
crecimiento, lo cual repercute negativamente en la proliferacion celular, ya que las
células cancerigenas dependientes de estrégenos lo utilizan como factor de
estimulacion de proliferaciéon y mantenimiento celular (Fernandez-Santander et al.,
2007).

Existen otro tipo de lineas celulares que pertenecen al tipo de cancer de mama triple
marcador negativo, el cual es una forma agresiva que se caracteriza por la ausencia
de algunos receptores de membrana como el ER, PR y Her-2, lo que conlleva a que
presente opciones de tratamiento limitadas. Por lo tanto, para comprender la base
molecular de este tipo de cancer es crucial el analisis del comportamiento in vitro de
lineas celulares triple marcador negativo, en este estudio se emplearon las lineas
MDA MB 231 y HCC 1937.

En la linea celular MDA MB 231 no se encontro la presencia de mRNA del receptor
de estrégeno, ni de CYP19A1, esto es consistente con la caracteristica de la linea
celular de pertenecer al tipo de cancer triple marcador negativo, por lo cual carece de
la expresion del receptor de estrogeno, progesterona y Her-2. En cuanto a la
presencia de mRNA del receptor de leptina, se encontré Unicamente para la forma
homdéloga general del receptor, por lo que no se puede establecer cudl de las seis
distintas isoformas del receptor es la que se esta expresando en esta linea celular.

En la linea celular HCC 1937, la cual posee una mutacion en el gen BRCA1 se
encontro la presencia de la expresion de mRNA del receptor de leptina en las dos
isoformas analizadas (isoforma larga y homaologa), al igual que en la linea celular MDA
MB 231 no se encontrd presencia de la expresion del receptor de estrogeno ni de
CYP19A1, al ser también una linea celular de cancer de mama triple marcador
negativo.

En las dos lineas de cancer triple marcador negativo se identificé un incremento en la
proliferacion celular al ser estimuladas con leptina, lo que sugiere que al igual que en
la linea celular MCF 7, la leptina participa activando vias de sefializacién que le dan
mayor capacidad proliferativa a este tipo de células, una de estas vias es la
relacionada con Wnt /B-catenina, la cual es clave en el desarrollo de varios tipos de
cancer, ya que la transduccion de sefiales Wnt / B-catenina cumple funciones
fundamentales en la regulacion de la proliferacion y diferenciacion de las células
cancerigenas. La activacion de la via de Wnt / B-catenina se enriquece en diferentes
tipos de cancer de mama. En un estudio reciente Liang et.al; identificaron resultados
similares a los obtenidos en este estudio al encontrar un aumento de la proliferacion
celular en las lineas MCF 7 y MDA MB 231 al ser estimuladas con leptina y asi mismo
se identificd un aumento de los niveles de B-catenina (Liang et al., 2018)

En ambas lineas celulares triple marcador negativo se identific6 que el tamoxifeno
genera un efecto citostatico en la proliferacion celular, lo cual es interesante ya que el
tamoxifeno es un farmaco antiestrogénico y su diana molecular es el receptor de
estrogeno, el cual esta ausente en estas lineas celulares, estudios recientes han
identificado que el tamoxifeno muestra una tasa de respuesta del 10% al 15% en
tumores sin expresion de ER, estos hallazgos sugieren que el tamoxifeno tiene ciertas
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propiedades anticancerigenas independientes del ER. Uno de estos mecanismos es
el que involucra la disminucion de la regulacion del inhibidor cancerigeno de la
proteina fosfatasa 22 (CIP2A) y p-Akt, lo que se correlaciona con la apoptosis inducida
por tamoxifeno en células de cancer de mama ER-negativo, el posible mecanismo
gue contempla la interaccion entre la leptina y el tamoxifeno en estas lineas celulares
se muestra en la Figura 17 (Liu et al., 2014).

En cuanto a la expresion relativa del ObR en las lineas celulares determinadas por
gPCR, se encontro que en la linea celular MCF 7 existe un aumento de la expresion
del receptor en un 71.86% en comparacion con el control para la concentracién de
10 ng/mL de leptina, para las concentraciones de 100 y 200 ng/mL la expresion se ve
disminuida seguramente por un bloqueo de la expresion debido a la saturacion del
receptor por accion de la leptina, es importante notar que cuando la linea celular se
estimula con tamoxifeno se encuentra también un aumento de la expresion del
receptor, esto posiblemente debido a que las células cancerigenas inducen una
mayor expresion del receptor de leptina para mantener su viabilidad y proliferacion,
ya que se ha determinado que las células cancerigenas de mama utilizan las vias de
sefializacion de la leptina como parte fundamental del mantenimiento de su
proliferacion (Haque et al., 2018)

En la linea celular HCC 1937 se encontré una disminucion de la expresion del ObR
en todos los casos de estimulacion en comparacion con el control, esto debido a que
al encontrarse una mayor expresion de la proteina del ObR en esta linea celular, la
expresion de mRNA se ve disminuida, mientras que para la linea celular MDA MB 231
no se identifico la amplificacion del ObR por qPCR, esto debido a que la sonda
empleada no amplifica la secuencia deseada en esta linea celular, ya que esta
enfocada a la deteccién de ObRb, el cual por RT-PCR si fue determinado en las lineas
celulares MCF 7 y HCC1937, pero de igual manera no se detecté en MDA MB 231.

Los niveles de proteina del ObR obtenidos mediante la técnica de ELISA muestran
gue para las lineas celulares MCF 7 y MDA MB 231 se obtuvo mayor concentracion
en comparacion con el control en todos los estimulos, mientras que en la linea celular
HCC 1937 se obtuvo incremento de la concentracion de la proteina al ser estimuladas
con leptina (10 ng/mL) y con leptina mas tamoxifeno en sus distintas concentraciones,
en el caso del estimulo de leptina a 100 y 200 ng/mL se obtuvo una menor
concentracion de la proteina en comparacién con el control, lo que permite definir que
la expresion de la proteina del ObR se sobre expresa en condiciones fisiolégicas
normales y no en un aumento marcado de la concentracién de leptina . Es importante
destacar que en este estudio se determiné que en las tres lineas celulares se observa
una mayor concentracién de la expresion de la proteina de ObR al ser estimuladas
con tamoxifeno, esto corresponde probablemente a la capacidad de las células ER
positivo (MCF 7) y triple marcador negativo (HCC 1937 y MDA MB 231) de
incrementar la expresion del ObR como mecanismo de supervivencia ante el dafio
ocasionado por el agente quimioterapéutico (Haque et al., 2018; Zheng et al., 2013).

La presencia del ObR en las tres lineas celulares corresponde a lo reportado en la
literatura donde se menciona que el ObR es necesario para el mantenimiento y la
renovacion de las células cancerosas (Zheng et al., 2013). Es de gran interés la
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evidencia encontrada acerca de que cuando se coloca el estimulo de tamoxifeno en
combinacion con leptina en las tres lineas celulares se observa mayor proliferacion
celular que cuando se agrega unicamente el tamoxifeno, por lo que se puede definir
gue probablemente las variaciones plasmaticas de los niveles de leptina en mujeres
con cancer de mama y obesidad participan en generar menor sensibilidad a la
quimioterapia y esto conlleva a que se presenten tasas de mortalidad mas altas..
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Conclusiones:

En este estudio se determind que la leptina favorece la proliferacion de las lineas
celulares MCF 7, HCC 1937 y MDA MB 231, notandose un efecto tiempo-dosis
dependiente; asimismo se determind que el tamoxifeno es capaz de generar su efecto
antiproliferativo en las tres lineas celulares, siendo el efecto més notorio en la linea
celular MCF7, la cual es ER positivo.

Se puede observar que la administracion de tamoxifeno en las tres lineas celulares
favorece una mayor expresion de la proteina del ObR.

A nivel de mRNA no se puede corroborar un mismo comportamiento, ya que se
observa una mayor expresion en la linea celular MCF7, mientras que en la linea
celular HCC1937 se observa una disminucion de la expresion del receptor, esto
relacionado con el incremento de la expresion de la proteina y en la linea celular MDA
MB 231 no pudo ser determinada la expresion de mRNA del ObR debido a que en
esta linea celular no se obtuvo el amplificado por la sonda Tagman.

Se observa que la combinacion del estimulo leptina-tamoxifeno genera una
disminucién de la capacidad antiproliferativa del tamoxifeno, lo que conlleva a
proponer que la leptina participa en el mecanismo de resistencia al tratamiento con
tamoxifeno, comunmente observado en pacientes que presentan cancer de mamay
obesidad.
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Figuras
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Figura 1: Estructura quimica del tamoxifeno

HiC O

Representacion de la estructura molecular del tamoxifeno (Fernandez-Santander et
al., 2007)

Figura 2: Condiciones de RT-PCR
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o
303€0 4°C

Diagrama que esquematiza las condiciones del termociclador para llevar a cabo la
RT-PCR, destacandose la duracion y temperatura empleadas en cada ciclo de

amplificacion



Figura 3: Comparacion de la morfologia de las lineas celulares (MCF7, MDA
MB 231y HCC1937)

MCF7 MDA-MB231 HCC1937

Comparacion de la morfologia de las lineas celulares (MCF7, MDA MB 231 y
HCC1937) entre imagenes obtenidas del ATCC (https://www.atcc.org) y fotos propias
tomadas en el microscopio a un aumento de 40X, de los cultivos realizados en este
proyecto.
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Figura 4. Bandas de electroforesis para la identificacion de los genes ObRt,
ObRb y ER en las tres lineas celulares de cancer de mama.

QbRb, QbRt ObRt ObRt ER ER ER ER
MPM MDA MCF HCC N MDA MCF HCC MDA MCE HCC N

300pb,

20080,

100,

Fotografia del gel de electroforesis donde se observan las bandas obtenidas de la
reaccion por RT-PCR de los genes ObRb, ObRt y ER para cada linea celular,
incluyéndose un control negativo. En el elipse blanco se resaltan los resultados
postivos ya que se observa la banda correspondiente al tamafio de pares de bases
esperado para cada gen a identificar



Figura 5. Bandas de electroforesis para la identificacion de los genes
CYP19Aly 18s en las tres lineas celulares de cancer de mama.

Ar Ar Ar Ar 18s 18s 185  18s
MDA MCF HCC N MDA MCF HCC N

MPM

Fotografia del gel de electroforesis donde se observan las bandas obtenidas de la
reaccion por RT-PCR de los genes CYP19A1 (Ar) y el gen constitutivo 18s, para cada
linea celular, incluyéndose un control negativo. En el elipse blanco se resaltan los
resultados postivos ya que se observa la banda correspondiente al tamafio de pares
de bases esperado para cada gen a identificar.
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Figura 6: Determinacion de la IC50 del tamoxifeno para la linea celular MDA
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Figura 7: Determinacion de la IC50 del tamoxifeno para la linea celular MCF 7
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Se muestra la tabla con los resultados del porcentaje de crecimiento para cada
estimulacion con tamoxifeno en la linea celular MCF 7, asi mismo se muestra la curva
dosis-respuesta, con la interpolacién y la ecuacién que describe la IC50 del
tamoxifeno para esta linea celular
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Figura 8: Determinacion de la IC50 del tamoxifeno para la linea celular HCC
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Se muestra la tabla con los resultados del porcentaje de crecimiento para cada
estimulacién con tamoxifeno en la linea celular HCC 1937, asi mismo se muestra la
curva dosis-respuesta, con la interpolacion y la ecuacion que describe la IC50 del
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Figura 9: Ensayo de proliferacion de lineas celulares con tiempo de
crecimiento previo a estimulaciéon de 24 horas.
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Control

10 ng/mL LEP

100 ng/mL LEP

200 ng/mL LEP

10 ng/mL LEP+TAM
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200 ng/mL LEP+TAM
TAM

NEOECOEON

Proliferacion de lineas celulares con tiempo de crecimiento previo a estimulacién de
24 horas y posterior estimulo con leptina y tamoxifeno durante 24, 48 y 72 horas,
donde se puede observar el porcentaje de crecimiento de cada linea celular (n=3),
empleando ANOVA de dos vias como herramienta de andlisis estadistico.

Figura 10: Ensayo de proliferacion de lineas celulares con tiempo de
crecimiento previo a estimulacién de 48 horas
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Proliferacion de lineas celulares con tiempo de crecimiento previo a estimulacion de
48 horas y posterior estimulo con leptina y tamoxifeno durante 24, 48 y 72 horas,
donde se puede observar el porcentaje de crecimiento de cada linea celular (n=3),
empleando ANOVA de dos vias como herramienta de analisis estadistico.
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Figura 11: Expresion relativa de ObR en lalinea celular HCC 1937
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Grafico que muestra la expresion relativa del ObR en la linea celular HCC 1937,

obtenida por gPCR.

Figura 12: Expresion relativa de ObR en la linea celular MCF 7
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Gréfico que muestra la expresion relativa del ObR en la linea celular MCF 7,

obtenida por gPCR



Figura 13: Curva estandar para la calibracién de la prueba ELISA para la
determinacion de ObR

Curva estandar ELISA ObR
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Gréfico de la curva estandar para la determinacion de la proteina del ObR mediante
la técnica ELISA, las determinaciones se realizaron por triplicado.

Figura 14: Concentraciéon de proteina ObR para la linea celular MDA MB 231
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Grafico que muestra la concentracion de la proteina del ObR obtenida mediante la
prueba ELISA para la linea celular MDA MB 231 (n=3)
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Figura 15: Concentracién de proteina ObR para la linea celular MCF 7
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Gréfico que muestra la concentracion de la proteina del ObR obtenida mediante la
prueba ELISA para la linea celular MCF 7 (n=3)
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Figura 16: Concentracién de proteina ObR para la linea celular HCC 1937
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Gréfico que muestra la concentracion de la proteina del ObR obtenida mediante la
prueba ELISA para la linea celular HCC 1937 (n=3)



Figura 17. Propuesta de mecanismo de resistencia al tamoxifeno en lineas
celulares de cancer de mama triple marcador negativo. 49
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Propuesta de mecanismo de resistencia al tamoxifeno en lineas celulares de cancer
de mama triple marcador negativo. ElI tamoxifeno puede ejercer accion
antiproliferativa sobre las lineas celulares triple marcador negativo al estimular la
expresion de PP2A, una proteina supresora de tumor e inhibir la actividad de CIP2A,
la cual favorece la proliferacion de las células cancerigenas. Existen distintas vias de
sefializacion por las que la leptina podria participar en el desarrollo a resistencia al
tratamiento con tamoxifeno, entre ellas JAK2/STAT5, MAPK/ERK, PI3K/AKT vy la
activacion de genes como C-myc, XIAP, MDM2, Bcl-XL, etc. (Liu et al., 2014; Santillan
Benitez et al., 2012)



Tablas

Tabla 1. Condiciones de reaccion de kit High Capacity RNA to cDNA

Componente Volumen/reaccion (pL)
+ RT -RT
2x RT Buffer 10.0 10.0
20x RT Enzyme mix 1.0 -
Nuclease free H20 Q.S. 20 uL Q.S. 20 uL
Muestra (RNA) 9 uL 9 uL
Total 20 uL 20 yL

Tabla 2: Concentraciones de reactivos empleadas para RT-PCR

[]inicial |[] 1x (ML)
Buffer* 2X 1x 12.5
H20 - - 9.5
Oligo Fw (12.5uM 0.5 uM 1
OligoRv [(12.5uM 0.5 uM 1
CDNA %SX/%OUL ] 1

*El Buffer contiene: 50 u/MI Tag DNA polimerasa, 400 Mm de DATP, DGTP, DCTP,
DTTP, 3 Mm MgCI2)



Tabla 3. Condiciones 6ptimas para el cultivo de lineas celulares de cancer de

mama
Cantidad de
Linea celular medio Antibidtico Suplemento
RPMI 1640
0 — . 0
HCC 1937 5 mL 1% penlc:l!lr_]a 2 mM de glutammz?l, 10% suero fetal
estreptomicina bovino
0 — : 0
MCE 7 5 mL 1% penlc:l!lr.]a 2 mM de plruvatoz 10% suero fetal
estreptomicina bovino
0 N . 0
MDA MB 231 5 mL 1% pen|C|!|r.1a 2 mM de plruvato: 10% suero fetal
estreptomicina bovino

Tabla 4: Concentracion de RNA de lineas celulares

Linea celular | CONCENUacion de RNA | 6280 A260/A230
(ng/pL)
MDA MB 231 1113 1.942 2.230
MCF 7 955 1.945 2.148
HCC 1937 676 1.944 2.012




Tabla 5: Concentracién final de los primers empleados para RT-PCR

Primer Concentracién (pg/pL) | PM (g/mol) | Molaridad (uM)

Fw Ob-Rb 0.747 7078.6 105.5293
Rv Ob-Rb 0.910 7822.1 116.3370
Fw Ob-Rt 0.974 6997.6 139.1905
Rv Ob-Rt 0.979 7641 128.1245
Fw ER 0.987 6416.2 153.8293
Rv ER 1.046 6401.2 163.4068
Fw Ar 1.040 6491.3 160.2144
Rv Ar 1.030 6340.2 162.4554
Fw 18s 1.000 6139 162.8929

Rv 18s 1.003 6037 166.1421

Tabla 6: Tm obtenida para cada primer empleado para RT-PCR

Primers | Tm (°C)
Fw Ob-Rb | 64.4
Rv Ob-Rb | 65.6
Fw Ob-Rt | 60.2
Rv Ob-Rt | 65.4

Fw ER 67.4
Rv ER 72.2
Fw Ar 59.8
Rv Ar 60.7
Fw 18s 61.5
Rv 18s 63.5




Tabla 7: Parametros empleados para el calculo de la Tm de los primers.

Parametros
Tipo de objetivo DNA
Oligo conc. 0.5 uM
Na* conc. 50 mM
Mg** conc. 3mM
dNTPs conc. 0.4 mM

Pardmetros empleados en la herramienta OligoAnalyzer 3.1 (Integrated DNA
Technologies) para el célculo de la Tm de cada primer

Tabla 8. Caracterizacion de las lineas celulares para los genes por RT-PCR

Gen a;%rnggﬁ ?peb) MCF7 | MDA MB 231 | HCC 1937
ObRb 186 + i
ObRt 273 + +
ER 140 + ] 3
CYP19A1 100 + ] 3
18s 177 + + +

Resultados de la caracterizacion de las lineas celulares para los genes ObRt, ObRb,
ER, CYP19Aly 18s por RT-PCR



Tabla 9:

Cuantificacion relativa de ObR en la linea celular HCC 1937

Cr ObRb 18S ACT AACT
Ctrl 1 30.68 9.3 21.38 -0.03
Ctrl 1.1 30.75 9.32 21.43 0.02
Cr ObRb 18S ACT AACT Expresion Relativa ObR
Ctl 21.41 0.00 1.00000
10 LEP 31.26 9.31 21.95 0.55 0.68539
10 LEP 31.16 9.3 21.86 0.45 0.72951
100 LEP | 30.71 8.16 22.55 1.15 0.45219
100 LEP | 30.75 8.16 22.59 1.19 0.43982
200 LEP | 33.81 | 10.87 22.94 1.54 0.34508
200 LEP | 34.04| 10.89 23.15 1.75 0.29833
TAM 31.88 9.19 22.69 1.29 0.41037
TAM 31.95 9.27 22.68 1.28 0.41323
10 LEP TAM | 31.82 9.01 22.81 1.41 0.37762
10 LEP TAM | 31.57 0.18 22.39 0.98 0.50523
100 LEP
TAM 31.64 9.33 22.31 0.91 0.53403
100 LEP
TAM 31.8 9.39 22.41 1.01 0.49827
200 LEP
TAM 34.28 | 11.23 23.05 1.65 0.31975
200 LEP
TAM 3435 ] 11.23 23.12 1.72 0.30460

Resultados de los CT obtenidos por gPCR para el gen del receptor de leptina y el
gen 18s (ObRb) en la linea celular HCC 1937. Se muestran los resultados de los
célculos de ACT y AACT empleados para obtener la expresion relativa del ObR
mediante el método de Pfaffl.



Tabla 10: Cuantificacion relativa de ObR en la linea celular MCF 7

Cr ObRb 18S ACT AACT
Ctl1 27.86 7.17 20.69 -1.38
Ctl1.1 30.65 7.2 23.45 1.38
Cr ObRb 18S ACT AACT | Expresion Relativa ObR
Citl 22.07 0.00 1.00000
10 LEP 30.84 9.49 21.35 -0.72 1.64718
10 LEP 30.63 94 21.23 -0.84 1.79005
100 LEP 32.6 9.92 22.68 0.61 0.65520
100 LEP | 33.59 9.9 23.69 1.62 0.32534
200 LEP | 33.05 9.54 23.51 1.44 0.36857
200 LEP | 32.71 9.63 23.08 1.01 0.49655
TAM 30.28 8.92 21.36 -0.71 1.63580
TAM 30.84 8.92 21.92 -0.15 1.10957
10 LEP
TAM 30.46 8.07 22.39 0.32 0.80107
10 LEP
TAM 30.65 8.21 22.44 0.37 0.77378
100 LEP
TAM 32.78 10.28 22.50 0.43 0.74226
100 LEP
TAM 33.16 104 22.76 0.69 0.61985
200 LEP
TAM 30.82 8.96 21.86 -0.21 1.15669
200 LEP
TAM 30.9 9.18 21.72 -0.35 1.27456

Resultados de los CT obtenidos por gPCR para el gen del receptor de leptina y el
gen 18s (ObRDb) en la linea celular MCF 7. Se muestran los resultados de los calculos
de ACT y AACT empleados para obtener la expresion relativa del ObR mediante el
método de Pfaffl.



Tabla 11: Concentraciéon de proteina ObR obtenida mediante la prueba ELISA
paralalinea celular MDA MB 231

Concentracion
estimuo | ABs | Goncertracion| - fnal
(pg/mL)
Control 0.0475 43.33 86.66
10 LEP 0.05 54.16 108.33
100 LEP 0.054 71.5 143
200 LEP 0.05 54.16 108.33
10 LEP TAM 0.053 67.16 134.33
100LEP TAM 0.053 67.16 134.33
200LEP TAM | 0.0485 47.66 95.33
TAM 0.051 58.5 117

Tabla 12: Concentracién de proteina ObR obtenida mediante la prueba ELISA
para la linea celular MCF 7

Estimulo ABS Concentracion| Concentracion final
ODbR (pg/mL) ObR (X2) (pg/mL)
Control 0.048 455 91
10 LEP 0.0555 78 156
100 LEP 0.059 93.16 186.33
200 LEP 0.0585 91 182
10 LEP TAM 0.055 75.83 151.66
100LEP TAM 0.062 106.16 212.33
200LEP TAM 0.061 101.83 203.66
TAM 0.0955 206.10 412.20




Tabla 13: Concentraciéon de proteina ObR obtenida mediante la prueba ELISA

paralalinea celular HCC 1937

Estimulo ABS Concentracion Concentracion final
ODbR (pg/mL) ODbR (X2) (pg/mL)
Control 0.0635 112.66 225.33
10 LEP 0.067 127.83 255.66
100 LEP 0.0615 104 208
200 LEP 0.063 110.5 221
10 LEP TAM 0.07 140.83 281.66
100LEP TAM | 0.064 114.83 229.66
200LEP TAM | 0.0875 187.88 375.76
TAM 0.092 198.13 396.26
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