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RESUMEN

Las células del carcinoma mamario interactian en forma permanente con un
microambiente tumoral complejo. Un componente determinante de este microambiente
son las células estromales, quienes establecen una conversacién cruzada con las
células del epitelio tumoral. La familia de las quimioquinas (citoquinas con propiedades
pro-migratoras) y otros factores solubles como TGF-B1 y HGF, entre otros, regulan
parte importante de esta interaccién. En nuestro Laboratorio hemos descrito
recientemente que el tenor oxidativo estromal modula [a actividad de estos factores
solubles vy, con ello, la progresién tumoral. En el presente seminario de titulo se
investigaron los mecanismos a través de los cuales se regula la generacién de estas
sefalizaciones paracrinas y cdmo esto afecta la progresién del tumor. Como modelos
biolégicos se utilizaron dos pares de lineas celulares epitelio / estroma: un par que
busca representar la condicién de interaccién epitelio - estroma en la mama (lineas
MCF-7 / RMF-EG) y otro que representa la interaccién epitelio mamario - estroma
secundario (tejido dseo) (lineas MDA-MB-231 / HS-5). Se determiné que el MC por
células epiteliales modula la expresion de SDF-1 en ambas lineas estromales y que en
particular el MC MDA-MB-231 estimularia la expresion de SDF-1 en células HS-5 a
través de TGF-B1. Adicionalmente se observé que ambos MC estromales modulan la
expresién de novo del receptor CXCR4 en las lineas epiteliales respectivas, en el caso
MCF-7 / MC RMF-EG lo haria mediante SDF-1 y en escalas de tiempo cortas
(alrededor de 6 hrs) y en el caso MDA-MB-231 / MC HS-5 posiblemente mediante

trans-activacién de CXCR4 por medio de HGF.




ABSTRACT

Mammary carcinome cells permanently interact with a complex tumor
microenvironment. One of the key playing components of this microenvironment are the
stromal cells who establish a crossed talk with the tumor epithelial cells. The chemaokine
protein family (cytokines with pro-migrating properties) and other solubie factors such
as TGF-B1, and HGF among others, regulate much of this interaction. [n our Laboratory
we have recently described that the stromal redox state modulates the activity of this
soluble factors and, thus tumoral progression. In the following seminar we investigated
the mechanisms through which this paracrine signaling is generated and how does it
affect tumoral progression. As biological models, we used two pairs of epithelia / strome
cell lines: one that seeks to represent the epithelia — strome interacting condition found
fn breast (MCF-7 / RMF-EG cell lines) and other representing the interaction between
mammary epithelium and secondary strome found in bone tissue (MDA-MB-231 / HS-5
cell lines}. It was determined that epithelial CM modulates SDF-1 expression over both
stromal cell lines, and particularly MDA-MB-231 CM stimuli over SDF-1 expression in
HS-5 cells would act through TGF-B1. Additionally we observed that both stromal CM
modulate de novo expression of CXCR4 receptor over their respective epithelial cell
lines, in the case of MCF-7 / RMF-EG CM would act through SDF-1 and at short time
scales (around 6 hrs.) and in the case of MDA-MB-231 / HS-5 would possibly act

through trans activation of CXCR4 through HGF.




INTRODUCCION

A nivel mundial el cancer de mama corresponde al 10,4% de la incidencia total de
cancer en mujeres, convirtiéndolo en el segundo carcinoma mas comun y la quinta
causa mas frecuente de muerte asociada a cancer (World Heaith Organization., 2009).
Los carcinomas son comunidades complejas de células mutuamente interactuantes
que presentan una falla progresiva en los mecanismos homeostaticos, que causa la
expansion inapropiada del componente epitelial y que, en casos avanzados, puede
producir diseminacién de éste a sitios distantes, fenémeno conocido como metastasis.
Este fenémeno constituye la mayor causa de muerte y morbilidad en todas las formas
de cancer (Xie y col., 2009),

Para generar metéastasis, la célula tumoral debe superar una serie de barreras
estructurales. En primer lugar, en el microambiente fumoral inmediato, toma contacto
con fibroblastos asociados al tumor y luego con el tejido conectivo subyacente, a
medida que avanza en direccion al torrente sanguineo. La interaccién de las células
tumorales con los fibroblastos estromales influye de manera determinante en la
posibilidad de que la célula tumoral despliegue su potencial maligno (Egeblad y col.,
2005).

El tejido dseo es el sitio con mayor frecuencia de metastasis tanto del carcinoma
prostatico como mamario, constituyendo este rasgo un factor de aumento en el riesgo
de muerte por estos tipos de cancer (Costa y Major, 2009).

La capacidad de la célula epitelial de realizar metastasis, esta determinada por una
serie de mecanismos que involucran no sélo a la propia célula de carcinoma sino

también al microambiente que rodea al tumor conformado por las células estromales,




los productos de su actividad secretoria y la matriz extracelular (MEC) (Sengupta y col.,
2009).

Las células de carcinoma coexisten con un estroma complejo compuesto por variados
tipos de células no epiteliales que incluyen células inmunes, microvasculares y células
estromales como fibroblastos. Este complejo multicelular y la MEC que lo rodea,
constituyen el lamado microambiente tumoral (Bissell y Radisky, 2001; Mueller y
Fusenig, 2004). Una vez establecido este contacto, las células epiteliales y del estroma
participan en una interaccién funcional comandada por sefiales quimicas en las que,
muy probablemente, los productos de secrecién de una afectan el comportamiento de
Iz otra (Beacham y Cukierman, 2005; Proia y Kuperwasser, 2005).

Existe una vasta evidencia clinica que apoya la contribucion del estroma al desarrollo
de una gran variedad de tumores. Asi, por ejemplo, se ha descrito una mayor
incidencia de formacién de tumores en tefidos que han sido expuestos a una
Inflamacion crénica asi como también en aquellos tejidos sometidos a procesos de
cicatrizacién de heridas, en los que el estroma juega un papel central (Jacobs y coi.,
1999; Coussens y Werb, 2002). En modelos de tumorigénesis en ratones se ha
demostrado que tanto las células inflamatorias y vasculares como también las
fibroblastos, ayudan activamente al crecimiento del tumor (Tisty, 2001; Bhowmick,
Neilson, y col., 2004). La interaccion tumor-estroma influye también en el crecimiento
tumoral por medio de la regulacién de la angiogénesis o suprimiendo/destruyendo la
respuesta inmune del huésped o bien modulando la matriz extracelular. La mayoria de
estas interacciones involucran la produccién de moléculas sefalizadoras, gue actian
sobre las células epiteliales alterando su fisiologia celular a favor del crecimiento

tumoral (Olumiy col., 1999; Liotta y Kohn, 2001; Proia y Kuperwasser, 2005).




1.1. Fibroblastos Estromales e Interaccion con el Carcinoma.

Entre las células estromales que interactan con el tumor, destacan por su abundancia
y funcionalidad los fibroblastos tumorales, fambién conocidos por su sigla en inglés
CAFs (cancer-associated fibroblasts) (Micke y Ostman, 2005; Proia y Kuperwasser,
2005; Baglole y col., 2006). La respuesta de las células de carcinoma a los fibroblastos
depende de muchos factores, que incluyen la naturaleza y el grado de las lesiones
oncogénicas en las células tumorales, y del tiempo y estado de activacién de los
fibroblastos (Olumi y col., 1999; Kuperwasser y col., 2004; Bhowmick y Moses, 2005;
Campisi, 2005; Baglole y col., 2006).

La respuesta del tumor a los fibroblastos puede tener caractetisticas contradictorias.
Se ha identificado que células provenientes de un tejido normal expresan una actividad
supresora del tumor, situacion que cambia hacia una propiedad promotora del tumor a
medida que la carcinogénesis progresa (Proia y Kuperwasser, 2005). Este cambio en
el fenotipo se asocia —entre otros- con un fendmeno llamado activacion fibroblastica,
mediante el cual se da origen a un nuevo fenotipo de fibroblastos modificados
irreversiblemente y que exhiben propiedades promotoras del tumor, llamados
miofibroblastos (Beacham y Cukierman, 2005). Es asi como, en el estroma de muchos
tumores humanos de mama invasivos, se ha observado una gran acumulacién de
miofibroblastos, positivos para a-actina de misculo liso (a-sma) que constituye un
marcador caracteristico de este fenotipo activado (Sappino y col.,, 1988; Beacham y
Cukierman, 2005). Los miofibroblastos también existen en areas de cicatrizacion e
inflamacidn crénica y se les asigna un rol crucial en la reparacién de heridas dadas sus

propiedades contréctiles, su capacidad de promover la angiogénesis, produccion de




matriz extracelular y la secrecién de factores de crecimiento y citoquinas (Serini y
Gabbiani, 1999; Mueller y Fusenig, 2004). Un analisis histologico de muestras
tumorales y teifido en cicatrizacion, muesira una gran similitud entre ambos
especimenes, encontrandose en ambos gran cantidad de miofibroblastos (Dvorak,
19886).

Trabajos recientes indican que los fibroblastos estromales extraidos de muestras
tumorales humanas son capaces de secretar una serie de factores de crecimiento con
potencial de malignizacién epitelial como SDF-1 (Factor Derivado de Estroma 1) y HGF
(Factor de Crecimiento de Hepatocitos), ademas de producir una importante alteracion
de Ia abundancia relativa de MEC, que contribuye a la rigidez del microambiente y a la
generacion de un contexto de sefializacion proclive a la progresién tumoral (Olumi y
col., 1999; Egeblad y col., 2005; Orimo y col., 2005; Paszek y col., 2005; Baglole y col.,
2006). De ello se deduce que la diferenciacion miofibroblastica es inducida por el
tumor, e! que responde creando condiciones microambientales que favorecen la
progresion tumoral.

Los CAFs provenientes de carcinomas mamarios difieren de sus homodlogos
localizados fuera de las masas tumorales y de los fibroblastos obtenidos de
reducciones mamarias en multiples aspectos funcionales importantes (Orimo y col.,
2005):

i) Los CAFs provenientes de carcinomas mamarios humanos invasivos son més
competentes que los fibroblastos normales en el estimulo del crecimiento de
células de cancer de mamas.

ii) Incluyen una mayor proporcion de miofibroblastos que exhiben altos niveles de

expresion de a-SMA y capacidad para contraer colageno.




i) En experimentos In vivo, e inoculados con células tumorales mamarias,
producen tumores altamente vascularizados en contraste a los fumores
pobremente vascularizados generados por adicion de fibroblastos normales.

iv)  Liberan niveles mayores de SDF-1 (CXCL12) quimioguina responsable, entre
otras funciones, del reclutamiento de células progenitoras endoteliales (EPCs)
en la masa tumoral, impulsando asi la angiogénesis tumoral. Adicionalmente
este factor produce también un aumento del crecimiento tumoral por un
estimulo paracrino directo a través de su receptor CXCR4 presenie en las
células tumorales mamarias, develando asf un segundo papel de SDF-1 en el
estimulo de la progresidn tumoral in vivo (Fig. 1).

v) Tanto las propiedades promotoras del tumor, como las propiedades
miofibroblasticas de los CAFs existen de manera estable en estas células en

ausencia de contacto con células de cancer de mama.
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Figura 1. Esquema de los efectos pro-tumorales provocados por fibroblastos estromales
dentro de carcinomas mamarios invasivos (Orimo y Weinberg, 2006).

En la figura se observa el efecto de la secrecién del Factor Derivado de Estroma 1 (SDF-1) por
parte de las células estromales (CAFs) sobre la progresién del tumor. Su efecto paracrino
afecta sobre la expresion de su propio receptor (CXCR4) y endocrinamente estimula el

reclutamiento de células progenitoras endoteliales (EPCs), aumentando la vascularizacion y
promoviendo asi la progresion tumoral.

La propuesta mayormente aceptada vigente en la actualidad es que las células del
carcinoma reclutan fibroblastos normales en su entorno y luego estimulan su
conversion en miofibroblastos lo que promueve el crecimiento y progresién tumoral.
Cabe destacar que las células del carcinoma reclutan ademas macréfagos y células B
las que, en lugar de exhibir respuestas citotoxicas ante el tumor, facilitan su

crecimiento (Balkwill y col., 2005; de Visser y col., 2006).




1.2. Rol de Jas Quimioquinas y el Eje SDF-1 CXCRA4.

Se ha identificado que moléculas del tipo citoquinas quimiotacticas o quimioguinas
pueden jugar un rol central en el fenomeno metastésico (Muller y col., 2001).

Existen aproximadamente 45 familias de quimiogquinas (Rossi y Zlotnik, 2000)
organizadas en 4 grupos identificados por sus motivos cisteina N-terminales (CXC, CC,
C y CX3C). En su mayoria son proteinas basicas, con sitios de unién de heparina cuya
principal funcion es la de inducir la migracion celular, principaimente de varios tipos de
leucocitos (Koizumi y col., 2007). La actividad de las quimioquinas est4 determinada
por su unioén a receptores especificos que, en su totalidad, pertenecen a la categoria
de receptores acoplados a proteinas G (GPCR) con 7 dominios transmembrana
(Koizumi y col., 2007). Al receptor quimioquina 4 de la familia CXC (CXCR4), se le ha
atribuido un papel relevante en la migracién de la célula tumoral {(Muller y col., 2001).
Mas de 23 diferentes tipos de tumores humanos expresan CXCR4 (Murakami y col,,
2004; Zlotnik, 2004), por lo que su expresion ha sido motivo de intenso estudio con
vistas a una aplicacion terapéutica (Muller y cal., 2001). Altos niveles de expresién de
CXCR4 en variados tipos de células de cancer humanos estan clinicamente asociados
con un mal prondstico (Kang y col., 2003; Marchese y col., 2003). Por otra parte,
CXCR4 expresado ectopicamente en células de cancer estimula el crecimiento del
tumor primario en modelos de xenoinjerto en ratas (Helbig y col,, 2003).
Adicionalmente se ha identificado que la alta expresién de CXCR4 en pacientes con
tumores primarios HER-2 negativos, sugiere un peor pronéstico (Mizell y col., 2009).

La quimioquina CXCL12, también conocida como SDF-1a es una quimioquina

homeostatica del tipo CXC a la que se le ha asignado un papel importante en Ia




hematopoyesis (Hartmann y col., 2005}, en el desarrollo y organizacion del sistema
inmune y en la sobrevida y crecimiento de una variedad de tipos celulares normales y
malignos (Begley v col., 2007). SDF-1 reconoce como su receptor a CXCR4 y también
a CXCR?7, teniendo similares efectos ambas interacciones (Maksym y col., 2009).
Datos experimentales sugieren que la interaccion CXCR4 — SDF-1 generaria cambios
conformacionales en CXCR4 que afectan de manera especifica la heterodimerizacién,
indicando la complejidad del mecanismo regulatorio funcion-dimerizacion, de esta
guimioquina (lsik y col., 2008). Se ha identificado que el par SDF-1/CXCR4 esta
involucrado en el desarrollo de varios subgrupos de células inmunes y sus procesos de
migracion {Rossi y Zlotnik, 2000).

En forma adicional a su papel como organizador y estimulador de la migracion en
células inmunes, se ha estudiado que el eje SDF-1/CXCR4 juega un papel importante
en la metéstasis de cancer de mamas a nodos linfaticos (Muller y col., 2001).
Pronunciadas gradientes de SDF-1 generados de manera [ocal por células endoteliales
y fibroblastos presentes en lesiones isquémicas atraen células progenitoras que
expresan CXCR4, en particular células progenitoras hematopoyéticas (HPCs) y
endoteliales (EPCs), y posiblemente células de tejido progenitor al sitio de la lesidn,
facilitando la reparacién a través del estimulo de la angiogenesis y la consiguiente
regeneracion de los compartimentos celulares epiteliales (Askari y col., 2003; Schober
y col.,, 2003). Se ha demostrado que este mismo mecanismo opera en tumores,
indicando una semejanza biolégica entre ambes estromas (Orimo y col., 2005).

Tanto en tumores primarios de mama como en lineas celulares invasivas, la expresion
de receptores CXCR4 funcionales se asocia con el nivel de malignidad (Muller y col.,
2001; Tan y col., 2008). Este hecho, ademas de facilitar el fenomeno metastasico,

parece ser responsable del crecimiento del tumor primario (Chen y col., 2003; Liang y




col., 2004; Smith y col., 2004; Lapteva y col., 2005; Liang y col., 2005). Por otra parie,
el tratamiento de células tumorales mamarias con anticuerpos monoclonales anti-
CXCR4 inhibe de manera efectiva la capacidad metastésica de estas células anto a
pulmén como a nodos linfaticos (Tan y col., 2008). SDF-1 (0 CXCL12), ligando de
CXCR4, es mayoritariamente secretado por fibroblastos estromales y constituye un
factor paracrino que estimula especificamente [a proliferacion dependiente e
independiente de quinasas reguladas por sefalizaciones extracelulares (ERK 1,2) en
células epiteliales (Begley y col., 2005; Wang y col., 2005). Ademas, SDF-1 media una
respuesta transcripcional en células epiteliales que estimula directamente la expresién
de genes codificantes para proieinas involucradas en [a proliferacién ceiular,
metastasis tumoral y motilidad celular y reprime directamente la transcripcion de genes
codificantes de proteinas involucradas en adhesién célula-célula y resistencia a
apoptosis (Begley y col., 2007). En sintesis la sefalizacion mediada por SDF-1 activa
rutas que estimulan la transcripcién génica y proliferacién celular, dentro de las que se
incluyen la ruta MAPK/ERK1,2 y la expresion de MMP-13 (metaloproteinasa de Ia
mafriz 13) (Begley y col., 2005; Wang y col., 2005; Tan y col., 2008) en un proceso que
es inhibido por el tratamiento con AMD3100, droga antagenista de CXCR4 (Tan y col.,
2008).

La expresion de CXCR4 en [a superficie celular esta regulada a distintos niveles
incluyendo el control de la transcripcion de CXCR4 (Kang v col., 2003; Castellone y
col., 2004) y la internalizacién del receptor luego de Ia unién a ligande {Marchese y col.,
2003). De manera interesante, se ha demostrado que microambientes de paniculo
adiposo mamario y hueso inducen la expresion génica de CXCR4 en células de cancer

de mama {Helbig y col., 2003; Kang y col., 2003).
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1.3. Papel de Ia Senalizacién por TGF-B en la Progresion Tumoral.

TGF-B pertenece a una familia de factores de crecimiento pleiotropicos que juegan
papeles importantes en la mantencién de la homeostasis normal de los tejidos
(Massague, 2000). TGF-B es una citoguina multifuncional que inhibe la proliferacion de
la mayoria de las lineas celulares epiteliales y también es responsable de la produccién
del fenémeno fibrético tisular a través de la induccién de miuiltiples proteinas de la
matriz extracelular.

TGF-B sefializa en las células blanco luego de unirse a receptores con actividad serina-
treonina quinasa especificos (Massague, 2000; Paszek y col., 2005). Estos receptores
transmembrana constituyen un complejo receptor heterodimérico compuesto por dos
cadenas: el receptor de TGF-B tipo | (ALK 1-5) y el receptor de TGF-B tipo Il (TRl y
TBRII respectivamente), que luego activa cascadas de sefializaciones intracelulares
que incluyen la via candnica de sefializacién Smad2/3 y vias de sefializacion
alternativas tales como p38 mediado por TAK1 o sefializacion JNK (Massague, 2008).
TBR! transfosforila TRRI y este dltimo activa proteinas Smad reguladas por receptor
(R-Smads) (Heldin y col., 1997), especificamente Smad2 y Smad3, mientras que los
receptores BMP tipo | inducen fosforilacion de Smad1, § y 8 (Miyazawa y col., 2002).
Los R-Smads activados forman complejos con Smad4 y se translocan en el niicleo
(Heldin y col., 1997), donde interacttan con multiples factores de transcripcion, co-
activadores y co-represores transcripcionales de genes blanco (Nishihara y col., 1998,
Akiyoshi y col., 1998).

La desregulacion de la sefializacién de TGF-B se ha relacionado con el proceso
carcinogénico en muchos 6rganos. En el franscurso de [a progresion del cancer, TGF-8

usualmente pasa de un papel supresor del tumor al inicio de la carcinogénesis a uno
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promotor en las etapas avanzadas de la progresion tumoral (Massague, 2008). En el
embridn, se observa frecuentemente expresion de TGF-$ en sitios donde ocurren
interacciones mesenquima-epitelio {Timme y col., 1994), sugiriendo que TGF- podria
actuar como un mensajero importante entre estos dos compartimientos. En apoyo de
esa funcidn, la pérdida genética de respuesta ante TGF- en fibroblastos esta asociada
conh una expresion aberrante de factores de crecimiento y citoquinas de parte de los
fibroblasfos, resultando en el desarrollo de lesiones malignas y premalignas en
miultiples epitelios suprayacentes en estémago, préstata y mama (Bhowmick, Chytil, y
col., 2004; Bhowmick y Moses, 2005; Cheng y col, 2005). Sin embargo, la
sobreexpresion forzada de TGF-B en fibroblastos los lleva a promover la extension de
células de epitelio mamario humano (Kuperwasser y col., 2004). Estas interacciones
genéticas implican la existencia de mecanismos homeostaticos balanceados, entre los
fibroblastos y el parénquima epitelial, basados en la actividad senalizadora de TGF-B.
Trabajos previos de nuestro grupo han permitido identificar en tumores mamarios
humanos invasivos el origen predominantemente epitelial de TGF-f en el frente
invasivo tumoral (Guerrero y col., 2010). Tomando esa informacion en consideracion,
hemos postulado un modelo que supone que factores generados por las células de
carcinoma —enfre los que TGF-f juega un papel central- activan mecanismos
estromales que predisponen la generacidn de sefiales paracrinas que promueven la

malignidad celular.
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1.4. Tenor Oxidativo y el Desarrollo del Cancer.

Se ha descrito que el equilibro oxidativo intracelular determina el progreso de
numerosas enfermedades inflamatorias sistémicas (Kumar y col., 2008). El nivel redox
tisular, depende de la actividad mitocondrial y de la actividad de una familia especifica
de enzimas conocidas como NADPH oxidasas (NOX), enzimas descritas originalmente
en células fagociticas y que, ademas, desempefian un papel importante en la
sefializacion de células no asociadas a la funcion fagocitica (Kumar y col,, 2008) . En
algunas especies celulares se ha identificado que algunas NOX tienen en su estruciura
polimérica !a molécula Rac1 lo que ha permitido asociar la actividad generadora de
especies reactivas de oxigeno (ROS) con [a motilidad celular (Tobar y col., 2008).

Las NOX representan un sistema generador de ROS regulado cuya principal funcién
reside en servir como elementos de sefalizacion (Kamata, 2009). El principal producto
de la actividad NOX es el anién superdxido que es rapidamente convertido en peréxido
de hidrégeno (Liochev y Fridovich, 2007). Una gama de proteinas con funciones
especificas, son blanco de la oxidacion infracelular a través de oxidacion reversible o
irreversible de residuos cisteina redox-sensibles, dependientes de catalisis por metales
pesados. Tal es el caso de una serie de Fosfo-tirosin fosfatasas cuya inhibicién por
oxidacion genera un aumento de la vida media de la fosforilacién en tirosina,
modificacion covalente de importancia capital en la sefializacién intracelular Se ha
descrito que la desregulacion del equilibrio redox intracelular generado por ROS
dependientes de NOX, pueden perturbar el halance de la homeostasis celular,
resultando finalmente en estados patoldgicos, como aterosclerosis, hipertension,

inflamacién, cancer entre otros (Lambeth, 2007). Trabajos relativamente recientes han
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demostrado que, en lineas celulares de prostata humana, la malignidad celular esta
relacionada en forma directa con la capacidad de las células de generar ambientes pro-
oxidativos dependientes de NOX (Lambeth, 2007).

En el presente trabajo pretendemos investigar el papel que juega el equilibrio redox
estromal en el fendmeno migratorio epitelial. En particular nos interesa estudiar los
cambios redox producidos en el estroma celular y la forma como esta condicion afecta
la activacion de mecanismos importantes en el fenémeno migratorio tumoral como el
eje SDF-1 (CXCL12)/CXCR4.

Aderéas de identificar los mecanismos subyacentes a la induccién de la expresion
génica de CXCR4 en células de cancer de mama en los microambientes de paniculo

adiposo mamario y hueso.

1.5. ERK1/2 en progresién del cancer mamario

La ruta de las MAP quinasas ha sido implicada en la progresion del cancer de mamas
a través de sus 4 cascadas de sefializacion: la via quinasa regulada extracelularmente
1/2 (ERK1/2), la via quinasa c-Jun N-terminal (JNK), la via p38 y la via ERKS (Wang y
Tournier, 2006; Krishna y Narang, 2008). Entre estas vias de senalizacion anteriores,
se ha descrito que la via ERK1/2 tiene especial importancia en modelos de cancer de
mamas (Santen y col., 2002). En aproximadamente el 30% de los canceres de mama
humanos se pueden encontrar mutaciones en la via MAPK ERK1/2; sin embargo, la
naturaleza de las desregulaciones varia entre tumores individuales y subtipos de
cancer (Cobleigh y col., 1999; Navolanic y col., 2003). La activacion de la ruta ERK1,2

en lineas celulares tumorales MCF-7 y MDA-MB-231 induce proliferacién celular e
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inhibicion de apoptosis efecto que puede ser revertido mediante la inhibicién de la
actividad ERK1,2.

La sefalizacion a través de las vias de MAPKs envuelve la activacion secuencial de
una MAPK quinasa quinasa (MAPKKK), luego una MAPK quinasa (MAPKK) y
finalmente una MAPK. En el caso particular de la via ERK1,2 Ras, una GTPasa de bajo
peso molecular cumple el papel de activador primario de entrada, activando a Rafi
(MAPKKK), el que a su véz activa MEK1,2 (MAPKK), quien finalmente activa ERK1,2
(MAPK) (Krishna y Narang, 2008}. En su forma activa, ERK1,2, fosforila un variado
rango de proteinas (en sus subsiratos serina o treonina), funcionando asi como
proteina andamio, previo a su translocacion al nucleo u otros compartimentos
celulares. Este efecto andamio permite que [a actividad de la cascada Raf1-MEK1,2-
ERK1,2 sea autorregulada por ERK1,2 mediante la inactivacion de MEK1 y por
fosfatasas ERK1,2-especificas como MKP2 y MKP3 (fosfatasas MAPK de especificidad
doble) (Eblen y col., 2004; Ramos, 2008). Asi ERK1,2 controla la intensidad y duracion
de su propia sefializacion.

La cascada de sefializacion ERK1/2 es gatillada por factores de crecimiento y
citoquinas que pueden actlan a fraves de receptores tirosina quinasa, receptores
asociados a proteinas G o receptores esteroidales (Boonstra y col., 1995; Filardo y col,,
2000; Nguyen y col., 2000; Schlessinger, 2000; Liu y col., 2002; Fata 'y col., 2007; Song
y col., 2007; May y Hill, 2008). Las consecuencias biolégicas de la fosforilacion de
substrato para ERK1/2 incluyen efectos pro-proliferativos (Pearson y col., 2001), pro-
diferenciativos (Pearson y col.,, 2001), pro-sobrevida (Pearson y col., 2001), pro-
angiogénicos (Pages y col., 2000), pro-migratorios (Joslin y col., 2007) y pro-invasivos

{Price y col., 2002).
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2. Hipodftesis.

TGF-B producido por las células epiteliales modula de forma paracrina la expresion de
SDF-1 en células estromales vecinas, el que a su vez, regula la sintesis de novo de su
propio receptor en células epiteliales. El mecanismo propuesto es dependiente del

tenor oxidativo estromal.

3. Objetivos.

3.1. Generales.

Estudiar los mecanismos involucrados en el funcionamiento del eje SDF-1/CXCR4 y su
rol en la migracion de células epiteliales mamarias, y determinar la importancia del

tenor oxidativo estromal en el fendmeno migratorio epitelial.

3.2. Especificos.

Estudiar la expresion de SDF-1 en células estromales mamarias humanas y células
estromales de medula Osea, pertenecientes a las lineas celulares RMF-EG y HS-5
respectivamente, luego del estimulo por factores generados por la células epiteliales
mamarias interactuantes con estos microambientes (MCF-7 y MDA-MB-231

respectivamente), e identificar el papel que juega TGF-B en este estimulo,

Analizar la estimulacién de la migracién de células mamarias MCF-7 por medios
condicionados (MC) por células RMF-EG e identificar mediante el uso de inhibidores la

participacién del eje CXCR4-SDF-1 en este fenémeno.

Estudiar, en células RMF-EG y HS-5 la expresién de SDF-1 en respuesta a cambios

en sus estados de oxidacion intracelular, Adicionalmente, evaluar la participacion de
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NOX4 en la produccién de SDF-1 y su potencial efecto en el estimulo migratorio

epitelial.

Analizar, en células epiteliales MCF-7 y MDA-MB-231, los mecanismos de estimulo

a la expresién de CXCR4 y las rutas de sefializacion activadas por factores estromales

secretados, que sean parte del proceso migratorio.




MATERIALES Y METODOS

Equipos e instrumentos de medicion

Para realizar todos los experimentos conducentes a resultados incluidos en este
documento se utilizaron una Campana de bioseguridad Forma Scientific modelo 1129;
un Incubador Lab-Line CO, automatico; Cémaras de transferencia Bio-Rad; Centrifuga
Heraeuns Biofuge primo R; Microscopio invertido de contraste de fase Nikon modelo
TMS-F; Termociclador TECHNE TC-312; Espectrofotémetro UV/Visible de un haz de
juz UNICO $Q-2800; Transiluminador BioJSP FOTODYNE 3-3002; Balanza analitica

Denver Instrument Company AA-160; pHmetro HANNA Instruments HI111.

Reactivos y Anticuerpos

« DMSO, TEMED, B-mercaptoetanal, Tris, Acrilamida, Agarosa (SIGMA-Aldrich, st Louis,
MO).

« Dodecil Sulfato de Sodio (SDS), Bicarbonato de Sodio (Merck Damstadt, Alemania).

« Metanol (TCL, Chile).

« Estandar de Peso molecutar, inhibidor de IKK VI (BioRad).

»Oligo dT 12-18 Primer, M-MLY Reverse Transcriptaza, Buffer enzima 5X, Reactivo
TRIzol®, dATP 100 mM, dCTP 100 mM, dGTP 100 mM, dTTP 100 mM (Invitrogen,
Carlbad, CA).

« 100bp DNA Lader (New England Biol.abs).

« Anticuerpos monoclonales anti pERK1,2 y anti ERK2 (Santa Cruz Biotechnology, Santa

Cruz, CA).

17
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o Tripsina-EDTA (Gibco).

e Anficuerpo secundaric anti mouse conjugado con peroxidasa IgG (Rockland,
Gilbertsville, PA).

« PHABB5752 (Calbiochiem, Darmstadt, Germany}.

« SB431542 (TOCRIS bioscience, USA).

* AMD3100 (Sigma-Aldrich, USA).

« GoTag® Green Master Mix (Promega, WI, USA).

Lineas celulares y cultivo celular

Se utilizaron células de adenocarcinoma mamario humano MCF-7 y MDA-MB-231
(ATCC) y las lineas estromales HS-5 (ATCC) y RMF-EG provenientes de médula dsea
y mama. Esta dltima linea celular fue donada por la Dra. Ch. Kuperwasser, (Tufts
University, USA)

Todas [as lineas celulares fueron cultivadas en ambiente himedo con 5% de CO, y en
botellas de 75 cm? de superficie en medio DMEM (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) en el
caso de las lineas estromales y en DMEM/F12 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) para el
caso de ambas lineas las epiteliales, todas suplementadas con suero fetal bovino
{SFB) (Gibco) al 10%, adicionado con antibidtico gentamicina 2 mg/L (Best Pharma) y
un antibiético contra micoplasma adicional (Baycip, Plasmocina o Normocina). Las
células se subcultivaron antes de alcanzar la confluencia por tratamiento con 3mL de
Tripsina-EDTA (Gibco) de 3 min seguido por una corta incubacién con 5 mL de medio

con 10% SFB para frenar la actividad proteolitica y una centrifugacion de 3 min a 1000

RPM para limpiar el cultivo de posibles contaminaciones.
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Para cada ensayo se sembré el total del contenido de una botella de 75 cm? crecida
hasta confluencia en 8 placas de 35 mm con una superficie equivalente de 8,8 cm?
dejando las células en medio con 10% SFB toda la noche previo a cada ensayo.

Antes de cada tratamiento especifico, las células MCF-7 y MDA-MB-231se cultivaron
en medio sin SFB, por 48 hrs y 24 hrs en el caso de las lineas RMF-EG y HS-5.

Los medios condicionados (MC) se generaron a partir de células MCF-7, MDA-MB-231,
RMF-EG y HS-5 crecidas hasta alcanzar confluencia en botellas de 75 cm?,
adicionando luego 7 mL de medio de cultive sin SFB y con antibiético (Gentamicina 2
mg/L y Baycip, Plasmocina o Normocina) por 48 hr. El MC se obtuvo directamente de
la botella centrifugando 3 min a 1000 RPM y eliminando el pellet, para luego adicionar
medio fresco (DMEM o DMEM/F12, segtn corresponda) hasta una concentracion final

de MC de 75%.

Crio-preservacion

Las células se liberaron de la placa con Tripsina-EDTA (Gibco}, agregando sobre ésta
4 volimenes de medico de cultivo, centrifugando 5 min a 1800 RPM. El pellet resultante
se resuspendid en 90% SFB y 10% DMSO a una densidad de 1x10° células/mL.
Distribuyendo luego 1mL de la solucidén en criotubos rotulados y congelando por

descenso gradual en N, liquido a -196 °C.

Ensayos
Uso de Anticuerpos y Reactivos

Los anticuerpos monoclonales contra ERK1,2 fosforilada y ERK1,2 no fosforilada

obtenidos de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA), y un anticuerpo monoclonal
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contra residuos fosforilados en tirosina 4G10 facilitades por la Dra. M. R. Bono
(Laboratorio de Inmunologfa, Universidad de Chile), fueron utilizados para ensayos de
Western Blot.

Para determinar el papel de algunos de los factores envueltos en el eje CXCR4/SDF-1
utilizamos el inhibidor de la actividad quinasa de c-Met (PFHAB65752) (Calbiochem,
Darmstadt, Germany), el inhibidor del receptor TGF-B tipo | SB431542 (TOCRIS
bioscience, USA), el inhibidor de CXCR4 AMD3100 (Sigma-Aldrich, USA) y el inhibidor
de IKK VI {Bio-Rad).

Para ensayos de activacion de la expresién y transcripcién se utilizaron TGF-B1
recombinante (R&D Systems o PeproTech), SDF-1a recombinante (200 ng/ml.)
(PeproTech), el inhibidor de NADPH oxidasa yaduro de difenileno (DPI, 5 pM) y el
antioxidante N-acetil-l-cisteina (NAC, 10 pM), ambos adquiridos en Sigma (USA).
Todos los inhibidores y moduladores del tenor oxidativo fueron adicionados 1hr previo
al ensayo y luego mantenidos a igual concentracidén en conjunto con el estimulo a

evaluar por el periodo total de duracion del ensayo.

Western Blot

Las celulas fueron raspadas desde la placa de cultivo de 35 mm con un volumen de 1
mL de tampoén C (HEPES 50mM pH 7,4, NaCl 150 mM, EGTA 1 mM, 10% glicerol, 1%
Trirdn X-100, MgCl, 2 mM e inhibidores de proteasas: Ortovanadato 2 mg/mL,
Leupeptina 5 ug/mL y Pepstatina 10 ug/mL). A cada muestra se le agrego tampoén de
carga 4X con 1% de B-mercaptoetanol. La mezcla se calenté a 75 °C por 5 min y se
cargo sobre un gel de SDS-PAGE que se corri6 a 80V hasta pasar el gel concentrador
y luego a 100V a través del gel separador. La transferencia se realizo a 80V por 1 hro

a 16V “over night”. Una vez finalizada la transferencia las membranas se bloquearon
g q
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con leche al 10% en el caso de ERK y BSA al 5% para el caso de pTyr, luego se
incubd con el anticuerpo primario en leche al 2% o BSA al 1% (1 y 4 hr
respectivamente) y finalmente 1 hr con el anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa. El revelado de las proteinas se realizé por quimioluminiscencia utilizando
el kit de Pierce.

La activacién de ERK 1,2 y carga total fueron obtenidas mediante inmunoblots de
lisados celulares (30 ug) resuelios mediante 10% SDS-PAGE usando anti-fosfotirosina
ERK y anti-ERK respectivamente, como esta descrito *. Para el caso de los perfiles de
pTyr se analizaron por inmunoblots cargados con 45 pg de lisado celular resueltos

mediante 8% SDS-PAGE utilizando el anticuerpo anteriormente descrito.

Analisis por RT-PCR

Extraccion:

El RNA total se aislé a partir de células MCF-7, MDA-MB-231, HS-5 o RMF-EG
sembradas en placas de cultivo de 35 mm utilizando TRIzol® (GIBCO) mediante el
protocolo descrito por los fabricantes para extraccién de células crecidas en monocapa.
Sintesis:

Se tomaron 2 pg de RNA, cuantificados por espectrofotometria, y se diluyeron hasta un
volumen final de 10 pL esta mezcla se denaturd a 75 °C por & min, y luego se renaturd
en hielo durante 3 min con objeto de eliminar la estructura terciaria del RNA.
Posteriormente se tomaron 5 yL del RNA obtenido vy se agregé 0,5 yL de Oligo dT 50
uM, 2,5 de Buffer enzima 5X, 0,75 pL de [a mezcla con los 4 dNTPs a 10 mM, 0,5 de
enzima M-MLV transcriptasa reversa y completando con agua hasta un volumen final

de 7,5 L. El cDNA se sintetiz6 a 42 °C por 1 h.
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Una vez obtenido el cDNA se diluyd a una concentracién final de 200 ng/uL por
espectrofotometria. Las muestras de cDNA se almacenaron a -20 °C.

PCR:

En tubos de 0,2 mL RNAase Free autoclavados, se agregaron 10 pb del GoTag®
Green Master Mix (Promega, WI, USA), 0,5 pL de cada partidor 10 pmol/ul., 1,5 pL de
cDNA (300 ng) y agua libre de nucleasas hasta completar 20 pL.

Para el PCR de CXCR4 se utilizaron las secuencias de partidores de la siguiente
manera: CXCR4 Forward, 5-AAT CTT CCT GCC CAC CAT-3"; CXCR4 Reverse, 5'-
ATC CAG ACG CCA ACA TAG-3' (amplificando para un fragmento de 372 pb a 26
ciclos para el caso de MCF-7 y 27 ciclos para las células MDA-MB-231).

Para el PCR de SDF-1 se utilizaron las secuencias de partidores de la siguiente
manera: SDF-1 Forward, 5'-GTG GCA CTC AGA TAC CGA-3’; SDF-1 Reverse, 5-AAC
CCA GTC ACT CAA AGC-3' (amplificando para un fragmento de 444 pb a 24 ciclos
para RMF-EG y 26 ciclos para HS-5).

La temperatura de alineamiento utilizada fue de 52 °C para ambos casos.

Los productos de PCR se sometieron a electroforesis en gel de agarosa 1,5% vy

visualizados mediante tincién por bromuro de etidio.

Test de significancia estadistica.

La significancia estadistica fue determinada utilizando el test de T de Student, a partir
de los datos obtenidos de 3 ensayos distintos realizados para cada experimento. Los
valores de menores a 0,05 fueron aceptados como estadisticamente significativos,
designando como * a los valores de p entre 0,05 y 0,01 y ™ a los valores inferiores a

0,01.
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Tabla 1. Partidores para RT-PCR

Proteina | Partidores (Forward- Tm | Linea cel. / N° ciclos | Producto
Reverse) (°C) {pb)
CXCR4 | 5-AAT CTT CCT GCC CAC CAT-3’ - 52 | MCF-7 26 372
5-ATC CAG ACG CCA ACA TAG-3 MDA-MB-231 | 27
SDF-1 5-GTG GCA CTC AGATAC CGA-3'- |52 RMF-EG 24 444
5-AAC CCA GTC ACT CAA AGC-3' HS-5 26




RESULTADOS

Factores solubles de origen epitelial modulan la expresién de
CXCR4/SDF-1 en células estromales. Posible papel de TGF-$1
en este estimulo.

Se ha descrito que los CAFs en el microambiente tumoral producen factores de
crecimiento, quimioquinas y moléculas de matriz extracelular que facilitan el
reclutamiento angiogénico de células endoteliales y pericitos, [o que los convierte en un
determinante clave de la progresion tumoral del cancer (Orimo y Weinberg, 2006). Una
caracteristica comun de los CAFs es su capacidad de ser estimulados por factores de
crecimiento (PDGF o TGF-B1) (Orimo y col., 2005) o quimioguinas -como SDF-1- que
constituye un sefializador pro-angiogénico en CAFs mamarios por su contribucion al
reclutamiento de células EPC derivadas de médula ésea (Figura 1).

Con el propésito de evaluar el efecto paracrino de factores secretados por las células
epiteliales sobre fibroblastos estromales asociados a cancer en los microambientes
mamario y de hueso, utilizamos como modelo, por un lado, la linea celular epitelial
mamaria débilmente invasiva MCF-7 y la linea estromal humana RMF-EG y por otro, la
linea celular mamaria invasiva MDA-MB-231 vy la linea celular estromal HS-5 obtenida
desde médula dsea humana. El primer par (MCF-7/RMF-EG) busca representar la
condicion de una invasién “local”, a nivel mamario, mientras que el segundo (MDA-MB
231/HS-5) pretende representar la condicion de una metastasis dsea, sitic mas
frecuente de metastasis en el cancer mamario (Costa y Major, 2009).

Con este fin se cultivaron fibroblastos estromales con medios condicionados por las
lineas epiteliales por 24 hrs, en presencia o ausencia del inhibidor SB 431542, Esta

molécula bloquea la actividad quinésica del receptor | de TGF-B1 (TBRI) y su inclusion
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en el ensayo busca evaluar el efecto de TGF-B1 sobre los cambios en los niveles de

expresion del mensajero de SDF-1 en células estromales.
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Figura 2. Factores solubles generados por células MDA-MB-231 estimulan la expresién
de S5DF-1 en células estromales HS-5. Posible participacion de TGF-B1.

En la grafica se observa el nivel de expresion de mRNA de SDF-1 producidos en células HS-5
estimuladas por MC por células MDA-MB-231 en presencia y ausencia del inhibidor del receptor
de TGF-pP1. La grafica representa el cambio relativo en la expresion de SDF-1 respecto a la
expresion basal de células HS-5 (CTRL). La figura inferior muestra un resuliado tipo de! RT-
PCR para SDF-1. Los carriles de izquierda a derecha corresponden a la expresion basal
{CTRL), estimulo por MC MDA-MB-231 (MC) e inhibicién del estimulo mediante pre-tratamiento
con SB 431542 (MC+3B). Las diferencias significativas de! estimulado (MC) con respecto al
control (CTRL} y del estimuladoe con respecto al inhibido (MC+SB), se representan como * para

p<0.05 v ** para n<0.01.
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En Ia figura 2 se chserva que el medio condicionado por células MDA-MB-231 genera
en células HS-5, un aumento significativo (p<0,05) de la expresion de SDF-1 relativa a
su expresion basal, Este estimulo es inhibido potentemente con la adicion del inhibidor
de TPRI SB431542. Este resultade sugiere que el factor TGF-B1 presente en el MC
epitelial serfa un responsable del estimulo de la expresién de SDF-1 en ¢élulas HS-5, a
través de la activacion de TBRI. En términos mas generales, el resultado sugiere que
factores solubles generados por células mamarias invasivas estimulan la expresién de
SDF-1 y que este estimulo podria depender de la acfividad de TGF-B1 presente en el

medio.
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Figura 3. Efecto de factores solubles generados por células MCF-7 sobre la expresion de
SDF-1 en células RMF-EG. Posible participacion de TGF-p1.

La grafica muestra los niveles de expresion de SDF-1 de células RMF-EG cultivadas en
presencia (MC) o ausencia (CTRL} de MC por células MCF-7. Como se aprecia en la Figura el
MC de origen epitelial estimula significativamente la expresién de SDF-1 el que no se modifica
en presencia del inhibidor del receptor de TGF-B1. La figura inferior muestra un resultado tipo
del RT-PCR para SDF-1. Los carriles de izquierda a derecha corresponden a la expresion basal
(CTRL), estimulo por MC MDA-MB-231 (MC) e inhibicién del estimulo mediante previa adicidn
de SB 431542 (MC+SB). Las diferencias significativas del estimulado (MC) con respecto al
control {CTRL) y del inhibido (MC+SB) con respecto del estimulado, se representan como **

para p<0,01.
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En la figura 3 se observa que el medio condicionado por células MCF-7 genera un
aumento significativo (p<0,05) de la expresidn de SDF-1 en células RMF-EG relativa a
la expresion basal que no se ve afectado por la inhibicién de TBRI mediante SB431542,
lo que sugiere que TGF-B1 no serfa responsable del estimulo de la expresién de SDF-1

observado al adicionar MC epitelial MCF-7 en células RMF-EG.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos usando el inhibidor de TRRI, evaluamos a
continuacién el efecto de TGF-B1 sobre la expresion de SDF-1 en ambas lineas
estromales (Figuras 4 y 5). Para evaluar este efecto utilizamos concentraciones de
TGF-B1 similares a las que podriamos encontrar en MC por células MCF-7 (Guerrero y

col., 2010).
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Figura 4. TGF-B1 Modula la expresion de SDF-1 en células HS-5.

La grafica representa los cambios relativos en los niveles de expresion de mRNA de SDF-1
respecto a la expresion basal de células HS-5 estimulada por concentraciones crecientes de
TGF-B1. La figura inferior muestra un resultado tipo del RT-PCR para SDF-1. Los carriles de
izquierda a derecha corresponden a la expresién basal (CTRL) y el estimulo producido por
concentraciones crecientes de TGF-B1 de 1, 2, 4, 6 y 10 ng/mL {[1], i2], (4], [6] y [10]
respectivamente). Las diferencias significativas con respectoe al control se representan como **

para p<0,01.

Los resultados de la figura 4 sugieren que expresion de SDF-1 en células HS-5 es

estimulada por TGF-B1 de una manera dosis-dependiente. La concentracion dptima de
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factor se encuenira alrededor de los 4 a 6 ng/mL. A pattir de este dato se f{ijé para los

experimentos siguientes una concentracién éptima de TGF-1 de 6 ng/mL.
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Figura 5. Efecto de TGF-B1 sobre la expresion de SDF-1 en células RMF-EG.

La grafica representa el cambio relativo en los niveles de expresién del mRNA de SDF-1
respecto a la expresion basal de células RMF-EG (CTRL) estimulado por concentraciones
crecientes de TGF-B1. La figura inferior muestra un resultado tipo del RT-PCR para SDF-1. Los
carriles de izquierda a derecha corresponden a la expresién basal (CTRL) y el estimulo
producido por concentraciones crecientes de TGF-B1 de 1, 2, 4, 6 y 10 ng/mL ([1], [2], [4], [6] v
[10] respectivamente). No se observaron diferencias significativas con respecto al control a

ninguna de las concentraciones utilizadas.
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Los resultados de la figura 5 sugieren que TGF-B1 en las mismas concentraciones en
las que produce un estimulo dosis-dependiente de la expresién de SDF-1 en células
estromales de médula ésea HS-5, no genera un cambio significative del nivel basal de
expresion de SDF-1 en células estromales mamarias RMF-EG, Este resultado esta en
linea con los resultados de la figura 3 que muestran que SB431542 (inhibidor de T8RI),
no inhibe el estimulo producido por células MCF-7. Ambos resuliados en conjunto
sugieren que TGF-B1 no estaria involucrado en el estimulo de la expresion de SDF-1
por factores secretados por las células epiteliales MCF-7. La ausencia de estimulo no
solo se puede explicar por una limitada capacidad de las células MCF-7 de generar el
factor sino, ademas, por una incapacidad de la célula estromal para reaccionar al
estimulo del factor.

Comparando la magnitud de los estimulos producidos por TGF-B1 puro y el MC
epitelial sobre las células HS-5, cabe destacar que el estimulo mediante el factor puro
representa el doble del producido por el MC relativo al estado basal lo cual se discutird

en detalle mas adelanie.

Papel del tenor oxidativo sobre la expresién de CXCR4/SDF-1
en células estromales.

El equilibrio redox del microambiente tumoral es un factor clave en [a estimulacién de la
progresién tumoral fenémeno en el que el estroma juega un papel fundamental. Para
estudiar la forma como el nivel redox del estroma tumoral influye sobre la progresién de
la preduccion de SDF-1, realizamos ensayos en los que fibroblastos estromales fueron
cultivados en presencia y ausencia de moléculas que alteran su tenor oxidativo: el
antioxidante genérico N-acetil-L-cisteina (NAC) y el inhibidor especifico de la NADPH

oxidasa, yoduro de difenileno (DP), para luego estimular estas células con medios
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condicionados por células epiteliales de acuerdo a los protocolos sefalados en el punto
anterior. De este modo pretendemos comparar, cémo influye el nivel oxidativo estromal
en la produccién de SDF-1 de células estromales con factores epiteliales. Tambien
evaluamos la influencia del equilibrio redox sobre el estimulo de TGF-31 puro sobre la

produccién de SDF-1 estromal.
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Figura 6. Efecto del cambio del nivel redox sobre el estimulo de MC por células MDA-MB-
231 en la sintesis de SDF-1 en células estromales HS-5.

La grafica representa los cambios relativos en la estimulacion epitelial de los niveles de
expresion de mRNA de SDF-1 respecto a la expresion basal de células HS-5 (CTRL) modulado
por modificaciones en el tenor oxidativo celular. La figura inferior muestra un resultado tipo del
RT-PCR para SDF-1. Los carriles de izquierda a derecha corresponden a la expresién basal
(CTRL), el estimulo producido por MC MDA-MB-231 (MC), la variacién del estimulo producida
al pretratar con NAC (MC+NAC) y al pretratar con DPI {(MC+DPI). Las diferencias significativas
del estimulado (MIC) con respecto al control (CTRL) y de los inhibidos (MC+NAC y MC+DPI)

con respecto al estimulado, se representan como * para p<0,05.
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Figura 7. Modificacién del estimulo epitelial presente en MC por células MCF-7 sobre la
expresion de SDF-1 por cambios en el tenor oxidativo del estroma mamario (RMF-EG).

La figura representa los cambios relativos en [a estimulacion epitelial de los niveles de
expresidn de mRNA de SDF-1 respecto a la expresion basal de células RMF-EG (CTRL)
modulado por modificaciones en el tenor oxidative celular. La figura inferior muesira un
resultado tipo del RT-PCR para SDF-1. Los carriles de izquierda a derecha corresponden a la
expresién basal (CTRL), el estimulo producide por MC MCF-7 (MC), la variacién del estimulo
producida al pretratar con NAC (MC+NAC) y al pretratar con DP| (MC+DPI). Las diferencias
significativas del estimulado (MC) con respecto al control (CTRL) y de los inhibidos (MC+NAC y
MC+DPI) con respecto al estimulado, se representan como * para p<0,05 y ** para p<0,01.
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En las figuras 6 y 7 se observa el efecto de las modificaciones de! tenor oxidativo del
estroma (células RMF-EG y HS-5) sobre el estimulo de la expresién de SDF-1 por
medios condicionados de origen epitelial. Este efecto se traduce en una reduccién del
nivel de expresion estimulado con MC y en una inhibicién casi total la expresién de

SDF-1 luego del tratamiento con ambos inhibidores.

Con el propésito de evaluar si el efecto estimulatorio de TGF-B1 sobre SDF-1 en
células HS-5, también se ve afectado por variaciones en el estado redox de estas
células estromales realizamos un experimento anélogo al anterior pero utilizando TGF-

B1 como Unico agente estimuladar.,
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Figura 8. Efecto de la modificacién del tenor oxidativo sobre [a expresién de SDF1 en
células HS-5 estimuladas por TGF-f1.

La grafica representa los cambios relativos en la expresion de SDF-1 estimulada por TGF-B1 en
células HS-5 y el efecto de modificaciones en el tenor oxidative celular sobre la expresidn de la
quimioquina. La figura inferior muestra un resultado tipo del RT-PCR para SDF-1. Los carriles de
izquierda a derecha corresponden a la expresion basal (CTRL), el estimulo producido por TGF-81
a una concentracion de & ng/mL (TGFb), la variacidn del estimulo producida al pretratar con NAC
(TGFb+NAC) y al prefratar con DP1 (TGFb+DPI). Las diferencias significativas del estimulado
(TGFb) con respecto al control {CTRL) y de los inhibidos (TGFb+NAC y TGFb+DPI) con respecio

al estimulado, se representan como * para p<0,05 y ** para p<0,01,
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Como se aprecia en la Figura 8 el estimulo de TGF-31 sobre la expresion de SDF-1
también es inhibido por NAC y DPI lo que permite presumir que el requerimiento redox
sobre la expresion de SDF-1 es valido tanto para el estimulo del medio condicionado

como para el factor puro.

Con el propdsito de evaluar si los cambios generados en el ambiente redox tienen
algin efecto sobre células estromales que, en nuestros ensayos, mostraron una
respuesta modesta al estimulo del factor, evaluamos el efecto de DPl y NAC en células

RMF-EG.




38

mRNA de SDF-1 Relativo

CTRL TGFh TGFb+NACTGFbh+DPI

SDF-1

CTRL TGFb TGFb+NAC TGFb+DPI

Figura 9. Efecto de la modificacion del tenor oxidativo sobre la expresion de SDF1 en
RMF-EG estimuladas por TGF-B1.

La grafica representa el cambio relativo en la expresion de SDF-1 estimulada por TGF-B1 en
células HS-5, modulado por modificaciones en el tenor oxidativo celular, La figura inferior
muestra un resuitado tipo del RT-PCR para SDF-1. Los carriles de izquierda a derecha
corresponden a la expresién basal (CTRL), el estimulo producido por TGF-B1 a una
concentracién de 8 ng/ml. (TGFb), la variacion del estimulo producida al pretratar con NAC
(TGFb+NAC) y al pretratar con DPI (TGFb+DPI). No se cbservaron diferencias significativas
con respecto al control al estimular con TGF-B1 ni con respecto a esta ultima al prefratar con
ambos moduladores,
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Como se muestra en la figura 9, ambos agentes reductores no tienen efecto sobre la

expresion de SDF-1 estimulado por TGF-B1.

Factores de origen estromal estimulan la expresion de CXCR4
en células epiteliales. Posible papel de SDF-1 y c-Met en la
sefalizacion.

La sobreexpresién de CXCR4, uno de los receptores de membrana de SDF1, es una
caracteristica comin para multiples carcinomas y constituye un indicador de
malignidad ampliamente aceptado (Akiyoshi y col., 1999; Kang y col., 2003; Marchese
y col., 2003; Murakami y col., 2004; Zlotnik, 2004; Mizell y col., 2009). La activacion de
este receptor genera un aumento en la capacidad migratoria e invasiva del carcinoma,
acompafiado generalmente por un aumento en su propia expresion (Muller y col.,
2001). La sintesis de novo de este receptor es gatillada por multiples factores. Con el
propésito de caracterizar algunos de estos factores realizamos ensayos de RT-PCR
para el mensajero de CXCR4 en células epiteliales que expresan niveles basales

diferentes del receptor.

Con este fin, cultivamos células MCF-7, que expresan niveles bajos de CXCR4 (Muller
y col., 2001), con medios condicionados por células estromales mamarias RMF-EG; y
células MDA-MB-231 que expresan niveles altos de CXCR4, con medios
condicionados por células estromales de médula dsea HS-5; y analizamos el curso

temporal de este estimulo.
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Figura 10, Expresién de CXCR4 en células MCF7 estimulada por MC RMF-EG.

En la figura se muesira una curva temporal de activacién de la expresién del mensajero para
CXCR4 en células epiteliales tumorales MCF-7 relativo a su expresion basal (CTRL) modulado
por MC RMF-EG. La figura inferior muestra un resultade tipo del RT-PCR para CXCR4. Los
carriles de izquierda a derecha corresponden a la expresion basal (CTRL), vy los tiempos de
estimulo con MC RMF-EG; 3, 6, 12 y 24 hrs (3°, 6°, 12° y 24° respectivamente). Las diferencias

significativas con respecto al control se representan como * para p<0,05.
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Figura 11. Expresiéon de CXCR4 en células MDA-MB-231 estimulada por MC HS5.
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La figura representa una curva temporal de expresion de RNA mensajero para CXCR4 en

células epiteliales tumorales MDA-MB-231 relativo a su expresién basal (CTRL) modulado por

MC HS-5. La figura inferior muestra un resuitado tipo del RT-PCR para CXCR4. Los carriles de

izquierda a derecha corresponden a la expresion basal (CTRL), y los tiempos de estimulo con
MC HS-5; 6, 12, 24 y 48 hrs (6°, 12°, 24° y 48° respectivamente). Las diferencias significativas

con respecto al control se representan como * para p<0,05 y ** para p<0,01.
p
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Como se aprecia en la figura 10, la expresion de CXCR4 en células MCF-7 es
estimulada por el MC por células RMF-EG con un méaximo de estimulo alrededor de las
6 hrs y un segundo maximo tardio a las 24 hrs. Por su parte, [as células MDA-MB-231,
que expresan altos niveles del receptor, al ser estimuladas por MC por células HS-5
presentan un maximo de menor magnitud a las 48 hrs (Figura 11).

En busqueda de factores de origen estromal que estimulen la expresién de CXCR4,
investigamos el efecto potencial de HGF, factor que posee una caracteristica esencial:
es generado prioritariamente por células estromales y su receptor (c-Met) es expresado
predominantemente en el epitelio, vale decir, su actividad tiene un sentido vectorial.
Las células estromales son capaces de producir y secretar HGF por lo que utilizamos
el medio condicionado por estas células para evaluar el potencial efecto de HGF, o su
ruta de sefializacion, en el estimulo estromal sobre la expresién de CXCR4. Con ese
fin estimulamos células epiteliales mamarias con medio condicionado por células HS-5
fratadas en presencia o ausencia del inhibidor especifico del receptor de HGF, c-Met,
PHAB65752. Alternativamente, también intentamos develar el papel que el propio
ligando del receptor (SDF-1) ejerce sobre la expresion del mensajero del receptor.

Utilizando AMD3100 un agonista para CXCR4.
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Figura 12. Efectos de la inhibicion de c-Met y CXCR4 sobre la expresion de CXCR4 en

células MCF-7 estimulada por MC RMF-EG.

La grafica muestra los efectos sobre la modulacién de CXCR4 en células epiteliales tumorales
MCE-7 relativo a su expresion basal (CTRL) poer MC RMF-EG, mediante el uso de inhibidores
de c-Met y CXCR4. La figura inferior muestra un resultado tipo del RT-PCR para CXCR4. Los
carriles de izquierda a derecha corresponden a la expresjon basal (CTRL), estimulada con MC
RMF-EG (MC) y estimuladoe en presencia de los inhibidores de c-Met (MC+PHA) y CXCR4
(MC+AMD). Las diferencias significativas de los tiempos de estimulo con respecio al control

(CTRL) se representan como * para p<0,05.
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Figura 13. Efectos de la inhibicién de c-Met (PHA665752) y CXCR4 (AMD3100) sobre la
exp}esién de CXCR4 en células MDA-MB-231 estimulada por MC HS-5.

La grafica muestra los efectos sobre la modulacién de CXCR4 en células epiteliales tumorales
MDA-MB-231 relativo a su expresion basal (CTRL) por MC HS-5, mediante el uso de
inhibidores de c-Met y CXCR4. La figura inferior muestra un resultado tipo del RT-PCR para
CXCR4. Los carriles de izquierda a derecha corresponden a la expresion basal (GTRL),
estimulado con MC RMF-EG (MC) y estimulado n presencia de inhibidores de c-Met (MC+PHA)
y CXCR4 (MC+AMD). las diferencias significativas del estimulado (MC) con respecte al control
(CTRL) y de los inhibides (MC+PHA y MC+AMD) con respecto al estimulado, se representan

como ** para p<0,01.




Los resultados de las Figuras 12 y 13 muestran una marcada inhibicién de la expresién
de CXCR4 por su propio antagonista (AMD3100) en ambos lineas epiteliales y una
inhibicidn significativa del estimulo del medio condicionado HS-5 por PHA665752
{p<0,01) en el caso de las células MDA-MB-231. Este resultado nos indicaria que
aunque la activacién de CXCR4 constituye un paso importante en la sintesis de novo
del mensajero para CXCR4 estimulada por MC estromal, en el caso del microambiente
oseo, c-Met también jugaria un papel importante en la regulacién de la expresion del
receptor CXCR4.

Dadf;) que la inhibicién por AMD3100 afect6 la expresion del receptor en ambas lineas
celulares epiteliales, analizamos el papel de SDF-1, componente presente en los
medios condicionados por células estromales, sobre la expresion de CXCR4. Para ello,
reali;zamos ensayos en los que evaluamos el efecto de SDF-1 puro a distintos tiempos
sobr'é la expresion de su receptor en ambas lineas tumorales. Los resultados obtenidos

se muestran en las figuras 14 y 15.

B
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Figura 14. Expresion de CXCR4 en células MCF7 estimulada por SDF1.

La gréfica representa una curva temporal de activacidn de la sintesis del mensajero para
CXCR4 en células epiteliales tumorales MCF-7, estimuladas con SDF-1[200 ng/mL], relativo a
la expresion basal (CTRL). La figura inferior muestra un resultado tipo del RT-PCR para
CXCR4. Los carriles de izquierda a derecha corresponden a la expresion basal (CTRL), y los
tiempos de estimulo con SDF-1; 6, 12, 24 y 48 hrs (6°, 12°, 24° y 48° respectivamente). Las

diferencias significativas con respecto al control se representan como ** para p<0,01
B
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Fiqura 15. Expresidon de CXCR4 en células MDA-MB-231 estimulada por SDF1.

En la figura se muesfra una curva temporal de activacion de la sintesis de mensajero CXCR4 en

celulas de adenocarcinoma mamario MDA-MB-231 relativo a su expresion basal (CTRL)

modulado por SDF-1[200 ng/mL]. La figura inferior muestra un resultado tipo del RT-PCR para

CXCR4. Los carriles de izquierda a derecha comresponden a la expresién basal (CTRL), y los

tiempos de estimulo con SDF-1; 6, 12, 24 y 48 hrs {6°, 12°, 24° y 48° respectivamente). Las

diferencias significativas con respecto al control se representan como * para p<0,05
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Con’ﬁo se observa en las figuras 14 y 15, el factor estromal SDF-1 estimula la expresion
de CXCR4 en ambas lineas celulares epiteliales y en ambos casos se cbserva un
méaximo de estimulo a las 6 hr, similar a lo observado con el estimulo por medio
condicionado por células RMF-EG sobre células MCF-7. Adicionalmente, en células
MCE-? se observa un segundo pico tardio a las 48 hrs, de magnitud similar al primero,

lo gque sugiere un segundo ciclo de activacién de la expresién de CXCR4 mediada por

SDF-1 en células con niveles basales bajos de expresion de CXCR4.

Efectos de los factores de origen estromal sobre la activacion
de la via de senalizacién MAPK/ERK1/2 en células epiteliales
MCF-7.

Las cascadas de sefializacion de las MAPK estan envueltas en la regulacién de la
proliferacién celular y la desregulacidn de estas vias ha sido asociada con una amplia
gamla de canceres (Balmanno y Cook, 2009), particularmente la via MAPK/ERK ha
sidofobjeto de estudio para el desarrollo de tratamientos contra el cancer (Roberts y
Der, 2007). Por otra parte SDF-1 ha sido caracterizado por la estimulacion de la
pro]iferacién celular actuando a través de la ruta MAPK/ERK (Begley y col., 2005;
Wang y col., 2005). Con el objetivo de evaluar el papel que juegan los factores solubles
estromales HGF y SDF-1 sobre la activacion de esta via en células epiteliales de
mama, cultivamos células epiteliales MCF-7 con medios condicionados por células
estromales RMF-EG por 24 hrs en presencia y ausencia de inhibidores especificos

para los receptores de SDF-1 y HGF.
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Figura 16. Activacién de Ia ruta MAPKIERK1,2 en células epiteliales MCF-7 mediada por

factores solubles generados por células RMF-EG. Posible participacién de HGF y SDF-1.
La figura muestra el efecto del MC RMF-EG sobre la activacion de la via MAPK/ERK1,2 en células

MCF-7 vy el efecto de los inhibidores de c-Met y CXCR4 sobre esta misma activacién, Los resultado
son referidos a la actividad basal (CTRL). En ia figura A muestra los cambios en la fosforilacién de
ERK1,2 a distinios tiempos de exposicion a MC RMF-EG, los carriles de izquierda a derecha
corresponden a la actividad basal (0) y los tiempos de estimulo (1,5, 3, 7 v 15 min). La figura B
muestra los cambios en la fosforilacion de ERK1,2 a distintos tiempos de exposicidn a SDF-1 puro
(200 ngfml), los carriles de izquierda a derecha corresponden a la actividad basal (0) y los fiempos
de estithulo (1,5, 3, 7 vy 15 min). La figura C en la parte superior se muestra la modulacién de la
activacion de ERK1,2 producida por los inhibidores de c-Met y CXCR4, en la parte inferior se
muestra un resultado tipo del WB para pERK1,2. Los carriles de izquierda a derecha corresponden

a laexpresion basal (CTRL), estimulado con MC RMF-EG y estimulado en presencia de
inhibidores de c-Met (MC+PHA) y CXCR4 (MC+AMD). Las diferencias significativas con respecto
al control se representan como ** para p<0,01 y con respecto al egtimulado como * para p<0.05.
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En la figura 16 se observa que el medio condicionado por células RMF-EG produce un
significativo aumento a los 6 minutos en la fosforilacion de ERK1/2 respecto a los
niveles basales en células MCF-7 y que se observa un estimulo similar al utilizar SDF-1
puro aungue en este dltimo caso es mucho menos sostenido que en el caso del
estimulo de MC. El estimulo del MC es inhibido significativamente mediante adicion
previa de PHAB65752 y AMD3100 lo que sugiere que los factores HGF y SDF-1
presentes en el MC estromal serian en parte responsables de la activacion de la via

MAPK/ERK en células epiteliales MCF-7, a través de la unidn a sus receptores.




DISCUSION

Los resultados presentados en este trabajo de tesis permiten sostener que en el
proceso carcinogénico mamario humano se produce un activo didlogo funcicnal entre
factores solubles producidos tanto por las células epiteliales como las estromales.

En la busqueda de un papel funcional para las moléculas de sefializacion generadas
por ambos tipos celulares, intentamos identificar factores que fueran preducidos
predominantemente por un tipo celular y que afectaran el funcionamiento del otro. Tal
cre;mos es el caso de TGF-B1 que en tumores mamarios humanos aparece asociado
fundamentalmente al compartimento epitelial (Guerrero y col., 2010} y el de HGF y
SDF-1 que son preferentemente producidos por el estroma (Orimo y Weinberg, 20086).
En ese contexto, en el presente trabajo utilizamos medios condicionados por lineas
celulares representativas de dos estados diferentes de malignizacion epitelial {MCF-7,
linea débilmente invasiva y MDA-MB-231 de alta invasividad) y de dos estromas de
tejidos susceptibles de invasién: la mama, representada por los fibroblastos RMF-EG y
la médula ésea, representada por la linea celular HS-5. Con el propdsito de
representar, de una manera aproximada, los escenarios tanto local como metastasico,
propusimos en este trabajo establecer un modelo de interaccion celular que reflejaran
una invasién local (células MCF-7 / RMF-EG) y una invasion a distancia -
predominantemente a la médula 6sea- representada por las lineas MDA-MB-231 / HS-
5.

A partir de los resultados obtenidos dentro de este marco, podemos observar que el
aumento en la expresién de SDF-1 por el estimulo de MC epitelial sobre ambas lineas

celulares estromales, representan magnitudes similares con respecto a sus estados
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bas;les aunque sélo en el caso de las células HS-5 de estroma dseo el estimulo
parece ser dependiente de TGF-B1 presente en el medio condicionado por células
epiteliales malignas. (Figuras 2 y 3). Esto se pudo corroborar al observar el estimulo en
la expresién de SDF-1 producido por el factor puro en células estromales -utilizado
conceniraciones que podriamos encontrar en el medio condicionando epitelial (entre 1y
10 nig/mL) (Guerrero y col., 2010). En este caso sdélo las células HS-5 mostraron una
respuesta estadisticamente significativa al estimulo. Por el contrario, las células RMF-
EG, que provienen de estroma mamario no muestran un estimulo apreciable a la
expresién de SDF-1 a ninguna de las conceniraciones utilizadas de TGF-B1.

Estoi‘s resultados permiten sugerir que la célula francamente invasiva y, de acuerdo a
nuestros datos previos, activa productora de TGF-B1, encuentra en el estroma
secundario -6seo- Ila contrapartida mas eficiente para la produccién de SDF-1,
quirr]ioquina de reconocido papel en el proceso metastatico (Muller y col., 2001). Este
dator podria servir como argumento a favor de la reconocida propension de la célula
mamaria invasiva de colonizar el tejido 6seo (Costa y Major, 2009). Resuita también
va[iqso comentar que las concentraciones a las que TGF-B1 muestra mayor eficiencia
en ]’é:l expresion de SDF-1 coinciden con concentraciones cercanas a las que es posible
encontrar en medios condicionados por células MDA-MB-231 (Guerrero y col., 2010)
También pudimos observar que el estimulo a la expresion de SDF-1 estromal por MC
epiteliales es en ambas lineas estromales dependiente del tenor oxidativo intracelular
dado que su expresion resulta inhibida al pre-tratar las células estromales tanto con
una molécula antioxidante genérica (NAC) como con un inhibidor especifico para
NADPH oxidasa (DPI) (Figuras 6 y 7). Un fendmeno similar se pudo observar con el
estimulo de TGF-B1 en el caso de las células HS-5 (Figura 8). Estos resultados estan

en concordancia con datos obtenidos en nuestro laboratorio que reafirman la
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depéndencia del tenor oxidativo estromal sobre la invasividad epitelial. Utilizando un
sistema de co-cultivo en el que la migracién de células MCF-7 es estimulada por
células RMF-EG, identificamaos que el pre-tratamiento de esas células estromales con
DPI inhibia e] efecto estimulatorio estromal (Tobar y col., 2010). Los datos generados
en este trabajo de tesis nos permiten proponer que el estimulo a la migracidn epitelial
observado en el sistema de co-cultivo antes mencionado, podria estar representado
por SDF-1 estromal generado por el estimule de TGF-81 epitelial en un ambiente
oxidativo pro-oxidante. Esta situacidn se observa en forma mucho més nitida en el
casc? del par epitelio/estroma representado por las células MDA MB-231/HS-5.

Con el propdsito de identificar si la célula epitelial es capaz de montar una respuesta a
la sefial del SDF-1 estromal que permita estimular su conducta invasiva, investigamos
los mecanismos que modulan la expresion del receptor CXCR4 epitelial al estimulo
estromal. Para ello, estudiamos el efecto de factores solubles secrefados por células
estromales (RMF-EG y HS-5) que creemos regulan la expresién de CXCR4 en células
epiteliales mamarias (Figuras 10 y 11). Los resultados muestran que CXCR4 presente
en las células MCF-7, que expresan niveles bajos del receptor y poseen un potencial
migratorio inferior a las MDA-MB-231 (Muller y col., 2001), es estimulado en su
expresion como mRNA, por el MC por células RMF-EG en mayor magnitud que lo que
el MC por células HS-5 lo hace sobre el mMRNA de CXCR4 en células el MDA-MB-231.
Similares resultados obtuvimos al tratar las células epiteliales con SDF-1,
observandose un mayor estimulo (sobre la expresion basal) en las células MCF-7.
Estos datos nos permiten suponer que las células débilmente invasivas tienen un
mayor potencial de aumento de [a expresién de CXCR4, probablemente, porque parte

de un nivel basal mas bajo. Por el contrario, las células mas invasivas probablemente
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ejercen su accion provocando un aumento en la expresién de SDF-1 estromal, sin
modificar la expresién de su propio receptor.

En la bisqueda de los mecanismos de sefializacion que regulan la expresion de mRNA
para CXCR4, identificamos que su propio ligando SDF-1 (en ambas lineas epiteliales) y
el factor de crecimiento de hepatocitos, HGF (en el caso de las células MDA-MB-231)
constituyen activos reguladores de la expresién del mensajero para el receptor. Estos
datos nos permiten proponer la existencia de un circuito de retroalimentacion iniciado
por la capacidad del TGF-B1 epitelial de inducir la expresion de SDF-1 estromal y el
papel de éste ltimo de estimular la expresion de su propio receptor, CXCR4. La célula
epitelial que expresa ahora niveles altos de receptor, podria, de este modo, iniciar un
proceso de malignizacion que, con toda probabilidad, la induzca a producir y,
eventualmente a secretar, niveles crecientes de TGF-$1 que reiniciaria el circuito.
Finalmente, el posible pape! de HGF en el estimulo estromal 6seo sobre la actividad
del eje SDF-1/CXCR4 puede asumir variados significados. Por una parte, en células
invasivas se ha podido sustentar que HGF es también capaz de estimular la expresion
de CXCR4 en células de glioma a través de la activacion de la ruta NF-kB (Esencay y
col., 2010). Resultados previos de nuestro laboratorio han mostrado que tanto SDF-1
como MC por células RMF-EG estimulan la expresion de CXCR4 a través de la
activacion de la via NF-kB es capaz de utilizar la via de sefalizacion de HGF
fosforilando el receptor c-Met (datos no mostrados).

Finalmente, la evaluacién de la activacion de la ruta MAPK/ERK1,2 por el MC RMF-EG
y su inhibicién por AMD3100 y PHA665752 mostrada en la Figura 16 nos permite
sugerir que muy probablemente SDF-1 y HGF son componentes normales del MC y
ejercen un papel importante en la sefalizacién ya sea en forma autdnoma o

complementaria. Estos descubrimientos estan en linea con las activaciones de la ruta
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MAPK/ERK1,2 producidas por estos factores estromales encontradas en ofras lineas
tumorales (Lawrence y col., 2008; Balmanno y Cook, 2009), como regulador de la
proliferacion celular e invasividad (Roberts y Der, 2007).

Tomados en su conjunto nuestros resultados revelan el papel del estroma mamario
como el 6seo en la produccién de factores especificos que modulan la adquisicion de
propiedades invasivas de células epiteliales. Una parte importante de esta interaccion
se manifiesta en el establecimiento de un eje de comunicacion SDF-1/CXCR4, en el
que el equilibrio redox del microambiente tumoral juega un papel determinante en la

mantencion de las propiedades que confieren malignidad.




CONCLUSIONES

Las células estromales de los microambientes tumorales mamario y de médula
dsea son sensibles al estimulo de factores secretados por células epiteliales lo
que se manifiesta en un aumento en la expresion de la quimioquina de origen
estromal SDF-1. Este estimulo parece depender en forma importante del
equilibrio redox de la célula estromal y de TGFB1 producido por las células
epiteliales.

El receptor epitelial para SDF-1, conocido como CXCR4, pareciera ser regulado
por su contraparte estromal lo que se expresa por el aumento de la expresion
de su mRNA bajo el estimulo de factores solubles generados por las células
estromales y por HGF y SDF-1, factores de crecimiento producidos por el

estroma mamario.
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