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TBS: Buffer Tris Salino con Tween

Tween 20: Polisorbato 20



RESUMEN

Se estima que el 80% de los canceres de mama son positivos para receptores de
estrogeno (ER+). Esto quiere decir que la mayoria de las células tumorales del cancer
de mama expresan el Receptor de Estrégeno (ER). El cancer de mama ER+ se ve
altamente potenciado por los niveles plasméticos de estrogenos, pues estas hormonas
se unen al ER, lo activan y desencadenan una serie de cascadas de sefializacion
asociadas al crecimiento tumoral. En la terapia endocrina se encuentran los mejores
tratamientos dirigidos contra la actividad del ER y los estrégenos, pues al ser un cancer
dependiente de hormonas, apuntar hacia estos principales agentes parece ser la mejor
estrategia para combatir la enfermedad. Pese a las alternativas de tratamiento, no todas
las mujeres responden de la misma manera a cualquier terapia endocrina, incluso si
llegasen a responder bien los primeros afios, la resistencia a cualquier terapia aparecera
en los siguientes afios. Se ha visto que esta resistencia a la terapia endocrina esta
fuertemente asociada con la reactivacion del Receptor de Estrogeno Alfa (ERa). Frente
a este problema de la resistencia a la terapia endocrina, es que el presente trabajo
demuestra que un compuesto natural, como la curcumina, disminuye los niveles de
expresion del ERa a través de mecanismos dependientes de la trascripcion génica,
comportandose asi como un potencial Degradador Selectivo del ERa o SERD (por sus
siglas en ingles) y a la vez como un potencial tratamiento adyuvante en el cancer de
mama ER+ que supere o retarde la resistencia a la terapia endocrina. Ademas, se
demostré que la curcumina disminuye el crecimiento celular a través de la inhibicién de
la proliferacién celular, y se sugiere que también podria estar reprimiendo la
supervivencia celular y regulando la transicion epitelial-mesenquimal; ambos procesos

caracteristicos de la progresion del cancer de mama



ABSTRACT

It is estimated that 80% of breast cancers are estrogen receptor positive (ER+). This
means that the majority of breast cancer tumor cells express Estrogen Receptor (ER).
ER+ breast cancer is highly potentiated by plasma estrogen levels, as these hormones
bind to the ER, activate it and trigger a series of signaling cascades associated with tumor
growth. Endocrine therapy offers the best treatments directed against ER activity and
estrogens, since being a hormone-dependent cancer, targeting these main agents seems
to be the best strategy to combat the disease. Despite the treatment alternatives, not all
women respond in the same way to any endocrine therapy, even if they respond well in
the first years, resistance to any therapy will appear in the following years. This resistance
to endocrine therapy has been found to be strongly associated with Estrogen Receptor
Alpha (ERa) reactivation. Faced with this problem of resistance to endocrine therapy, the
present work demonstrates that a natural compound, such as curcumin, decreases ERa
expression levels through gene transcription-dependent mechanisms, thus behaving as
a potential Selective ERa Degrader or SERD and at the same time as a potential adjuvant
treatment in ER+ breast cancer that overcomes or delays resistance to endocrine
therapy. In addition, curcumin was shown to decrease cell growth through inhibition of
cell proliferation, and it is suggested that it may also be suppressing cell survival and
regulating epithelial-mesenchymal transition; both processes characteristic of breast

cancer progression.



INTRODUCCION

Cancer de mama

El cAncer de mama es el tipo de cancer mas frecuente y con mayor tasa de mortalidad
en mujeres de todo el mundo (Siegel y col., 2020). Segun la OMS, esta enfermedad
alcanzo cerca de 2,3 millones de casos el 2020. Alrededor del 80% de los canceres de
mama diagnosticados en mujeres son positivos para receptores de estrégeno (ER+), es
decir, la mayoria de las células tumorales del cAncer de mama expresan el Receptor de
Estrégeno (DeSantis y col., 2019). Estos receptores comprenden un blanco de estudio
muy importante, pues a través de la modulacién de su actividad se han podido desarrollar
farmacos dirigidos contra el cancer de mama ER+. Si bien la incidencia de cancer de
mama ER+ era alta hace algunos afios atras, el desarrollo de terapias con estos
farmacos, que se han implementado exitosamente hasta la fecha (Aggelis & Johnston,
2019), han permitido que la mortalidad por cancer de mama se mantenga

proporcionalmente a la baja.

Son muchos los factores de riesgo que conducen al desarrollo de cancer de mama ER+.
Aguel mas importante esta relacionado con los niveles plasméticos de estrogenos,
puesto que éste esta involucrado en la activacion del receptor de estrégeno al ser su
ligando enddgeno. El estrdgeno es una hormona sexual esteroidea de tipo femenina y
es producida por los ovarios, la placenta durante el embarazo y por las glandulas
adrenales (Delgado & Lopez, 2021). El 17B-estradiol es uno de los tipos de estrégenos
mas importantes de la mujer, pues ejerce multiples efectos fisioldgicos pleiotropicos
como el control del sistema reproductivo en las mujeres y el desarrollo de caracteres

sexuales primarios y secundarios en hombres y en mujeres. El 173-estradiol también



tiene efectos beneficiosos en los seres humanos, pues protegen contra la osteoporosis,
las enfermedades cardiovasculares y la neurodegeneraciéon. Sin embargo, como se
mencionaba anteriormente, su aumento constituye uno de los mas importantes factores

de riesgo para desarrollar y/o potenciar el cancer de mama ER+.

Receptor de estrégeno (ER):

Se han identificado tres tipos de ERs: GPR30, ERa y ERB. EI GPR30 se distingue de los
dos ultimos en que es una variante transmembranal del ERa, el cual actia de manera
independiente a como lo hacen ERa y ERp (Kuiper y col., 1996). ERa y ER[ se agrupan
en una superfamilia de receptores nucleares, los cuales son factores de transcripcion
gue regulan la expresion génica de manera dependiente de su union a ligando, y en
respuesta especifica a sefales fisiolégicas y patolégicas (Couse & Korach, 1999).
Ambos receptores estan conformados por 5 dominios y/o regiones estructurales (Figura

1):

1. Dominio A/B: posee la funcion de transactivacion independiente de ligando (AF-
1) y esta ubicado en el extremo N-terminal.

2. Dominio C o de unién al ADN: compuesto por dos dedos de zinc

3. Dominio D: contiene la sefial de localizacién nuclear

4. Dominio E: contiene el dominio de unién a ligando y la funcién de transactivacion
dependiente de ligando (AF-2)

5. Dominio F: region variable situada en el extremo C-terminal, cuya funcion

especifica no se ha aclarado del todo (Tsai and O’'Malley, 1994)
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Figura 1: Dominios estructurales del ERa (panel superior) y ERB (panel inferior). El ERa estd compuesto por 595
aminoécidos, y ERB por 530. AF-1, funcién de transactivacion independiente de ligando; DBD, dominio de unién al ADN
(por sus siglas en inglés, DNA binding domain); H, regién bisagra o hinge; LBD, dominio de union a ligando (por sus siglas
en inglés, ligand binding domain); AF-2, funcién de transactivacion dependiente de ligando. Adaptado de Le Romancer y

col., 2011.

La expresion de estos receptores varia segun el tipo de tejido: ERa se expresa
predominantemente en érganos reproductivos como Utero, mama y ovario (Nilson y
col.,2001), mientras que ERP se expresa mayoritariamente en hueso, endotelio,

pulmones, tracto urogenital, ovario y préstata (Palmieri y col.,2002).

Vias de sefalizacion del ER

Actualmente se conocen cuatro vias de sefializacion del ER (Le Romancer y col., 2011),
las cuales convergen en la supervivencia y proliferacion celular en el cancer de mama
ERa-positivo (Hall y col., 2001). La primera se conoce como via gendémica clasica, en
donde 17B3-estradiol se une al ER en el dominio de unién a ligando (o LBD en inglés).
Este evento induce cambios conformacionales en el receptor, los cuales permiten que el
ER se transloque al nucleo. Una vez en el nucleo, el ER interactia con secuencias
especificas del ADN ubicadas en las regiones reguladoras, denominadas “elementos de
respuesta a estrogeno” o EREs (por sus siglas en inglés “estrogen response elements”).

Esta interaccion permite que se recluten coactivadores que regulan la transcripcion de



genes blanco o “genes regulados directamente por el ER”. Toda la regulacion
transcripcional depende de la modulacion de las funciones AF-1 y AF-2, pues en estas
regiones del ER se unen los correguladores o proteinas correguladoras. Aquellas
proteinas correguladoras que activan la transcripcibn génica se denominan
coactivadores, mientras que aquellas que la reprimen se denominan correpresores. La
segunda via se conoce como la genémica no clasica, en donde el ER en lugar de
interactuar directamente con las regiones EREs de genes blanco, lo hace de manera
indirecta, por medio de otros factores de trascripcibn como AP-1. En este escenario, el
ER utiliza los sitios de uniébn a ADN de AP-1 para interactuar con las regiones
reguladoras de los genes blanco. A dichos genes blanco de esta via de sefalizacién se
les dice que son regulados indirectamente por el ER. La tercera via se conoce como la
independiente de ligando, y como su nombre lo dice, la activacion de este receptor se
da en ausencia de 17B-estradiol, pues existen quinasas de otras redes de sefializaciéon
(como las de los factores de crecimiento) que activan al ER por medio de fosforilaciones.
La cuarta via se conoce como la via no gendmica, la cual implica la activacién de otras
cascadas de transduccion de sefiales. En esta via solo participa la variante

transmembranal del receptor de estrogeno alfa, es decir, GPR30. (Figura 2).



Proliferation

Cell survival

Figura 2: Representacion esquematica de las vias de sefializacion del ER. La via A se denomina Via gendmica clasica;
La via B, Via genémica no clasica; La via C, Via independiente del ligando; La via D, Via no genémica. Todas estas vias
convergen en la proliferacién y supervivencia celular. ER: receptor de estrégeno alfa (ERa) o beta (ERB); ERa: variante
transmembranal del ERa o GPR30; E,: 17B-estradiol; ERE: elemento de respuesta a estrégeno; RE: elementos de
respuesta a otros factores de transcripcion; P: fosforilacion; RTK: receptor tirosina quinasa; CoReg: correguladores; TF:

factor de transcripcion; HSP90: proteina de choque térmico 90. La figura fue sacada de Le Romancer y col., 2011.

Terapia Endocrina

Se han desarrollado terapias para tratar el cancer de mama ERa-positivo, las cuales
consisten en la administracion de medicamentos que impiden que las hormonas, como
el 17B-estradiol, se unan a sus receptores (en este caso, ERa) y de esta forma no se
potencie el crecimiento del tumor y/o el cancer. A estos tratamientos dirigidos
especificamente contra la actividad del ERa se les conoce como terapia endocrina
(Sanchez y col., 2018). La terapia endocrina por lo general se administra al menos 5 a
10 afios y se han convertido en los principales tratamientos adyuvantes para tratar el
cancer de mama ERa-positivo (Hanker y col., 2020). Sin embargo, a veces estas terapias

se inician antes de la cirugia del tumor, como terapia neoadyuvante.



Actualmente se usan tres tipos de terapia endocrina. De estas tres, dos utilizan
medicamentos que bloquean al ERaq, y la restante utiliza medicamentos que reducen los
niveles plasmaticos de estrégeno. Los que bloquean al ERa corresponden a los
Moduladores Selectivos del ERa o SERMs(Selective Estrogen Receptor Modulators) y
a los Degradadores Selectivos del ERa o SERDs(Selective Estrogen Receptor
Degraders). Los que reducen los niveles de estrogeno corresponden a los Inhibidores

de Aromatasa o Als (Aromatase Inhibitors) (Figura 3).
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Figura 3: Mecanismos de accion de la Terapia Endocrina. A) Los SERMs (Selective Estrogen Receptor Modulators)
compiten con 17B-estradiol y se unen a ERa para reprimir/antagonizar la expresiéon génica. B) Los inhibidores de
aromatasa o Als inhiben la biosintesis de 17p-estradiol. C) Los SERDs (Selective Estrogen Receptor Degraders) compiten
con el 17B-estradiol y se une al ERa para iniciar su degradacién. SERMs: moduladores selectivos de los receptores
estrogénicos; SERDs, degradadores selectivos de los receptores estrogénicos; ERE, elementos de respuesta a

estrogeno. Figura rescatada de Yunlong y Wukun, 2020.

El tamoxifeno es un tipo de SERM que se ha utilizado ampliamente para tratar todos los
estadios de cancer de mama ERa-positivo. Este farmaco compite con el 173-estradiol y

modula la actividad del ERa al cambiar los correguladores de unién e inhibir la actividad



de los factores de transcripcion dependientes del ERa. Esto inhibe las actividades

transcripcionales en el tejido mamario. (Figura 3A).

EL fulvestrant es un tipo de SERD que est& dirigido a mujeres posmenopausicas con
cancer de mama ERa-positivo en estadios avanzados(metastasis) que dejan de
responder a la terapia con SERMs, aunque hay casos que se recomienda usar como
tratamiento de primera linea. Este farmaco se une al ERa con una afinidad 100 veces
mayor que el tamoxifeno (Dowsett y col., 2005). Este SERD al unirse a ERa produce una
reduccion de la capacidad del ERa para trasladarse al nucleo, lo que inhibe la
transcripcién de genes regulados por este receptor, como por ejemplo el gen que codifica
para Catepsina D (CTSD), el Receptor de crecimiento epidérmico (EGFR), Ciclina D1
(CCND1) y Bcl-2 (BCL2). El complejo SERD-ERa sufre degradacion como consecuencia
de la movilidad deteriorada, lo que provoca la regulacion a la baja y degradacion del ERa
por el sistema ubiquitina-proteosoma. La degradacion del ERa lleva a la suspension
completa de todas sus vias de sefializacién (Figura 3C), puesto que al degradarse el
ERaq, toda la actividad transcripcional rio abajo se suspende. De esta manera, fulvestrant
inhibe la transcripcion de genes regulados tanto directa como indirectamente por ERa.
El Anastrozol y el Exemestano son Inhibidores de la Aromatasa. Estos ultimos actlan
bloqueando la enzima responsable de la produccién de 17B-estradiol en los distintos
tejidos. De esta manera, su uso limita la activacién del ERa al impedir que la aromatasa

sintetice 17B-estradiol (Figura 3B).

Pese a que inicialmente la mayoria de los pacientes responden favorablemente a la
terapia endocrina basada en SERMs y Als, estos eventualmente adquieren resistencia
a los farmacos y dejan de responder al tratamiento con estos. Estudios previos sugieren

que la reactivacion del ERa independiente del 17B-estradiol (via de sefializacion



independiente de ligando) es el principal mecanismo de resistencia a la terapia endocrina
basada en SERMS y Als (Miller y col., 2011). Es aqui donde los SERDs toman valor
frente al cancer de mama ERa-positivo, puesto que su estrategia basada en la
degradacion del receptor promete superar la resistencia casi inevitable a la terapia

endocrina.

Curcumina

En la busqueda de una alternativa mas natural para tratar diferentes enfermedades,
como el cancer, se ha visto el gran potencial de las plantas medicinales (Hoareau &
DaSilva, 1999). Dentro de estas plantas tenemos a la Curcuma longa, originaria de la
India. De esta planta se obtiene la curcuma, especia cominmente utilizada en la
preparacion de currys en muchos paises asiaticos por su color y sabor. La medicina
ayurvédica ha utilizado la carcuma para diversos fines médicos, como la curacién de
heridas en la piel, problemas hepaticos y trastornos dermatologicos (Hussain y col,

2017).

Los compuestos bioactivos polifendlicos identificados en la cUrcuma se denominan
curcuminoides (Amalraj y col., 2017), y el mas abundante de estos es la curcumina, la
cual ha sido blanco de estudio durante las Ultimas décadas debido a su potencial
terapéutico como agente antinflamatorio, anti proliferativo, anti carcinogénico y
quimiopreventivo (Prasad & Aggarwal, 2011). Se ha visto que por su complejidad
molecular (Figura 4), la curcumina tiene la capacidad de modular multiples vias de
sefializacién, como la supervivencia celular, la supresion de tumores, la via de las
caspasas en la apoptosis y las vias de los receptores de muerte (Alves y col., 2019).
Ademas, estudios recientes han asociado el potencial de este compuesto para modular

multiples vias de sefializacion en el cancer de mama como lo es la via PI3K/Akt, MAPK



y NF-kB (Choi y col. 2008). La reactivacion del ERa independiente de 17(3-estradiol,
principal mecanismo de resistencia a la terapia endocrina, puede ocurrir a través de la
interferencia del ERa con estas vias de sefializacion oncogénica. Es por esto ultimo que

resulta interesante analizar el efecto que tiene curcumina sobre la actividad del ERa.

Figura 4: Curcumina. A: Estructura quimica de la Curcumina. B: rizoma de Curcuma longa y de donde se
obtiene la cdrcuma.

Estudios realizados por la Dra. Calaf y colaboradores en lineas celulares MCF-7
positivas para el ERa, demuestran el potencial efecto de curcumina sobre la transicién
epitelial-mesenquimal, proceso bioldgico fuertemente asociado a la progresién maligna
en el cancer de mama (Gallardo & Calaf, 2016). En este proceso, las células que
normalmente interactiian con su membrana basal comienzan a perder su organizacion
y las uniones intercelulares. La expresibn génica y una serie de otros eventos
bioquimicos se ven afectados también, lo que finalmente se traduce en un fenotipo
mesenquimal, en donde las células adquieren una capacidad migratoria e invasiva
importante, y hasta una resistencia a la apoptosis. Todo esto lleva a la pérdida del
fenotipo epitelial. Algunos de los protagonistas moleculares que regulan este proceso
son las cateninas, como por ejemplo la B-catenina. Esta proteina juega un papel

importante en la sefializacion y adhesion celular, pues es secuestrada por la E-cadherina
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(cadherina esencial para la integridad y mantencién del tejido epitelial) en las uniones
adherentes y estrechas para mantener el fenotipo epitelial. Ademas de estas proteinas
que participan de la regulacién de la transicion epitelial-mesenquimal, tenemos aquellas
gue potencian este proceso, como por ejemplo Vimentina, que es una proteina
estructural codificada por el gen Vimentin. A nivel celular, esta proteina participa en la
migracion, diferenciacion, proliferacion, adhesion e invasion celular, lo que esta

estrechamente relacionada con la aparicion y el desarrollo de tumores.

La apoptosis, o muerte celular programada, es el proceso celular que ocurre en
respuesta a estimulos ambientales y una estrategia apropiada para la prevenciéon y
tratamiento del cancer de mama ERa-positivo (Hengartner, 2000). En el 2016, Quispe y
Calaf demostraron que en lineas celulares MCF-7 tratadas con curcumina disminuian
los niveles de proteina Bcl-2 (antiapoptética) y aumentaban los de Bax (proapoptética).
Ambas son importantes miembros de la familia Bcl-2 que juegan un fundamental rol en
la determinacion de la muerte o supervivencia celular (Miyashita y col., 1994). El
equilibrio entre los niveles de proteina Bax y Bcl-2 es importante para regular la

apoptosis.

Considerando su capacidad de modular las vias de sefalizacion oncogénica y sus
multiples efectos supresivos sobre las lineas celulares de mama malignas ERa-positiva
(Shao y col., 2002) es que resulta importante conocer el efecto de la curcumina sobre la
actividad del ERa, pues este receptor no sélo esta implicado en el crecimiento de
tumores en mujeres con cancer de mama ERa-positivo, sino que también se ha visto su
actividad en la mayoria de las pacientes con cancer de mama ERa-positivo resistentes

a la terapia endocrina (Miller et al., 2011).
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En el presente trabajo se evalud el efecto que tiene curcumina sobre la actividad del
ERa. Para esto se utilizé una linea celular de mama maligna y positiva para el ERa,
conocida como MCF-7. Se caracteriza por ser una de las pocas lineas celulares que
expresa niveles considerables del ERa, lo que la transforma en un valioso sistema
modelo para el estudio del cAncer de mama ER+. El efecto de este compuesto se evalud
en presencia de 17B-estradiol, para asi mantener la actividad del receptor “ON” y de
esta manera poder ver el efecto del compuesto sobre su hormal actividad, como lo es
en el cancer de mama ER+ y en el que se adquiere resistencia a la terapia endocrina.
Ademas, se evalud el efecto de este compuesto sobre la proliferacion celular, la
supervivencia celular y la transicion epitelial-mesenguimal. Para evaluar el efecto de este
compuesto sobre la proliferacién celular se midieron los niveles proteicos de un
marcador molecular ampliamente descrito para dicho proceso, el antigeno nuclear de
células en proliferacion o PCNA (proliferating cell nuclear antigen, por sus siglas en
inglés). Este marcador es una proteina nuclear que actia como cofactor de la ADN
polimerasa Il y participa en la replicacion y reparacién del ADN. Para evaluar el efecto
de este compuesto sobre la supervivencia celular se midieron los niveles proteicos de
Bax y Bcl-2, mientras que para la transicion epitelial-mesenquimal se mediran los niveles
proteicos de 3-catenina y Vimentina.
Hipotesis
e La curcumina en presencia de 17(B-estradiol altera la actividad del receptor
estrogénico alfa (ERa), la proliferaciéon celular, la supervivencia y la transicion

epitelial-mesenquimal, en células MCF-7 in vitro.



12

Objetivo general:
¢ Analizar el efecto de la curcumina en presencia de 17p-estradiol sobre los niveles
de proteina tanto del receptor estrogénico alfa (ERa) como de marcadores
moleculares asociados a proliferacién, supervivencia y transicion epitelial-

mesenquimal, en células MCF-7.

Objetivos especificos:

e Determinar toxicidad y concentracion de trabajo de curcumina y de 17B-estradiol

en células MCF-7.

o Determinar el efecto de curcumina sola y en presencia de 17p-estradiol sobre la
expresion del ERa y los genes que regula tanto directa (CTSD) como

indirectamente (EGFR, CCND1 y BCL2).

o Determinar el efecto de curcumina sola y en presencia de 17B-estradiol sobre la

viabilidad celular y la capacidad de formacién de colonias de las células MCF-7

o Determinar el efecto de curcumina sola y en presencia de 173-estradiol sobre los
niveles proteicos de aquellos marcadores moleculares asociados a la
proliferacion celular (PCNA), a la supervivencia celular (Bax y Bcl-2), y a la

transicion epitelial-mesenquimal (Vimentina y B-catenina).



MATERIALES Y METODOS
1. Lineay cultivo celular.
La linea celular de mama malignas MCF-7(obtenidas de la American Type Collection,
EE.UU.) se mantuvo en medio Dulbecco (DMEM; Gibco, EE.UU.) suplementado con
suero fetal bovino (SFB) al 5% (Hyclone, Fremont, CA, EE. UU), penicilina (100 U/ml),
estreptomicina (100 pg/ml), 0,1 mM de aminoacidos no esenciales, 0,2 mM de glutamina
y 1 mM de piruvato, y se incub6 en una atmosfera humidificada con 5% de €0, a 37 °C.
Para el subcultivo, las células fueron lavadas con tampén fosfato salino (PBS) y
posteriormente incubadas con tripsina durante 5 min. Para inactivar la tripsina se utilizo
medio DMEM suplementado con 5% SFB. Las células se analizaron periédicamente para
detectar contaminacion por micoplasma.
2. Ensayo de citotoxicidad celular.
La linea celular de mama maligna MCF-7 se cultivd en placas de 96 pocillos a una
densidad de 5x10° células por pocillo. Después de 24 h, las células se dejaron incubando
con diferentes concentraciones de curcumina (CUR) y 17B-estradiol(E2) por 48 h. Luego
de las 48 h, se incubaron con reactivo MTT (dilucién 1:10 en medio DMEM) durante 4 h
a 37°C. Después de la incubacion, las células se trataron con disolvente MTT(DMSO)
durante 30 minutos a 37°C. La formacion del producto formazan se midi6
espectrofotométricamente a 590 nm usando un lector Multi-Modal synergy HTX (Biotek,
Vermont, EE. UU). Asi, la absorbancia es proporcional al nimero de células vivas en
cada pocillo.
3. Ensayo de proliferacion celular.
La linea celular de mama maligna MCF-7 se cultivd en placas de 96 pocillos a una

densidad de 5x10° células por pocillo. Después de 24 h, las células se trataron con
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DMSO, E2(1x107 M), CUR (25uM) y CUR+E2, y se incubaron a 48 h. La viabilidad se
midié de dos formas: con reactivo MTT y con tincion cristal violeta.

3.1. Viabilidad celular con reactivo MTT.
Luego de las 48 h de tratamiento, se incubaron con reactivo MTT (dilucion 1:10 en medio
DMEM) durante 4 h a 37°C. Después de la incubacién, las células se trataron con
disolvente MTT(DMSO) durante 30 minutos a 37°C. La formacién del producto formazén
se midié espectrofotométricamente a 590 nm usando un lector Multi-Modal synergy HTX
(Biotek, Vermont, EE. UU).

3.2. Viabilidad celular con tincidén cristal violeta.
Luego de las 48 h de tratamiento, se incubaron con solucion de tincién de cristal violeta
al 0,5% durante 20 min a temperatura ambiente en un agitador orbital. Se lavaron 4
veces cada pocillo de la placa con agua destilada y se dej6 secar al aire sin su tapa por
2 h a temperatura ambiente. Después del secado, las células se trataron con metanol
durante 20 min a temperatura ambiente sobre un agitador orbital. Se midié la
absorbancia en cada pocillo con un lector Multi-Modal synergy HTX (Biotek, Vermont,

EE. UU).

4. Ensayo de crecimiento independiente de anclaje o soft agar.

Para estudiar la perdida de anoikis, 1x10* células fueron recolectadas y resuspendidas
en Bacto-agar (BD, California, Estados Unidos) 0,33% disuelto en una mezcla de
nutrientes compuesto por DMEM 2X, SFB 10 % y DMEM 1X, suplementado con los
correspondientes tratamientos de DMSO, CUR, E2 y CUR+E2. La mezcla de células en
agar al 0,33% fue sembrada sobre una base de Bacto-agar 0,5% siendo mantenidas a
37°C y suministrando medio completo de crecimiento con los distintos tratamientos dos

Veces por semana.
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5. Western Blot.

La linea celular de mama malignas MCF-7 se cultivd en placas de 10 cm. Se dejaron
crecer por 2-3 dias hasta alcanzar un 80% de confluencia. Luego de alcanzar esta
confluencia, se trataron con DMSO (control), E2(1x107 M), CUR (25uM) y CUR+E2 Yy se
dejaron incubando por 48 h. Para determinar la expresién de ERa, PCNA, Bax, Bcl-2, B-
catenina y Vimentina, las células MCF-7 fueron lisadas con tampéon RIPA 1X,
suplementado con Inhibidor de proteasa y fosfatasa 1X (Roche Diagnostics, Basilea,
Suiza). Posteriormente, la concentracién de proteina se determind usando el reactivo
Pierce BCA (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EE. UU) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. De estos, 20 ug de proteina fueron denaturadas con tampon
de carga 1X (National Diagnostics, Atlanta, EE.UU) a 95°C durante 5 min para luego ser
cargadas en un gel de poliacrilamida suplementado con dodecilsulfato sédico al 1%
(SDS-PAGE). El proceso de electroforesis se realiz6 a 100 Volts durante dos horas con
una fuente de poder PowerPac (Bio-Rad, California, EE. UU). Posteriormente, las
proteinas del gel fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa por medio del
dispositivo Trans-Blot® SD semi-dry transfer a 20 volts durante 50 min de acuerdo con
las recomendaciones del fabricante (Bio-Rad, California, EE. UU). La membrana se
sometié después a bloqueo con una disolucién de 5% de albumina de suero bovino
(BSA) y 0,1% de Tween 20 en tampodn tris Salino (TBS-T20) durante 2 h a temperatura
ambiente, para luego ser lavada tres veces con TBS-T20 durante 10 min cada lavado.
La incubacion con anticuerpo primario anti-ERa(D6R2W), anti-PCNA (sc-56), anti-
Bax(sc-526), anti-Bcl-2(sc-492), anti- B-catenina(sc-1496), y anti-Vimentina(sc-7557) se
realiz6 con una dilucién de 1:1000 en TBS-T20 por toda la noche. Una vez realizada la
incubacién con anticuerpo primario, la membrana se lavé cuatro veces con TBS-T20

durante 10 min cada lavado y luego se incub6é con anticuerpo secundario (BD
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Pharmingen, San Diego, CA, EE. UU) diluido 1: 2000 en TBS-T20 por 2 h. A
continuacién, las membranas se lavaron tres veces en TBS-T20 por 10 min cada lavado,
y finalmente, las sefiales de la reaccion de peroxidasa se detectaron usando el sistema
ECL (Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, Reino Unido) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La B-actina se us6 como un control de carga interno para
normalizar los niveles de todas las proteinas.

6. PCR en tiempo real (RT-qPCR).

Se cultivaron células MCF-7 en placas de 10 cm. Se dejaron crecer por 2-3 dias hasta
alcanzar un 80% de confluencia. Luego de alcanzar esta confluencia, se trataron con
DMSO (control), E2(1x107 M), CUR (25uM) y CUR+E2 y se dejaron incubando por 48
h. Después de este tiempo, las células se homogeneizaron con 1 mL de reactivo TRIzol
(Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, Inc.). Retirado el lisado celular, se mezclé con 0.2
mL de cloroformo (Merck, Burlington, Massachusetts) para luego ser centrifugado a
12.000 x g por 15 min a 4°C. Se recupero la fase acuosa y el RNA fue precipitado
adicionando 0,5 mL de alcohol isopropilico (Merck, Burlington, Massachusetts) y se dejé
incubando por 10 min a 4°C. Luego, las muestras se centrifugaron a 12.000 x g por 10
min a 4°C, se lavé el precipitado de cada una con 1 mL de alcohol etilico
(Merck, Burlington, Massachusetts) al 75% v/v en agua libre de nucleasas
(Winkler, Lampa, Chile), se separd mediante centrifugacion a 7.500 x g por 5 min a 4°C,
se descarté el sobrenadante y se realiz6 un air dry, o secado al aire, por 10 min.
Finalmente, el pellet fue disuelto en 30 UL de agua libre de nucleasas y se incubd en un
termoblock a 55°C por 10 min. El RNA obtenido fue cuantificado con el kit Qubit™ RNA
Broad Range, segun las instrucciones del fabricante, en el fluorémetro Qubit 4.0(Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, EE.UU.). EI cDNA se preparé utilizando el kit

AffinityScript (Agilent Technologies, Massachusetts, EE.UU.) segln las instrucciones del


https://www.google.cl/search?sa=X&biw=1360&bih=637&q=Little+Chalfont+Reino+Unido&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MCnPza5UAjONjDKMLLS0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQD0MEGtRAAAAA&ved=2ahUKEwism9nvq43bAhWDIZAKHZHtB8IQmxMoATANegUIARCWAQ

17

fabricante. Este cDNA se someti6 a cuantificacion por PCR en tiempo real(qPCR) en el
sistema de deteccion CFX 96 Touch (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) con partidores
especificos. Cada mezcla de amplificacion se prepard con 12,5 yL de SYBR Green
Mastermix 2X (Promega, Madison, WI, EE. UU), 0,4 uM de partidores especificosy 1 uL
de cDNA en un volumen final de 25 pL. Las condiciones de termociclado para gPCR
contra los genes ESR1, CTSD, EGFR, CCND1, BCL2, ACTB (B-actina) fueron las
siguientes: 94 ° C durante 30 s, 55 ° C durante 20y 72 ° C durante 20 s, para un total de
40 ciclos. Los partidores para cada gen seleccionado se presentan en la Tabla 1. Las
reacciones se realizaron por duplicado y el umbral del ciclo se obtuvo utilizando el
software BIO RAD CFX Manager 2.1. La expresidn génica relativa se calculé usando el

método 222Ct tomando como referencia los niveles de B-actina.

Tabla 1: Secuencia y temperatura de hibridacion de los partidores usados en el RT-gPCR

Nombre del gen Secuencia del partidor Temperatura de hibridacion[°C]

ESR1 F:CCACCAACCAGTGCACCATT 58,5
R:GTCTTTCCGTATCCCACCTTT 55,4

CTSD F:GCTACAAGCTGTCCCCAGAG 63,9
R:CTCTACCCCCACCAAACAGA 63,8

EGFR F:GCGTCTCTTGCCGGAATGT 58,2
R:GGCTCACCCTCCAGAAGGTT 59,3

CCND1 F:AATGACCCCGCACGATTTCA 57,3
R:TGAGGCGGTAGTAGGACAGG 58,1

BCL2 F:TACCTGAACCGGCACCTG 57,2
RGCCGTACAGTTCCACAAAGG: 56,2

ACTB F:TGCCGACAGGATGCAGAAG 57,7

R:GCCGATCCACACGGAGTACT 59,1
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7. Inmunocitoquimica

Para visualizar los niveles proteicos y localizacion de ERa, PCNA, Bax, Bcl-2, B-catenina
y Vimentina, la inmunocitoquimica se realizé segun el protocolo descrito previamente por
Calaf et al. con algunas modificaciones. En resumen: Se sembraron 1x10* células en un
portaobjetos de vidrio (Nunc Inc., Naperville, IL, USA) y se dejaron crecer hasta un 80%
de confluencia. Las células fueron tratadas durante 48 h con DMSO (control), E2(1x10-
7 M), CUR (25uM) y CUR+EZ2, y luego se fijaron con paraformaldehido tamponado a
temperatura ambiente.

Posteriormente, las células fijadas se incubaron con H,0, al 1% en metanol para
bloguear la peroxidasa enddgena y se lavaron de nuevo dos veces con PBS. Después,
los cultivos celulares se cubrieron con suero de caballo normal durante 30 minutos a
temperatura ambiente y se incubaron con anticuerpos anti-ERa(D6R2W), anti-PCNA (sc-
56), anti-Bax(sc-526), anti-Bcl-2(sc-492), anti- B-catenina(sc-1496), y anti-Vimentina(sc-
7557) todos ellos de Santa Cruz Biotechnology, Inc. Estos anticuerpos primarios se
utilizaron a una dilucién de 1:500 y se incubaron durante la noche a 4°C. Las células se
lavaron dos veces con PBS y, posteriormente, se incubaron durante 45 minutos con una
solucion de anticuerpos secundarios biotinilados diluidos (Vector Laboratories Inc.,
Burlingame, CA, USA) y el reactivo Vectastin Elite ABC (Vector Laboratories Inc.,
Burlingame, CA, EE.UU.).

8. Andlisis estadistico.

Los datos se analizaron con el software Graphpad Prism v8 (La Jolla, CA, EE.UU). Los
resultados se expresaron como los promedios + desviaciones estandar de replicas o
triplicado. La significancia de las diferencias entre las muestras se analiz6 utilizando la

prueba t de Student, y un valor de p <0,05 se consideré estadisticamente significativo.



RESULTADOS

1. Citotoxicidad y concentracién de trabajo de curcuminay 17B-estradiol en células
MCF-7.

Para evaluar los niveles de curcumina no téxicos para las células y determinar la
concentracion de trabajo, expusimos a las células MCF-7 a diferentes concentraciones
de curcumina durante 48 h. En la Figura 5 se observa que a una dosis de 25 uM hay
una diferencia estadisticamente significativa(p<0,05) de la viabilidad celular con respecto
al control, y el IC50, parametro que indica la cantidad de fArmaco necesaria para inhibir
un proceso bioldgico a la mitad, fue de 25,7 puM. Por lo tanto, una dosis que no supere
los 25,75 UM se considera no toxica para las células. Siguiendo esta linea, 25 uM fue la
concentracion maxima no toxica y la que se eligio para los experimentos posteriores.
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Figura 5: Efecto dosis-respuesta de curcumina (CUR) sobre la viabilidad celular. Células MCF-7 fueron
tratadas con distintas concentraciones de CUR (10-50 puM). La viabilidad celular fue medida con el ensayo
de MTT a las 48 h de incubacion con CUR. C: control con DMSO. Los datos fueron expresados como

promedios con desviaciones estandar de 2 experimentos independientes. *** p<0,05.

Para determinar la concentracion a la cual 17B-estradiol produce el maximo efecto
estimulante sobre el crecimiento de las células MCF-7, y de esta manera simular la

maxima actividad del receptor de estrogeno alfa (ERa), se expusieron a las células MCF-
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7 a diferentes concentraciones de 173-estradiol durante 48 h. En la Figura 6 se observa
gue una dosis de 1x107 M fue la concentracion maxima estimulante del crecimiento
celular, pues se observa una diferencia estadisticamente significativa(p<0,05) del
crecimiento celular con respecto a la condicién control. A concentraciones superiores a
esta no se observan cambios en el crecimiento celular, por lo tanto, 1x107 M fue la

concentracion maxima estimulante y la que se eligié para los experimentos posteriores.
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Figura 6: Efecto del 17B-estradiol (E2) sobre el crecimiento celular. Células MCF-7 fueron tratadas con

distintas concentraciones (1x10'! - 1x10-5 M) de E2. El crecimiento celular fue medido con el ensayo de

MTT a las 48 h de incubacién con E2. C: control con etanol. Los datos fueron expresados como promedios

con desviaciones estandar de 2 experimentos independientes. ** p<0.05.

2. La curcumina disminuye los niveles de expresion del Receptor de Estr6geno
Alfa através de mecanismos dependientes de la transcripcion génica.

Se ha visto el potencial impacto farmacolégico que presenta curcumina para tratar
algunas enfermedades como el Alzheimer, la diabetes, la artritis y hasta algunos tipos
de canceres (Huminiecki y col., 2017). Para analizar el efecto de esta substancia sobre
el cancer de mama ER+, cancer que depende en gran parte de la regulacion de la

actividad de receptores hormonales como el ERa, evaluamos el efecto de la curcumina
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en presencia de 17p3-estradiol sobre los niveles proteicos del ERa. Como se muestra en
la Figura 7A, la curcumina en presencia de 17f-estradiol (CUR+E2) disminuye
significativamente los niveles de la proteina ERa a las 48 h de tratamiento cuando se
compara con la condicién control con DMSO. Se observa también una disminucion en
los niveles del ERa cuando las células son tratadas solo con curcumina. El tratamiento
con 17@-estradiol muestra una leve disminucion en los niveles del ERa cuando se
compara con la condicién control; este tratamiento con 173-estradiol es importante a la
hora de compararlo con la mezcla CUR+E2, debido a que 17B-estradiol solo estaria
activando al ERa y de esta forma estimulando la proliferacion y supervivencia celular.

La Figura 7B muestra el resultado de una inmunocitoqumica contra ERa. Esto reafirma
el efecto que tiene curcumina sobre el ERa, pues se observa una disminucién en los

niveles de ERa a las 48h de tratamiento cuando se compara con la condicién control.

C E2
< B ' e v’ S el N
A B >y ‘. - ’.'. 1Y ;‘ ' J ) ".0..0 s (Y
. . e - 9%, 0 >
R S K LR B ...
C E2 CUR CUR+E2 . 2" °D o 2% O, e o 0
—_— L . e, e wie - e ® '__" 0
. . te o -y >
. . o § g L} -
ERa q ‘. . ¢ & 2 e o
— 5 xDa > T g P - ® o+ ol ! J=. 9
‘e . » © . ‘' o ‘0 o ., 1 . P %
e * B ’, . ‘ ® o e &, a0
B-actin 2 . o @ & A
G S e 42kDa N A o am FY_ 22 v 3
. : .“.‘. o * o'. .‘“t.. o.v’
L" @9 ) L] -
ERa .
- [ ®
* L 'o . ™ o &%
LY . ) ®
o ' . . r ‘. .’ :.
* o ‘. 0 oo
’ -’ - N
e " , e o o Fl
L
). ¥ ) o ‘® ® ° .o
.
8 3 ’ as .~ . “
b s Yo o 2 I -
CUR CUR+E2

Figura 7: Efecto de curcumina sola y en presencia de 173-estradiol (CUR+E2) sobre los niveles proteicos
de ERa. Western blot (A) e inmunocitoquimica (B) contra ERa en células MCF-7 tratadas por 48 h con
DMSO(C), 17B-estradiol 1x107 M(E2), curcumina 25uM(CUR) y curcumina 25uM + 17B-estradiol 1x10”7
M(CUR+EZ2). Se usé B-actina como control de carga. Los datos fueron expresados como la imagen mas

representativa de 3 experimentos independientes.
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Para determinar si esta disminucién que provoca curcumina en los niveles del ERa se
debe a mecanismos dependientes de la transcripcién génica, se evalud la expresién del
gen que codifica para ERa, ESR1. Esto se realiz6 a través de la medicién de los niveles
de mRNA de ESR1, por RT-qPCR a 48 h de exposicidén a curcumina sola y en presencia
de 17B-estradiol. Como se muestra en el gréfico de la Figura 8, curcumina sola (CUR) y
en presencia de 173-estradiol (CUR+EZ2) promovieron una disminucién significativa de
los niveles de expresion del gen ESR1 en células MCF-7, cuando se comparan con la

condicion control con DMSO.
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Figura 8: Efecto de curcumina sola y en presencia de 17p-estradiol (CUR+E2) sobre los niveles de expresion
del gen ESR1. Las células MCF-7 fueron tratadas por 48 h con DMSO(C), B-estradiol 1x107 M (E2),
curcumina 25uM (CUR) y curcumina 25uM + B-estradiol 1x107 M(CUR+E2). Se us6 ACTB (B-actina) como
gen normalizador. Los datos fueron expresados como promedios con desviaciones estandar de 2

experimentos independientes. *: p<0,05; **: p<0,05

Como el fin de este trabajo es evaluar el efecto de esta substancia sobre la actividad del
ERa, se analizaron los niveles de expresion de genes que son regulados por este
receptor, a las 48 h de tratamiento. En el gréafico de la Figura 9 se observa que tanto

CUR como CUR+E2 disminuyen los niveles de mRNA de los genes regulados por ERaq,
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es decir, de CTSD, EGFR, CCND1 y BCL2. Se observa que en la condicién con 17f3-
estradiol (E2) hubo un aumento estadisticamente significativo(p<0,01) de los niveles de
MRNA de genes regulados indirectamente por ERa, como es el caso de EGFR, CCND1
y BCL2, mientras que hubo una disminucién de los niveles de mRNA del gen CTSD, gen

regulado directamente por ERa.
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Figura 9: Efecto de curcumina sola y en presencia de 17B-estradiol (CUR+E2) sobre los niveles de mRNA
de CTSD, EGFR, CCND1 y BCL2 en células MCF-7 tratadas por 48 h con DMSO(C), B-estradiol 1x10~
M(E2), curcumina 25uM(CUR) y curcumina 25uM + B-estradiol 1x1077 M(CUR+E2). Se us6 ACTB (gen que
codifica para B-actina) como gen normalizador. Los datos fueron expresados como promedios con

desviaciones estandar de 5 réplicas diferentes *: p<0,05; **: p<0,05.

3. Lacurcumina solay en presencia de 17B-estradiol disminuye el crecimiento de
células MCF-7 in vitro.

Para demostrar que la disminucion de los niveles de expresién del ERa repercute
también en el crecimiento celular, se realizaron ensayos de viabilidad celular frente a la
exposicion a los distintos tratamientos. Estos fueron medidos a través de la tincion de

células viables con cristales violeta y la formacién de producto formazan (ensayo MTT).
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Como se muestra en los gréficos de la Figura 10A y 10B, la viabilidad celular disminuy6
significativamente cuando las células fueron expuestas por 48 h a curcumina sola (CUR)
y en presencia de 17B-estradiol (CUR+E2). Esto Ultimo si lo comparamos con la

condicién control con DMSO.
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Figura 10: Efecto de curcumina sola y en presencia de 173-estradiol (CUR+E2) sobre la viabilidad de células
MCF-7. La viabilidad celular fue medida a través del ensayo de MTT(A) y de la tincién con cristal violeta(B)
a las 48 h de incubacién con DMSO(C), B-estradiol 1x10-7 M(E2), curcumina 25uM(CUR) y curcumina 25uM
+ B-estradiol 1x107 M(CUR+EZ2). C: control con DMSO. Los datos fueron expresados como promedios con

desviaciones estandar de 2 experimentos independientes ***: p<0,05.

Ademas de observar que esta disminucién de los niveles de expresion del ERa repercute
en el crecimiento celular, se observé un efecto parecido sobre el crecimiento libre de
anclaje. Para analizar esto, se realizaron ensayos de formacion de colonias en agar
semisolido (ensayo soft-agar) como se describe en Materiales y métodos. En la Figura
11 se observa que la capacidad de formar colonias se redujo en las células tratadas con
CUR y CUR+E2, pues el tamafio de estas es mucho menor en comparacion con la

condicién control con DMSO y 17B-estradiol. Los resultados de este ensayo sugieren
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gue la curcumina sola y en presencia de 17B3-estradiol, inhibe el crecimiento libre de

anclaje o “perdida de anoikis” en las células MCF-7.

CUR+E2

Figura 11: Efecto de curcumina sola y en presencia de 173-estradiol (CUR+E2) sobre el crecimiento libre
de anclaje. El crecimiento fue medido a través de ensayos de formacion de colonias en agar semisélido. Las
células MCF-7 fueron tratadas con DMSO(C), B-estradiol 1x107 M(E2), curcumina 25uM(CUR) y curcumina

25uM + B-estradiol 1x107 M(CUR+E2) 2 veces por semana durante 31 dias. C: control con DMSO.

4. Lacurcuminasolay en presencia de estrogenos afecta los niveles de proteinas
asociadas a la proliferacion celular, la supervivencia celular y la transicién
epitelial-mesenquimal.

Hipotetizamos que esta disminucion en la viabilidad celular se podria relacionar a una
disminucion en la proliferacion celular. Para corroborar esto, se evaluaron los niveles
proteicos del antigeno nuclear de células en proliferacion, PCNA. Como se muestra en
la Figura 12A, hay una disminucion de los niveles de la proteina PCNA en las
condiciones con CUR y CUR+E2(p<0,05), mientas que en la condicién con 173-estradiol
se observa un leve aumento de los niveles de PCNA cuando se compara con la condicion
control con DMSO, sin embargo, este aumento no es estadisticamente significativo. Para
reafirmar esta disminucion en los niveles de PCNA en las células expuestas a CUR y
CUR+EZ2, se realiz6 una inmunocitoquimica contra PCNA (Figura 12B), método que no

s6lo permite determinar la expresion de un antigeno especifico en la célula a partir de la
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intensidad de la tincion, sino que también ver el contexto celular y su localizacion en la

célula. Los resultados muestran que hay una disminucién de la tincién en las células

tratadas con curcumina sola (CUR) y en presencia de 17B-estradiol (CUR+E2), lo que

reafirma el resultado del western blot, es decir, se observa que hay una disminucién de

los niveles proteicos de PCNA en la condicion con CUR y CUR+E2. De este modo, la

disminucion que provoca curcumina sobre los niveles de proteina ERa, en células MCF-

7, repercute también en la proliferacion celular. Los resultados de la inmunocitogimica

también indican que hay un aumento de los niveles de PCNA en las células tratadas con

17B-estradiol(E2), pues se puede apreciar un considerable aumento de tincién de estas

células con respecto a la condicién control(C).
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Figura 12: Efecto de curcumina sola y en presencia de 173-estradiol (CUR+E2) en la proliferacion celular.

Western blot (A) e Inmunocitoquimica (B) contra PCNA en células MCF-7 tratadas por 48 h con DMSO(C),

17B-estradiol 1x10°7 M(E2), curcumina 25uM(CUR) y curcumina 25uM + 17B-estradiol 1x107 M(CUR+E2).

Se us6 B-actina como control de carga. Los resultados fueron expresados como la imagen mas

representativa de 2 experimentos independientes. El grafico en (A) expresa los datos del western blot como

promedios con desviacion estandar de 2 experimentos independientes. *: p<0,05; ns: no significativo.
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Debido a que la disminucién del crecimiento celular se asocié fuertemente con una
disminucion en la proliferacion celular, también se evaluo si el efecto de esta substancia
repercute también sobre la supervivencia celular y la transicién epitelial-mesenquimal.
Esto se realiz6 midiendo los niveles proteicos de marcadores moleculares asociados a
cada proceso celular mencionado anteriormente. Para supervivencia celular se utilizaron
marcadores de sefiales de supervivencia o anti-apoptéticos, como Bcl-2, y marcadores
pro-apoptoéticos, como Bax. Para la transicion epitelial-mesenquimal se utilizaron
marcadores asociados a este proceso, como Vimentina, y marcadores que regulan este
proceso, como B-catenina. Como se muestra en la Figura 13A, disminuyen los niveles
de la proteina Bcl-2 en las células expuestas a curcumina sola (CUR) y en las expuestas
a curcumina en presencia de 17p-estradiol (CUR+EZ2). Esto ultimo si lo comparamos con
la condicion control con DMSO. Para los niveles de Bax no se observaron diferencias
significativas con respecto a la condicidbn control para estas mismas dos Ultimas
condiciones. Los resultados fueron respaldados con su respectiva inmunocitoquimica,
pues en la Figura 13B se observa el mismo resultado para Bcl-2.

Los resultados apuntan a que el efecto que tiene curcumina sobre las células MCF-7
estaria repercutiendo significativamente en la supervivencia celular y no asi en la
apoptosis, pues no se observaron cambios significativos en los niveles proteicos de
marcadores apoptoticos, como Bax. Sin embargo, al observar la inmunocitoquimica
contra Bax en la Figura 13D, se puede ver que en la condicion CUR y CUR+E2 hay
células presentes que estan entrando en procesos de muerte celular (flechas negras),

pues la morfologia que presentan es caracteristica de apoptosis.
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Figura 13: Efecto de curcumina sola y en presencia de 17B-estradiol (CUR+E2) sobre la supervivencia
celular. Western blot (A) e inmunocitoquimica contra Bcl-2(B) y Bax(D) en células MCF-7 tratadas por 48 h
con DMSO(C), B-estradiol 1x107 M(E2), curcumina 25uM(CUR) y curcumina 25uM + B-estradiol 1x107
M(CUR+E2). Se us6 B-actina como control de carga en el western blot. Los resultados fueron expresados

como la imagen mas representativa de 2 experimentos independientes.

Los resultados de la Figura 14A muestran que, por un lado, hay un aumento en los
niveles de B-catenina cuando las células son expuestas a curcumina sola (CUR) y en
presencia de 17B-estradiol (CUR+E2). Por otro lado, los niveles de Vimentina no
cambian con respecto al control con DMSO, sin embargo, aumentan en la condicién con
17B-estradiol. Esto Ultimo sugiere que curcumina también esta alterando la transicion

epitelial-mesenquimal al aumentar los niveles de proteinas que regulan este proceso,
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como la B-catenina, marcador que suele expresarse en células epiteliales. De esta
forma, curcumina estaria reprimiendo en las células MCF-7 el desarrollo de propiedades
migratorias e invasivas, debido a que regula la transicion epitelial-mesenquimal, proceso
morfogenético esencial en la metastasis celular (Heerboth y col., 2015).

La inmunocitoquimica contra Vimentina (Figura 14D) muestra una pronunciada tincion
para las células tratadas con E2 y no para las condiciones con DMSO (control), CUR y
CUR+E2. Esto ultimo corrobora que curcumina no altera a este marcador. Para la
inmunocitoquimica contra B-catenina (Figura 14B) se observa una tincion en las
membranas de las células tratadas con curcumina sola (CUR) y en presencia de 17f3-
estradiol (CUR+E2) (flechas verdes), puesto que es ahi donde esta proteina ejerce su
funcion, la cual consiste en favorecer la adhesion celular. De esta manera, curcumina
estaria regulando la transicién epitelial-mesenquimal al promover la funciéon de f-

catenina.
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Figura 14: Efecto de curcumina sola y en presencia de 173-estradiol (CUR+E2) sobre la transicion epitelial-
mesenquimal. Western blot (A) e inmunocitoquimica contra 3-catenina(B) y Vimentina(D) en células MCF-7
tratadas 48 h con DMSO(C), B-estradiol 1x107 M(E2), curcumina 25uM(CUR) y curcumina 25uM + B-
estradiol 1x107 M(CUR+E2). Se usé B-actina como control de carga. Los resultados fueron expresados

como la imagen mas representativa de 2 experimentos independientes.



DISCUSION

Se estima que el 80% de los canceres de mama son positivos para receptores de
estrégeno (ER+) (DeSantis y col., 2019). Estos receptores son indispensables para el
crecimiento de las células tumores en el cancer de mama ER+, pues se ha visto que su
actividad estd mayormente asociada a los procesos de proliferacion y supervivencia
celular (Helguero y col., 2005). Los tumores en el cancer de mama ER+ requieren de las
hormonas, como los estrégenos, para poder crecer, por lo tanto, el cancer de mama ER+
es un cancer dependiente de hormonas. El 17p-estradiol es el estrogeno predominante
en la mujer, pues supera a los demas durante los afios reproductivos tanto en los niveles
séricos absolutos como también en la actividad estrogénica. ElI 17B-estradiol fue
identificado como carcindgeno por la IARC el afio 2016 (Smith y col., 2016) y es
considerado como uno de los factores de riesgo que mas contribuye al desarrollo de
cancer de mama ER+. Sin embargo, este estrogeno posee propiedades beneficiosas
sobre otros 6rganos del cuerpo humano (Travis y col., 2003). Es por esto ultimo que el
estado menopausico de la mujer es uno de los factores mas importante a considerar al
momento de evaluar la mejor terapia para pacientes con cancer de mama ER+, pues, si
bien el uso de terapias endocrinas dirigidas hacia la actividad del Receptor de Estrogeno
Alfa(ERa) son y han sido las mas exitosas para tratar este tipo de cancer de mama, si
no se toman en cuenta los factores de riesgo pueden ocasionar efectos secundarios
indeseables muy graves, como lo es aumentar el riesgo a desarrollar cancer de
endometrio o a desarrollar trombosis profunda; lo que se ha visto con Tamoxifeno, un
tipo de terapia endocrina conocida por ser Moduladores Selectivos del ERa o
SERMs(selective estrogen receptor modulator, por sus siglas en ingles) y la mas usada

(Perez-Zufigay col., 2014). Si bien las terapias endocrinas son la opcion de tratamiento
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pre o postcirugia del tumor en pacientes con cancer de mama ER+, estas dejaran de
hacer efecto en algiin momento del tratamiento, pues se ha visto en muchos estudios
clinicos que los pacientes suelen tener una recidiva después de los 5 afios de terapia
con SERMs, generandose una resistencia a la terapia endocrina (Ali y col., 2002). Esta
resistencia también se ha observado con los Inhibidores de Aromatasa o Als(Aromatese
Inhibitors, por sus siglas en ingles), otro tipo de terapia endocrina. De esta forma, la
resistencia a la terapia endocrina en inevitable. Frente a esto, diversos estudios han
demostrado que el principal mecanismo por el que se adquiere esta resistencia tiene que
ver con la reactivacion del Receptor de estrégeno Alfa (ERa). Esta reactivacion ocurre
de forma independiente de su ligando endégeno 173-estradiol, a través de interferencias
del ERa con diferentes vias de sefializaciébn oncogénica, como las vias MAPK o
PI3k/Akt/mTOR(Steelman y col.,, 2011). Estudios previos han sugerido que esta
reactivacion puede ocurrir cuando hay una alteracion en los factores de transcripcion y
coactivadores asociados al ERa, como lo es NF-kB (Yde y col., 2012) y AP-1 (Schiff,
2000), o cuando hay una alteracion del control de la sefalizacién rio bajo del ERa.
Gracias a los hallazgos de estos estudios se han podido desarrollar nuevas estrategias
de tratamiento que combinan SERMs (como Tamoxifeno) con inhibidores dirigidos a
estos mecanismos moleculares que confieren resistencia en el cancer de mama ERa-
positivo. Pese a la existencia de estas nuevas estrategias, son muchas las posibilidades
por donde se pueda adquirir resistencia a la terapia endocrina, pues una sola molécula
no puede suprimir la comunicacion cruzada y los bucles de retroalimentacion negativa
en las complejas redes celulares.

Considerando este problema de la resistencia a los SERMs y Als en el cancer de mama
ER+, es que se desarrollaron los Degradadores selectivos del ERa 0 SERDs(Selective

estrogen receptor degraders, por sus siglas en ingles). Los SERDs se consideran un



33

enfoque terapéutico importante para tratar el cancer de mama ER+, tanto en casos de
resistencia a los medicamentos en etapa temprana como mas avanzadas, pues poseen
una estrategia de vanguardia que ha permitido mejorar tanto la supervivencia como los
tiempos de recaida de los pacientes con cancer de mama ER+.

Considerando los antecedentes anteriormente mencionados es que resulta interesante
ver el efecto que tiene la curcumina, compuesto bioactivo de la hierba Curcuma Longa,
sobre la actividad del ERa, pues Calaf y colaboradores han desarrollado una ardua linea
de investigacidn con respecto a esta substancia y su potencial efecto anticancerigeno en
lineas celulares de mama malignas. La gran complejidad molecular que posee curcumina
le ha permitido desarrollar la capacidad de modular multiples vias de sefializacién, como
la supervivencia celular, la supresion de tumores, la via de las caspasas en la apoptosis
y las vias de los receptores de muerte (Kunnnumakkara y col., 2016). La pleiotropia que
tiene curcumina la convierte en un potencial farmaco multiobjetivo en el cancer de mama,
y mas aln en el cancer de mama ER+ (Calaf y col., 2012), puesto que se ha visto que la
substancia también modula las vias de sefializacién oncogénica que podrian estar
reactivando al ERa, a través de un mecanismo independiente de su unién a ligando.
Considerando la interferencia de esta substancia con las vias de sefializacion
oncogénica que reactivan al ERa es que resulta interesante ver el efecto de esta
substancia sobre la actividad del ERa para asi potenciar su uso terapéutico.

El presente trabajo analiza el efecto de curcumina sobre el ERa en células que expresan
niveles considerables de este receptor, las células MCF-7. El objetivo se basa en evaluar
el efecto bajo la estimulacion de su ligando endégeno 17B-estradiol, pues se busca
mantener activado al ERa y asi ver el efecto de esta sustancia sobre la actividad del
receptor. Los resultados indicaron que curcumina disminuye los niveles del ERa a través

de un mecanismo dependiente de la trascripcion génica, pues tanto los niveles de
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proteina como de mRNA disminuyeron cuando las células MCF-7 fueron tratadas con
curcumina sola y en presencia de 17B-estradiol.

Con respecto a los niveles proteicos de ERa en las células tratadas con 173-estradiol,
se observo que estos eran menores con respecto al control (condicion con DMSO). Esto
ultimo corresponde con la literatura, pues se han visto mecanismos de degradacién del
ERa cuando las células se exponen por largos periodos de tiempo a 173-estradiol
(Nawaz y col., 1999). En este trabajo el tiempo de exposicion con 17p-estradiol fue de
48 h, lo que explicaria por qué los niveles de expresion del ERa disminuyen en
comparacion con la condicion control. Se podria pensar que el mismo 17B-estradiol
estaria contribuyendo en la degradacion del ERa cuando las células son tratadas con
curcumina sola y en presencia de 17B-estradiol, sin embargo, esto no es comparable,
puesto que, aun asi, las células tratadas con 173-estradiol siguen expresando al ERaq,
mientras que en aquellas tratadas con curcumina sola la disminucién de los niveles de
ERa es casi total. Esto ultimo sugiere que pese a la estimulacion con 173-estradiol,
curcumina es capaz de disminuir los niveles de expresion del ERa.

De forma complementaria, se analizaron los niveles de expresion de genes regulados
por el ERa. Por un lado tenemos aquellos genes que en sus secuencias regulatorias
poseen sitios EREs (estrogen response element, por sus siglas en ingles), sitios en
donde se une directamente el ERa tras su activacién(genes regulados directamente),
como por ejemplo el gen que codifica para Catepsina D(CTSD); por otro lado, tenemos
aguellos genes que no presentan estos sitios EREs(genes regulados indirectamente),
como por ejemplo el gen que codifica para el Receptor del factor de crecimiento
epidérmico(EGFR), Ciclina D1(CCND1) y/o Bcl-2 (BCL-2). Se espera que los niveles de
MRNA de los genes regulados por ERa aumenten en las células expuestas a 173-

estradiol y que disminuyan en aquellas expuestas a curcumina sola y en presencia de
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17B-estradiol, pues los resultados previamente obtenidos en este trabajo apuntan a que
curcumina al disminuir los niveles de expresion del ERa deberian también disminuir los
de sus genes blanco (O’Lone y col., 2004). Analizando los niveles de mRNA de estos
genes, se observo un patron de expresion muy similar entre ellos: todos disminuyeron
en aquellas células expuestas a curcumina sola y en presencia de 17B-estradiol,
mientras que en aquellas expuestas a 173-estradiol, los niveles de EGFR, CCND1 y
BCL2 aumentaron significativamente, no asi con los de CTSD. Este ultimo gen es
regulado directamente por el receptor, lo que se esperaria gue sus niveles aumentaran
frente a la exposicién a 173-estradiol. Esta diferencia se podria explicar debido a que los
efectos de CTSD sobre las células estarian siendo de respuesta temprana y que la
misma degradacion del ERa, producto de su ligando endbgeno, estaria interfiriendo en
su efecto sobre las células. Los aumentos significativos en los niveles de mRNA de los
genes EGFR, CCND1 y BCL2 se explica porque sus efectos en la célula son de
respuesta larga y/o que otras vias de sefalizacion estarian potenciando su expresion
(Kocanovay col., 2010). Pese a estas diferencias, los niveles de expresion de todos los
genes analizados fueron similares bajo la condicién con curcumina, por tanto, curcumina
altera la actividad del ERa, pues disminuye los niveles de expresién tanto del receptor
como los de sus genes, que regula rio abajo.

Estos resultados demuestran que el efecto de curcumina sobre las células MCF-7 es
muy similar al de un Degradador Selectivo del ERa o SERD (selective estrogen receptor
degrader, por sus siglas en ingles). Estos son la tercera opcion de terapia endocrina
disponible que esta dirigida contra la actividad del ERa en el cancer de mama ER+. A
diferencia de los SERMs(como el Tamoxifeno) o Als, que se unen al ERa como agonistas
parciales, los SERDs como el Fulvestrant se unen, bloquean y degradan al ERa a través

de la via proteosomica, lo que lleva a la inhibicion completa de sus vias de sefializacion
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que dependen de la union del 17B-estradiol al ERa(Wei-Lan Yehy col., 2013). Teniendo
en cuenta este mecanismo de accion de los SERDs y los resultados obtenidos en este
trabajo de la curcumina es que resultan comparable los efectos de esta substancia con
los de los SERDs. Si bien los resultados no demuestran que existe una degradacion tal
del ERa cuando se tratan a las células con curcumina, sugieren la inhibicion de sus vias
de sefializacion rio abajo, lo que hace suponer que curcumina tiene efectos tan
terapéuticos como los tienen los SERDS. Esto posiciona a curcumina como potencial
tratamiento adyuvante natural para pacientes con cancer de mama ER+ y, en especial,
para aquellos que presenten resistencia 0 una mala respuesta a la terapia endocrina,
pues la reactivacion del ERa es inevitable.

Con los analisis de expresién de marcadores moleculares asociados a proliferacion,
supervivencia y transicion epitelial-mesenquimal, se puede sugerir que la inhibicién,
inducida por curcumina en el crecimiento celular y en la capacidad de formar colonias,
era resultado de una inhibicién en la proliferacion celular y de una posible regulacion a
la baja de moléculas involucradas en sefiales de supervivencia celular, pues los niveles
del antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA) y de Bcl-2 disminuyeron con
curcumina.

Los marcadores asociados a apoptosis no presentaron diferencias en los niveles
proteicos entre cada condicion. Esto hace suponer que la inhibicién del crecimiento
celular inducido por curcumina no es resultado de mecanismos asociados a la apoptosis,
puesto que no hubo diferencias significativas en los niveles de expresion de marcadores
apoptéticos, como Bax. Sin embargo, los resultados de la inmunocitoquimica contra Bax
demuestran que las células tratadas con curcumina sola y en presencia de 17p-estradiol
estan entrando en procesos de muerte celular dada la morfologia caracteristica que se

observa. De este modo, no hay que descartar la posibilidad que las células expuestas a
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curcumina entren en muerte celular a través de la accion de otros participantes de las
vias apoptoticas o de muerte celular (T y col., 2013).

Paralelamente, los resultados sugieren que curcumina estaria regulando la transicion
epitelial-mesenquimal al promover la funcién de cateninas, pues en las células tratadas
con curcumina sola y en presencia de 17B-estradiol, los niveles proteicos de B-catenina
aumentaron (marcador asociado a adhesion celular), mientras que los de Vimentina
(marcador de células mesenquimales o con capacidades invasivas) no cambiaron con
respecto al control. En la inmunocitoquimica contra B-catenina se pudo observar la
tincion de membranas de las células MCF-7 tratadas con curcumina, lo que permite
apoyar la idea de que curcumina regula la transicion epitelial-mesenquimal, pues
potencia la adhesién celular al aumentar los niveles de expresion y actividad de las
cateninas.

Los resultados de este trabajo apuntan a que el efecto que tiene curcumina sobre el ERa
simula los efectos de las terapias endocrinas, en especial de los SERDS, pues estos
farmacos degradan al ERa por mecanismos de la via proteasomica, lo que podria estar
sucediendo en las células tratadas con esta substancia. Sin embargo, este trabajo solo
propone analizar el efecto y no mecanismos. Describir los mecanismos por los que podria
estar degradandose el ERa es algo que complementaria satisfactoriamente este trabajo.
Ademas, este trabajo y los descritos en la literatura sobre el gran potencial de la
curcumina proporcionan una justificacion convincente para disefiar ensayos clinicos de
curcumina sola y en combinacién con farmacos de la terapia endocrina, como

Tamoxifeno.



CONCLUSIONES

Asi como este trabajo lo ha demostrado, curcumina altera la actividad del ERa, pues
disminuye los niveles de expresién tanto del receptor como los de sus genes que regula
rio abajo. Paralelamente, los resultados de este trabajo sugieren que el efecto inhibitorio
gue posee esta substancia sobre el crecimiento celular y la capacidad de formacién de
colonias, de células MCF-7, seria a través de la inhibicion de la proliferacion celular.
Ademas, el trabajo sugiere que los procesos de supervivencia celular y la transicién
epitelial-mesenquimal también se vieron afectados con curcumina. Pese a que el
potencial anti apoptético de esta substancia no pudo ser comprobado en este trabajo, no
se descarta la idea de que esta substancia promueva la muerte celular programada a
través de la activacion de otras vias apoptéticas que no fueron evaluadas en este trabajo.
Finalmente, considerando los resultados obtenidos en el presente trabajo, se puede
postular que el efecto que posee la curcumina sobre el ERa imita al de la terapia
endocrina con SERDs. Esto potencia su uso terapéutico como adyuvante en el cancer
de mama ER+ y mas aln, en el resistente a la terapia endocrina, por reactivacioén del

ERa.
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