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RESUMEN

Estudios epidemioldgicos y en modelos animales sugieren una relacion
entre altos niveles de ingesta de acidos grasos en la dieta y un incremento del
riesgo de desarrollar cancer de mama. Particularmente, los acidos grasos libres
(AGL) estan involucrados en diversos procesos, incluyendo proliferacion,
migracion e invasion, en células de cancer de mama. El 4cido linoleico (AL) es un
acido graso poliinsaturado ®-6 que es conocido para inducir proliferacion y
migracion en células de cancer de mama. Sin embargo, el mecanismo molecular

por el cual modula la migracién no ha sido bien estudiado.

Una enzima asociada a los procesos de migracion durante la progresion
tumoral es la fosfolipasa D (PLD), de manera especifica, se ha determinado una
desregulacion de la actividad de fosfolipasa D1 (PLD1) en células de cancer de
mama. Aqui nosotros mostramos que el AL induce migracion en células de cancer
de mama MDA-MB-231 e incluso de células de epitelio mamario no tumoral
MCF10A de manera dependiente de la actividad de la PLD1.

Por otro lado, la formacién de contactos focales inducidos por AL requiere
de la actividad de PLD1, pero no asi, la actividad de PLD2. Por ultimo, nosotros
mostramos que el AL es capaz de potenciar la activacion de NFkB, un factor de
transcripcion constitutivamente activo en células de cancer de mama, y que
ademas, lo desencadena por un mecanismo molecular independiente de la
actividad de la PLD.

En conclusion, en el presente trabajo mostramos que el AL induce
migracion de células de cancer de mama MDA-MB-231 a través de un mecanismo

que implica la actividad de la PLD1.
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ABSTRACT

Epidemiologic studies and animal models suggest a link between high
intake of fatty acids in the diet and an increased risk of developing breast cancer.
Particularly, free fatty acids (FFA) are involved in several processes, including
proliferation, migration and invasion, in breast cancer cells. Linoleic acid (LA) is a
dietary ®-6 polyunsaturated fatty acid that is known to induce proliferation and
migration in breast cancer cells. However the molecular mechanism by which is

modulated the migration has not been well studied.

An associated enzyme in the process of migration during the tumor
progression is the phospholipase D (PLD), in specific manner it has determined a
deregulation in the activity of phospholipase D1 (PLPD1) in breast cancer cells.
Here we show that the LA induce migration in breast cancer cells MDA-MB-231, in
the same way, it has been observed that in non-tumor cells of epithelium breast
MCF10A in a dependent manner activity for the PLD1.

In another manner, the formation of focal contacts induces by LA require
the activity of PLD1, but not the activity of PLD2. Finally, we show that LA
potentiates the NFkB activation, which is a constitutively active transcription factor
in breast cancer cells, and is triggered by an independent molecular mechanism of
PLD activity.

In conclusion, in this work we show that the LA induces migration in breast
cancer cells MDA-MB-231 through the mechanism that implies the PLD1 activity.
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INTRODUCCION

El cancer es un grupo de enfermedades en las que una célula se divide sin
control, sus descendientes pierden la facultad de anclarse a la matriz extracelular,
generan factores que promueven la formacion de vasos sanguineos y adquieren
la capacidad de migrar, colonizando otras partes del cuerpo, ocasionando la

muerte del individuo.

A nivel mundial, el cAncer de mama es la neoplasia mas comun dentro de
todos los tipos de cancer diagnosticados en la mujer, representando una
incidencia aproximada de 1.4 millones (23%) de casos nuevos en 2008. Las tasas
de incidencia varian de una regién geografica a otra, encontrdndose las mas altas
en América del Norte, Australia y Europa Occidental, las de incidencia media en
Europa del este y las tasas de incidencia mas bajas en América Latina, Africa y
Asia (con excepcion de Israel). Esta enfermedad es la principal causa de
mortalidad por cancer en mujeres de todo el mundo, correspondiendo un 14% del
total de defunciones (Jemal et al., 2011; Jemal et al., 2010; Center et al., 2011).

En México, en el afio 2012, la incidencia tendio al incremento del 14.63%
comparado con el 2007, presentdndose 23.70 casos por cada 100 mil mujeres
mayores de 25 afos, siendo la primera causa de muerte en mujeres por tumores
malignos desde 2006, superando al cancer cervicouterino. Los estados que
presentan las tasas de mortalidad mas altas son: Baja California Norte, Baja
California Sur, Chihuahua, Coahuila, Nuevo Le6n, Tamaulipas, Colima y Jalisco;
asi mismo, con tasas intermedias se encuentran los estados de Hidalgo, Puebla,
Sonora, Zacatecas y el Distrito Federal; mientras que los estados del sureste
registran las tasas de mortalidad mas bajas. En particular, las entidades donde se
registra un incremento de cancer mamario son los estados del norte y el Distrito
Federal. Esta distribucion heterogénea se ha relacionado con el entorno
sociocultural y econdémico de las regiones, donde los estados del norte tienen
ingresos econdmicos mas elevados, teniendo como consecuencia cambios a un
estilo de vida parecido al de poblaciones de paises mas desarrollados. Dentro de

estos cambios se incluyen los tipos de dietas que favorecen el sobrepeso y



obesidad, asi como otros factores asociados con el desarrollo del cancer
mamario, tales como: nuliparidad, bajos habitos de lactancia, etc. (de la Vara-
Salazar et al., 2011; Palacio-Mejia et al., 2009).

Estructura, funcion de la glandula mamaria y cancer de

mama

La glandula mamaria esta formada por una serie de ductos y I6bulos
correspondientes a estructuras tubulares recubiertas de una capa interna de
células de epitelio luminal y de una capa externa de células mioepiteliales,
rodeadas por una membrana basal (MB) que separa el epitelio del estroma. Esta
bicapa esta polarizada, el lado apical de las células epiteliales forma el lumen de
los ductos y los alveolos; mientras que el lado basal, formado por células
mioepiteliales esta en contacto con la membrana basal. La funcion principal de la
glandula mamaria es la produccién de leche para alimentar y proteger al recién
nacido durante los primeros meses de vida. Esta sujeta a cambios dramaticos en
relacion con la forma, tamafio y funcién, asociados al crecimiento infantil, el
embarazo, la lactancia y la involucién post-menopdausica. Estos cambios estan
mediados por los procesos enddcrinos y reproductivos, en algunas ocasiones su
alteracion incrementa el riesgo de desarrollar cancer de mama (Hansen and
Bissell, 2000).

El cancer de mama se caracteriza por una proliferacion descontrolada de
las células epiteliales transformadas. La progresion tumoral ocurre a través de
una serie de etapas, iniciando con una proliferacion epitelial anormal, progresando
a carcinoma in situ y posteriormente a carcinoma invasivo y metastasico. La
metastasis es un proceso complejo, el cual ocurre a través de una serie de etapas
secuenciales, que incluye: 1) Migracién e invasion de las células tumorales al
tejido adyacente, 2) intravasacion, 3) transporte y sobrevivencia en el sistema
circulatorio (linfatico o sanguineo), 4) extravasacion y arresto en un sitio
secundario, 5) inicio, mantenimiento del crecimiento y neovascularizacion del

tumor secundario (McPherson et al., 2000; Chambers et al., 2002).



Factores de riesgo

Ademas del género, existen diversos factores que contribuyen al desarrollo
del cancer de mama tales como: Genéticos, hormonales, reproductivos y de estilo
de vida. Dentro de los factores genéticos se encuentra mutaciones hereditarias en
genes BRCA1 y BRCA2 que confieren susceptibilidad al cAncer de mama, historia
familiar de cancer de mama y alta densidad de tejido mamario; hormonales y
reproductivos tales como una menarca temprana (antes de los 12 afios) y una
menopausia tardia (después de los 50 afios), nuliparidad, tener el primer hijo
después de los 30 afios, no amamantar y el uso de terapia hormonal en la
menopausia (especialmente la terapia combinada de estrogeno y progestina);
factores asociados al estilo de vida tales como sobrepeso u obesidad después de
la menopausia, inactividad fisica y la ingesta de alcohol (McPherson et al., 2000;
Society, 2011). Recientemente, se ha asociado al cancer de mama con la
adopcion de un estilo de vida “occidentalizado” o de paises desarrollados que se
caracteriza por una dieta con alto contenido de carbohidratos y grasas que,
aunado con una baja actividad fisica, conlleva a la obesidad y sobrepeso (Gertler
and Condeelis, 2011), que se caracteriza por hiperlipidemia e incremento de
acidos grasos libres (AGL) circulantes en la sangre. Por todo lo anterior,
recientemente la dieta ha sido destacada entre los factores ambientales de riesgo
potenciales, ya que se ha demostrado que la obesidad y factores dietéticos, tales
como una mayor ingesta de &cidos grasos, aumentan el riesgo de desarrollar
cancer de mama (Khan et al., 2010; Litton et al., 2008; Murff et al., 2011; Sieri et
al., 2008).

Acidos grasos y cancer de mama

Los acidos grasos (AG) se dividen en saturados e insaturados. Los AG
insaturados se dividen en monoinsaturados (MUFAS) y poliinsaturados (PUFAS),
la mayoria de estos ultimos, al no poder ser sintetizados por el organismo, se
consideran esenciales, por lo tanto deben consumirse en la dieta. Los PUFAs se
clasifican metabdlicamente en dos familias (Figura 1): omega-3 (®-3) y omega-6
(o-6), en base a la posicion del primer doble enlace con respecto a la cadena

metilo terminal, los PUFAs ®-3 presentan el primer doble enlace en el tercer



atomo de carbono y los PUFAs ®»-6 en el carbono 6. Los PUFAs »-3 son el acido
eicosapentaenoico (EPA), acido docosahexaenoico (DHA), a-linolénico (ALA) y
acido esteridonico (AS), se encuentran en altas proporciones en aceites de
pescado; mientras que los PUFAs ®-6 son el acido linoleico (AL), acido
araquidénico (AA), docosapentaenoico (DPA) y acido y-linolénico (GLA), se
encuentran en aceites vegetales y semillas, destacando el AL por su alto
contenido en estos productos, ademas de servir como precursor para la sintesis
de otros &cidos grasos. La dieta tipica de la poblacion moderna, en especial del
hemisferio occidental, tiene una relacion de 10:1 de los ®-6 respecto a los ®-3
(Das, 2006). Recientemente, estudios epidemiolégicos y en animales han
sugerido que los AG exdgenos pueden participar en la etiologia, evolucion y
progresion del cancer de mama; mientras que estudios epidemiolégicos han
demostrado que tanto la cantidad de grasa y el tipo de AG presentes en la dieta

afectan el crecimiento tumoral y la metastasis (Goodstine et al., 2003).

Acidos grasos omega-3 (n-3) y omega-6 (n-6)

HO — —_— — extremo
3 metilo
, o]
Acido alfa-linolénico (ALA, C18:3, omega-3)
HO _ _ _ _ _
3
o]
Acido eicosapentandico (EPA, C20:5, omega-3)
HO — — — = = _3
0]
Acido docosahexandico (DHA, C22:6, omega-3)
HO . _
6
o
Acido linoléico (LA, C18:2, omega-6)
HO . _ . .
6
o
Acido araquidénico (AA, C20:4, omega-6)

Figura 1. Estructura de PUFAs ®-3 y ©-6.



Los AG libres (AGL) son importantes para el organismo como fuente de
energia metabodlica, a nivel celular como sustratos para la biogénesis de
fosfolipidos de membrana y el almacenamiento de energia metabdlica en forma
de triglicéridos y ésteres de colesterol. Por otro lado, los AGL pueden actuar como
moléculas de sefalizacidén regulando directa o indirectamente procesos celulares
como: proliferacion y desarrollo celular, asi como la expresion génica (McArthur et
al., 1999). Los AGL se unen y activan a receptores nucleares activados por
proliferadores de peroxisomas (PPARs), los cuales son mediadores de la
transcripcion de genes implicados en el metabolismo de lipidos y glucosa (Ferre,
2004). Sin embargo, los AGL también son capaces de mediar diversos procesos
bioldgicos independientes de los PPARSs, tales como la proliferacion y migracion
celular. Procesos descritos previamente que estdn mediados por receptores

acoplados a proteinas G (GPCRSs) (Sauer et al., 2000; Yonezawa et al., 2004).

Receptores acoplados a proteinas G (GPCRS)

Los GPCRs son proteinas integrales de membrana que poseen siete
dominios transmembranales, que unen ligandos extracelulares activando
proteinas G heterotriméricas, regulando procesos celulares como consecuencia
de la activacién de vias de transduccion de sefales. Diversos ligandos pueden
unirse como agonistas a GPCRs, incluyendo aminas biogénicas, aminoacidos,
lipidos, péptidos, proteinas y sustancias odoriferas, lo que conduce a un cambio
de conformacién y la interaccién con proteinas G heterotriméricas. Una vez
activados, los GPCRs pueden actuar como factores de intercambio de nucleétidos
de guanina (GEF), induciendo el intercambio de GDP por GTP en las
subunidades Ga y su disociacién de las subunidades By. Las subunidades Ga
estan agrupadas en cuatro subfamilias (Gas, Gaip, Gag y Gaiz13) y complejos By
regulan la actividad de proteinas efectoras tales como la adenilato ciclasa,
fosfolipasa C (PLC), RhoGEF, PI3K o canales iénicos dependientes de voltaje,
generando segundos mensajeros como: AMP ciclico, inositol 1,4,5-trifosfato (IP3),
diacilglicerol (DAG) o fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) que son capaces de
activar otras proteinas rio abajo de la cascada de sefalizacion, tales como: La

proteina cinasa A (PKA), proteina cinasa C (PKC) o la proteina cinasa B (Akt). La



activacion de los GPCRs conduce a su posterior desensibilizacion, mediada por
cinasas de GPCR (GRKs), que fosforilan al receptor, promoviendo el
acoplamiento de la proteina adaptadora arrestina, dando como resultado la

internalizacion del receptor (Liebmann, 2011).

Recientemente, se han identificado cuatro GPCRs para AGL, denominados
GPR40 (FFAR1), GPR41 (FFAR3), GPR43 (FFAR2) y GPR120 (FFAR4). GPR40
y GPR120 son activados por AGL de cadena media (8-12 carbonos) y larga (14
carbonos y mas) (Briscoe et al., 2003; Hirasawa et al., 2005), mientras que
GPR41 y GPR43 son activados por AGL de cadena corta (Brown et al., 2003;
Xiong et al.,, 2004). GPR40 se expresa abundantemente en el pancreas y su
activacion por AGL de cadena larga incrementa la secrecion de insulina
estimulada por glucosa (Itoh et al., 2003). GPR120 se expresa abundantemente
en el intestino, su activacion por AGL de cadena larga promueve la secrecion del
péptido-1 similar al glucagon (Hirasawa et al., 2005). Asi mismo, GPR40 y
GPR120 se expresan en células de cancer de mama MCF-7, MDA-MB-231 y en
células epiteliales mamarias no tumorigénicas MCF10A promoviendo procesos de
proliferacion y migracién celular (Navarro-Tito et al., 2008; Soto-Guzman et al.,
2008).

Transactivacion del receptor del factor de crecimiento
epidérmico

Otro tipo de receptores membranales involucrados en el desarrollo del
cancer son los receptores con actividad catalitica intrinseca de tirosina cinasa
(RTK). Se han realizado numerosos estudios para dilucidar posibles mecanismos
que involucren a estos receptores con los GPCRs. Los RTK contienen un dominio
de unién al ligando extracelular, un dominio transmembranal Unico en forma de
hélice alfa, un dominio citosdlico con actividad de tirosina cinasa intrinseco y
diversos residuos de tirosina. Con excepcion del receptor de insulina
permanentemente dimerizado, la unidon del ligando provoca un cambio
conformacional que permite la dimerizacion de los receptores, activacion de sus
dominios cinasa y la autofosforilacién de sus residuos en tirosina. Estos residuos

de tirosina fosforilados sirven como sitios de union para diversas enzimas (como



PLCy1) o proteinas adaptadoras (Grb2 o Shc) que poseen dominios SH2
iniciando la activacion de diversas vias de transduccion de sefales. Las cuatro
principales cascadas de sefializacion desencadenadas por estos receptores
incluyen las proteinas cinasas activadas por mitogenos (MAPKS), la via PI3K/Akt,
la familia de transductores de sefial y activadores de la transcripcion (STATS) y la
via de PLC-y1 (Hubbard and Miller, 2007). La activacion de los RTKs resulta en la
modulacién de varias proteinas blanco incluyendo la activacion de factores de

transcripcion.

El RTK mejor caracterizado es el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), cuya familia comprende cuatro miembros, ErbB1 (HER1),
ErbB2 (HER2), ErbB3 (HER3) y ErbB4 (HER4). Estos receptores patrticipan en el
control de la proliferacion, sobrevivencia y diferenciacion celular, siendo su
desregulacion asociada al desarrollo del cancer y metéstasis. Por otro lado, se ha
descrito que diversos ligandos de GPCRs, tales como el &cido lisofosfatidico
(LPA), la trombina, la bradiquinina o los agonistas adrenérgicos son capaces de
desencadenar sefiales proliferativas como resultado de la activacion de proteinas
participantes en las vias de transduccion de sefiales inducidas por los EGFRs,
recientemente se ha demostrado que los GPCRs son capaces de utilizar el EGFR
como intermediario en su sefializacion, proceso denominado transactivaciéon. Un
mecanismo propuesto para esta transactivacion implica la activacion de
metaloproteasas de matriz (MMP) a través de un mecanismo que involucra a la
proteina tirosina cinasa Src y la subsiguiente generacion y liberacién de ligandos
de la familia de factores de crecimiento epidérmico que a su vez activan el EGFR
en una forma autdcrina/paracrina (Liebmann, 2011). Los GPCRs también pueden
inducir la transactivacion de EGFR independiente del ligando y MMP, a través de
los diferentes miembros de la familia de Src cinasa que pueden fosforilar
directamente a tirosinas en la region citoplasmatica del EGFR (Drube, et al.,
2006), asi como por dimerizacion, donde la interaccion directa proteina-proteina
de un GPCR y un EGFR puede regular la sefializacion del EGFR (Watt, et al.,
2009). Sin embargo, las vias que conectan distintos GPCRs a EGFRs y la
sefalizacion rio abajo depende especificamente del contexto celular. De este



modo, los GPCRs son capaces de actuar como potentes reguladores de la

proliferacion e invasion en células cancerosas.

Fosfolipasa D

Dentro de los efectos modulados por los factores de crecimiento a nivel
celular durante los procesos como la migracion o proliferacion celular es la
reorganizacion del citoesqueleto de actina, siendo la fosfolipasa D (PLD) una
enzima clave en estos procesos. La PLD es una enzima que hidroliza lipidos de
membrana como la fosfatidilcolina para producir colina y acido fosfatidico (AP),
éste Ultimo es un importante mediador en varias vias de sefializacién asociadas al
crecimiento, proliferacion y reorganizacion del citoesqueleto. Esta enzima
presenta dos isoformas, la PLD1 y PLD2, codificadas por dos genes diferentes.
PLD1 tiene una actividad basal baja y responde principalmente a sefales
extracelulares; mientras que PLD2 tiene actividad basal alta y es sensible a los
activadores de PLD1. Sin embargo, la localizacion de ambas isoformas se ve
alterada cuando son modificadas por fosforilacion y palmitoilaciéon. PLD participa
en muchos procesos biolégicos como proliferacion, sobrevivencia, migracion
celular y trafico vesicular, siendo su expresién relacionada con la carcinogénesis.
Esta enzima puede ser activada por una variedad de mitdgenos, incluyendo el
factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF) y la interleucina-1B (IL-1B), asi mismo su actividad es regulada
por la PKC y/o proteinas G pequefias de la familia de Rho y Arf. Niveles
endogenos de AP son bajos en células en reposo, pudiendo variar debido a que la
actividad de PLD esta fuertemente regulada por mecanismos que controlan la
migracion, sobrevivencia y proliferacion celular. En células de cancer de mama, la
generacion de AP tiene un efecto sobre la migracion al inducir un incremento de la
sefalizacion de la via Ras-ERK/PISK-NFkB, regulacion positiva de MMP e
induccion de invasion (Exton, 2004; Kang et al., 2011).

Factor de transcripcion NFkB

El factor nuclear kB (NFKB) es un factor de transcripcion que controla la

expresion de mas de 500 genes involucrados en diversas respuestas fisioldgicas,



la desregulacion de la actividad de este factor se asocia al proceso tumoral,
puesto que regula la expresidbn de genes asociados con la migracion y
degradacion de matriz extracelular. NFKB pertenece a la familia de proteinas Rel
qgue incluyen c-Rel, Rel-A (p65), RelB, NFKB1 (p50 y su precursor p105) y NFkKB2
(p52 y su precursor p100), formando homo o heterodimeros. Durante el arresto
celular, NFKB se mantiene en citoplasma en asociacion con la proteina inhibitoria
IKB. En la via clasica de activacion, las enzimas IKK fosforilan 1kB en dos residuos
de serina conservados (Ser 30 y Ser 32), una vez fosforilados, sirven como seiial
para la ubiquitinacion y posterior degradacion via proteosoma 26S, este proceso
libera a NFkB permitiendo su translocacion al ndcleo y su union al ADN,
modulando la transcripcion de genes que regulan la inmunidad, comunicacion
celular, supervivencia, proliferacion y su auto-regulacion (Gupta et al., 2010;
Tafani et al., 2013). En las células de cancer de mama, la activacion de NFkB
inducida por factores de crecimiento promueve su union a la secuencia promotora
de PLD1 causando su expresion y promoviendo posteriormente invasion a través
de la secrecion de MMP (Kang et al., 2011). Por otro lado, en células de epitelio
mamario no tumorales MCF10A, el AL induce la transicion epitelio-mesénquima

(TEM) acompanado por la activacion de NFkB (Espinosa-Neira et al., 2011).

Migracion celular en cancer

La migracion celular es un evento clave en funciones biol6gicas, como son
la respuesta inmunoldgica, el desarrollo embrionario o la regeneracion de tejidos
por células madre. Aun cuando existe una amplia diversidad de tipos celulares, se
han podido identificar mecanismos generales conservados que coordinan el
movimiento celular asi como componentes que se expresan de manera especifica
en algunos tipos celulares y en condiciones patologicas, tal como la metastasis de
células cancerosas. En general, la migracion celular puede ser visualizada como
un proceso ciclico, la respuesta inicial de una célula a un estimulo migratorio es la
polarizacion y extension de protusiones en la direccion del estimulo. Estas
protusiones pueden ser amplias en forma de laminas llamadas lamelipodias, o
punteagudas en forma de espinas, mejor conocidas como filopodias; la formacién

de estos frentes de migracion son dirigidos y mantenidos por la polimerizacién de



actina cortical y son estabilizados mediante la unién a la MEC o células
adyacentes a través de proteinas transmembranales que unen el citoesqueleto,
estas adhesiones sirven como sitios de traccion para la migracion y
continuamente son desensambladas en la parte posterior (Ridley et al., 2003;
Yamazaki et al., 2005).

Las células cancerosas migran dentro de los tejidos durante la invasion y
metastasis por su propia motilidad, en muchos tumores se observan formas de
migracion colectiva e individual. En la migracion colectiva las células se mueven
conjuntamente mediante estructuras laminares, las uniones célula-célula se
encuentran presentes, un fendmeno caracteristico durante la angiogénesis y
progresion tumoral, donde células de origen epitelial son capaces de migrar
individualmente mediante una TEM. Las proteinas de union a actina regulan el
ensamble y desensamble de filamentos de actina, esta dinamica es controlada
por una variedad de mecanismos de sefalizacion intracelulares en donde
miembros de la subfamilia de proteinas pequefias de union a GTP (GTPasas)
Rho tienen un papel central en la motilidad de células cancerosas. Las proteinas
Rac, Rho y Cdc42 son tres miembros de la familia de GTPasas Rho que actian
como interruptores moleculares que ciclan entre estados de union a GTP
(guanosin trifosfato) y GDP (guanosin difosfato). La forma unida a GTP
representa la forma activa de la proteina regulando efectores especificos rio abajo
para modular la motilidad celular. Especificamente, Rac induce formacién de
complejos y polimerizacion de actina durante la formacion de lamelipodias; Rho
induce la formacién de fibras de estrés, mientras que Cdc42 induce la formacion
de filopodias (Jiang et al., 2009; Price, 2001).

Formacion de complejos de adhesion focal

Las células cancerosas presentan cambios especificos en la organizacién
del citoesqueleto, asi como en la adhesion, motilidad, regulacién del crecimiento y
supervivencia. De igual manera, un incremento en la expresion de la cinasa de
adhesion focal (FAK) esta presente en diversas lineas celulares cancerosas, lo

cual correlaciona con un incremento en la motilidad, invasion y proliferacion.
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El ensamblaje y desensamblaje dindmico de las adhesiones focales juega
un papel central en la migracion celular; el complejo proteico que se forma en el
frente de migracion, esta constituido por integrinas, proteinas adaptadoras tales
como pl30Cas, paxilina, talina, y por cinasas como Src y FAK, las cuales
permiten el anclaje del citoesqueleto con la MEC. FAK es una proteina cinasa
evolutivamente conservada en mamiferos que se expresa en muchos tipos
celulares, mediante un dominio en su extremo N-terminal puede localizarse e
interaccionar con integrinas y receptores de factores de crecimiento, mientras que
su extremo C-terminal es rico en sitios de interaccion proteina-proteina, los cuales
median la sefalizacion. La activacibn de FAK estd mediada por Ila
autofosforilacion en el residuo de tirosina-397 (Tyr-397), lo cual crea un sitio de
unién para las cinasas Src, formandose el complejo Src-FAK que media la
fosforilacion de proteinas involucradas en la regulacion dinamica de la migracion
celular, formando complejos de andamiaje junto a p130Cas durante la formacion
de contactos focales. EI dominio FAT del extremo C-terminal de FAK representa
un sitio de unién para la proteina de adhesion focal paxilina. Debido a que paxilina
se une directamente a los dominios citoplasmaticos de integrinas asi como a la
proteina de adhesion focal vinculina, reclutando y focalizando proteinas de
andamiaje tales como talina y la propia vinculina durante la formacion de
contactos focales, esta proteina puede funcionar como un socio de FAK en el
acoplamiento de complejos de adhesion. En particular, en los tumores de cancer
de mama, la sobreexpresion de la proteina FAK se correlaciona con un
incremento en la migracion e invasion de tumores metastasicos (Navarro-Tito et
al., 2008; Navarro-Tito et al., 2010; Parsons, 2003).
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ANTECEDENTES

En células de cancer de mama, se ha demostrado que el acido oleico
promueve proliferacion, activacion de ERK1/2 y formacion de complejos AP1-ADN
a través de un mecanismo que involucra a cinasas de la familia Src y la
transactivacion de EGFR. Aunado a lo anterior, este acido graso promueve un
aumento en la secrecion de MMP e invasion a través de una via dependiente de
EGFR, Src y PKC. Por otra parte, el AA promueve activacién de FAK y migracién
en las células de cancer de mama y un proceso similar a la TEM en células
epiteliales mamarias MFC10A. Recientemente se ha determinado que el AL
induce procesos de proliferacion y migracion en células de cancer de mama, asi

como un proceso similar a la TEM en células MCF10A.
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JUSTIFICACION

El cancer de mama es la neoplasia diagnosticada con mas frecuencia en
las mujeres alrededor del mundo y constituye la principal causa de muerte por

cancer, convirtiéndose en un problema de salud publica a nivel mundial.

De acuerdo con la evidencia derivada de estudios epidemioldgicos vy
experimentales en modelos animales, existen diversos factores de riesgo para el
desarrollo y progresion del cAncer de mama. Uno de los factores que ha cobrado
mucha importancia en los ultimos afios, es el relacionado con el alto consumo de
azucares y grasas saturadas, el cual es caracteristico de la dieta definida como
“occidental”. Este hébito alimenticio conlleva a la obesidad y sobrepeso, que se
caracterizan por hiperlipidemias y altas concentraciones de &acidos grasos libres

en circulacién sanguinea.

Diversos trabajos experimentales han demostrado el papel de los acidos
grasos en procesos clave de la progresion tumoral, como proliferacion, evasion de
apoptosis, invasion y migracion celular. Estos trabajos han demostrado la
participacion de varias vias de sefalizacion; sin embargo, estudios adicionales
son necesarios para entender los mecanismos especificos involucrados en estos
eventos, especificamente las vias de transduccion de sefial desencadenadas por
el AL, principal constituyente de los aceites vegetales ampliamente utilizados en

las dietas occidentales.

La funcién de la PLD ha sido implicada en la progresiéon del cancer, siendo
una enzima clave para regular procesos de migracion e invasion a través de
diversas vias de sefalizacion. Generalmente, una elevada actividad de PLD
correlaciona con la evolucién tumoral. Por lo anterior, el presente trabajo se
enfoca a dilucidar vias de transduccion de sefiales implicadas en los procesos de
migracion celular inducidos por AL en células de cancer de mama, asi como el
papel de la fosfolipasa D como intermediaria del proceso, la cual es una efectora

clave en los procesos tumorales inducidos por EGFRs.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La migracion en las células de cancer de mama inducida por AL es

mediada a través de un mecanismo que involucre la actividad de la fosfolipasa D?

HIPOTESIS

La activacion de la fosfolipasa D es un punto clave en la sefalizacion de

migracion de células de cancer de mama MDA-MB-231 inducida con AL.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la participacion de la fosfolipasa D en la migracion celular

inducida por AL en células cancerosas mamarias.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Determinar el papel de la fosfolipasa D en la migraciéon celular inducida por AL

en lineas celulares de cancer de mama y no tumorales.

2) Identificar la isoforma de fosfolipasa D involucrada en la migracion de células
de cancer de mama MDA-MB-231 inducida con AL

3) Evaluar el efecto del AL sobre la reorganizacion del citoesqueleto de actina y

la formacion de contactos focales en células de cancer de mama MDA-MB-231.

4) Determinar la implicacion de la fosfolipasa D en la reorganizacion del
citoesqueleto de actina y la formacion de contactos focales en células de cancer
de mama MDA-MB-231 inducidas con AL.

5) Comparar el efecto del AL sobre la activacion del factor de transcripcion NFkB

en células de cancer de mama con diferente capacidad metastasica o invasiva.

6) Evaluar la participacion de la fosfolipasa D en la activacion del factor de
transcripcion NFkB en células de cancer de mama MDA-MB-231 estimuladas con
AL.
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MATERIAL Y METODOS

Reactivos

El estimulo celular se preparo a partir de la solucion stock de acido linoleico
(Sigma Aldrich, Cat. L8134), en alicuotas a una concentracion de 90 mM
utilizando como diluyente metanol, las alicuotas fueron almacenadas a -20 °C.
Los inhibidores VU0155069 (Santa Cruz Biotech, Cat. 1130067-06-9) vy
halopemida (Sigma Aldrich, Cat. 59831-65-1) fueron diluidos en DMSO en
alicuotas de 10 mM y 310 pM, respectivamente, almacenados a -20 °C. Las
concentraciones finales de los estimulos se prepararon en medio de cultivo el
mismo dia de la aplicacion. Se utiliz6 el anticuerpo anti-Paxilina (Transduction
Laboratories, Cat. 610051), Faloidina rodaminada (Sigma Aldrich, Cat. P1951) y
anticuerpo secundario anti-ratén acoplado a FITC (ZYMED Laboratories, Cat. 81-
6511). Para ensayos de migracion se utiliz6 Mitomicina C previamente diluida en

medio de cultivo y almacenada a 4 °C (Sigma Aldrich, Cat. 50-07-7).

Cultivos celulares

Las células MDA-MB-231 y MCF-7 fueron mantenidos en medio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado con 3.7 g/L de bicarbonato de
sodio, 5% de suero fetal bovino (SFB), Anfotericina B y antibidticos en una
atmosfera que contenia 5% de CO, y 95% de humedad relativa a 37 °C. Las
células MCF10A fueron cultivadas en medio DMEM/F12 (3:1) suplementado con
5% de SFB, 1 pug/mL de insulina, 0.5 pg/mL de hidrocortisona, 10 pg/mL de EGF
recombinante y antibiéticos, en una atmaosfera con 5% de CO, y 95% de humedad
relativa a 37°C. Finalmente, las células MCF12A fueron cultivadas en medio
DMEM/F12 (1:1) suplementado con 10% de SFB, 1 ug/mL de insulina, 0.5 pg/mL
de hidrocortisona, 10 pg/mL de EGF recombinante y 9 ng/mL de toxina del colera
como agente de crecimiento, en una atmdsfera con 5% de CO, y 95% de

humedad relativa a 37°C.
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Estimulaciéon de células

Para la realizacion de los experimentos, las lineas celulares de cancer
mamario se incubaron en ausencia de suero por 24 horas. Las células MCF10A y
MCF12A en confluencia se incubaron en ausencia de suero durante 6 horas.
Posteriormente fueron tratadas con 90 uM de AL y/o inhibidores de la fosfolipasa
D (VU0155069 10 puM o Halopemida 310 nM), la estimulacion se termind

aspirando el medio.

Preparacion de extractos nucleares para EMSA

Los cultivos de células MDA-MB-231 estimulados y sin estimular fueron
lisados con detergente no-i6nico Nonidet P40 0.1% en buffer A frio (Tris-HCL 10
mM pH 7.4, NaCl 10 mM, MgCl, 6 mM, NaF 10 mM, NazVO, 1 mM, DTT 1 mM,
PMSF 1 mM). Los lisados fueron centrifugados a 1600 rpm por 5 min a 4 °C. El
sobrenadante que representa los extractos citosolicos se desechd, mientras que
el precipitado, constituido por los nucleos celulares, fue lisado y resuspendido en
buffer B frio (HEPES 20 mM pH 7.9, NaCl 420 mM, glicerol 20%, MgCl, 1.5 mM,
EDTA 0.2 mM, NazvVO, 1 mM, NaF 10 mM, DTT 1 mM, PMSF 0.2 mM). Los
extractos nucleares fueron recuperados por centrifugacion a 14000 rpm por 15

min a 4 °C. Las proteinas fueron cuantificadas usando reactivo Bradford (BioRad).

Ensayo de retardo en la movilidad electroforética (EMSA)

Como sonda se usaron oligonucledtidos de doble cadena con sitios
especificos para NFkB (5-AGCTAAGGGACTTTCCGCTGGGGACTTTCCAGG-
3). Se marcaron 20 pmol del oligonucleétido con [y-**P]JATP usando la enzima
polinucledtido cinasa T4. El oligonucleétido marcado con *P fue incubado con 7
ug de extracto nuclear en una mezcla de reaccion que contenia 3 pg poli (dI-dC),
HEPES 0.25 mM pH 7.5, KCI 0.6 M, MgCl, 50 mM, EDTA 1 mM, DTT 7.5 mM,
glicerol 9% durante 20 min a 4 °C. Un exceso de cien veces de oligonucledtidos
sin marcar con sitios especificos para NFkB y oligonucledétido irrelevante fueron
usados como competidores especifico y no-especifico, respectivamente. Las
muestras fueron resueltas en geles de poliacrilamida al 6% en buffer TBE 0.5x,

finalmente el gel se seco y fue analizado por autorradiografia.
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Ensayo de migracion mediante cierre de herida o scratch

Estos ensayos se realizaron en cajas Petri de 30 mm de diametro a 100%
de confluencia celular. Los cultivos celulares se mantuvieron en ayuno de suero
por tiempos determinados para cada linea celular; para inhibir la proliferacion
celular se realiz6 un pretratamiento con mitomicina C por 2 horas. Posteriormente
se realizo la ralladura utilizando una punta de pipeta estéril, se retird el exceso de
células del medio mediante lavados con PBS. Para evaluar el proceso de
migracion celular se realiz6 estimulos con AL. Para evaluar la participacion de la
enzima PLD de interés se utilizaron inhibidores especifico de la isoforma D1
(VU0155069) y D2 (Halopemida). Posteriormente, las células fueron lavadas dos
veces con PBS y fijadas con paraformaldehido 4% durante 15 min a temperatura
ambiente. Enseguida se lavaron dos veces con PBS, fueron tefiidas con cristal
violeta 0.1% por 5 min, se lavaron tres veces con agua bidestilada y fueron
fotografiadas en un microscopio invertido con un objetivo de 40X y el andlisis
densitométrico se realizO mediante el programa libre ImageJ 1.47v (Wayne
Rasband, National Institutes of Health, USA).

Ensayo de migracion en camaras de Boyden

El ensayo de migracion fue realizado en camaras transwell de 24 pozos
con poro de 8 pm de didmetro. Brevemente, se colocaron 1x10° células en el
compartimento superior de la camara en medio DMEM libre de suero. En el
compartimento inferior de la camara se colocaron 500 pL de medio con las
diferentes condiciones de estimulo. Las células fueron incubadas a 37 °C por 48
h. Después de la incubacion se retirdo el medio de los dos compartimentos, las
células fueron fijadas con metanol frio y con un isopo se retir6 el exceso de
células en la parte superior de la membrana. Las células que migraron hacia la
parte inferior de la membrana fueron tefidas con cristal violeta al 0.1% vy
cuantificadas por absorbancia a una longitud de onda de 600 nm. Los datos son
expresados en la grafica como veces de migracion sobre los valores del control

(células sin estimulo).
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Inmunofluorescencia

La localizacion subcelular de paxilina en los contactos focales se realizé
con inmunofluorescencia para su posterior analisis mediante microscopia
confocal. Células MDA-MB-231 fueron crecidas hasta un 70% de confluencia
sobre cubreobjetos, posteriormente se ayund por 24 hr y estimuladas con las
condiciones correspondientes. Los cubreobjetos se lavaron con PBS y las células
se fijaron con paraformaldehido 4% y posteriormente se permeabilizaron con
triton 0.5%. Las células se lavaron con PBS y se bloquearon con buffer PBS-BSA
1% durante 20 min. Los cubreobjetos se incubaron con un anticuerpo anti-paxilina
en camara humeda por 24 hr a 4 °C, posteriormente, se realizaron lavados con
PBS, se incubaron con un anticuerpo secundario acoplado al fluorocromo FITC y
con faloidina rodaminada por 2 hr a 4 °C. Para el montaje de los cubreobjetos, se
lavaron con PBS y se utilizo6 VECTASHIELD (Vector Laboratories Inc, Cat. H-
1000) como medio de montaje. Las imagenes se capturaron en un microscopio
confocal con un objetivo de 63X y se analizaron en el software LAS AF Lite 2.6
(Leica Microsystems, 2011).

Analisis estadistico

Se utilizé el programa estadistico GraphPad Prisma 5 (GraphPad Software,
Inc., 2007). Las pruebas que se realizaron fueron ANOVA de una via comparada
mediante la prueba mudultiple de Dunett y Newman-Keuls y se determin6 la
significancia estadistica de al menos 3 experimentos independientes de acuerdo a
los valores de p<0.05 y los resultados se presentan como el promedio + la

desviacion estandar (SD).
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RESULTADOS

La migracion celular inducida por AL es dependiente de la
actividad de la PLD

La PLD es una enzima importante de sefalizacion implicada en el control
de muchos procesos biolégicos, incluyendo la migracion celular. En comparacién
con los tejidos no tumorales, una elevada expresion y actividad de PLD se ha
detectado en diversos tumores cancerigenos, incluyendo los de mama. Por otra
parte, previamente se ha establecido que el AL induce migracion celular en la
linea celular de cancer mamario metastasico MDA-MB-231 (Serna-Marquez et al.,
2012). Por esta razon se analizé la participacion de PLD en la migracion de

células cancerosas mamarias inducida por AL.

Para determinar la participacion de PLD en la migracién celular mediada
por AL, se realizaron ensayos de cierre de herida o “scratch” en células de cancer
de mama metastasicas MDA-MB-231 y en células MCF-7 de cancer de mama no
invasivas. Como controles se usaron dos lineas celulares de epitelio mamario no
tumoral MCF10A y MCF12A. Cultivos confluentes fueron ayunados durante 24 h
para las lineas celulares de cancer de mama y 6 horas para las lineas no
tumorales. Posteriormente, fueron tratadas con 90 uM AL solo o en combinacion
con VU0155069 10 uM o halopemida 310 nM, inhibidores especificos de PLD1 y
PLD2, respectivamente (Scott et al., 2009; Kang et al., 2011; Monovich et al.,
2007). Como control positivo de la migracion celular se utilizd suero fetal bovino
(SFB) al 5%. Posteriormente, los cultivos celulares fueron incubados con los
estimulos correspondientes por 48 h. El grupo de trabajo ha reportado
previamente, las concentraciones maximas del AL a las cuales alcanza un efecto
biolégico (Serna-Marquez et al., 2012). De manera similar a lo reportado
anteriormente, el AL induce migracion celular en las lineas celulares MDA-MB-231
y MCF10A. Sin embargo, de manera interesante, el tratamiento con VU0155069
inhibié significativamente la migracion celular (Figuras 2A y 5). En contraste, la
incubacion con el inhidor de PLD2 halopemida no tiene ningun efecto sobre la
migracion inducida por AL en células MDA-MB-231 (Figura 3). Por otro lado, el AL
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no induce migracion celular en células MCF-7, una linea celular de cancer de

mama no invasiva, tampoco en las células MCF12A no tumorales (Figuras 4 y 6).

Debido a la participacion de la PLD1 en la migracion de células de cancer
de mama invasivas inducida por AL, se us6 como modelo para los ensayos
posteriores las células MDA-MB-231. Para evaluar cuantitativamente la migracion
en células MDA-MB-231 se realizaron ensayos de migracion utilizando el método
de camara de Boyden. Al término de las 48 h de incubacién con el estimulo, el AL
provocé un efecto de quimioatraccion e indujo migracion celular. Sin embargo,
cuando las células fueron estimuladas en combinacion con VU0155069 se inhibio
de manera significativa dicho efecto; como control positivo se utilizé un estimulo
con SFB 5% (Figura 2B).
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Figura 2. El AL induce migracién celular a través de un mecanismo dependiente de PLD1 en células de cancer de
mama metastasicas. (A) Las células MDA-MB-231 fueron crecidas hasta una confluencia de 100% en cajas Petri de 35
mm de didmetro y pretratadas con 12 uM de mitomicina C por 2 h. Posteriormente se realiz6 una ralladura con puntas de
micropipeta de 200 pL y fueron estimuladas con 90 uM de AL con o sin VU0155069 10 uM durante 48 h. Pasado el tiempo
de estimulo, las células fueron fijadas y tefiidas como se refiere en metodologia y se tomaron fotografias de la ralladura, se
analiz6 el porcentaje de area cerrada con el programa libre ImageJ 1.47v. (B) Ensayo de migracion en camara de Boyden.
En camara de Boyden se colocaron 1x10° células en cada pozo, en la parte inferior de las membranas se colocaron los
estimulos de 90 pM de AL solo o en combinacién con VU0155069 10 uM por un tiempo de 48 h, posteriormente las células
que migraron hacia la parte inferior de la membrana fueron fijadas y tefiidas para su cuantificacion en un
espectrofotometro. Las graficas representan el promedio +/- SD de las areas cerradas de las heridas y de células que
migraron en camara de Boyden en los ensayos de migracion de al menos tres experimentos independientes y son
expresados como veces de migracién con respecto al basal (células no estimuladas). Significancia estadistica “p<0.01,
"p<0.001 mediante ANOVA de una via seguido de una prueba de Dunnett.
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Figura 3. PLD2 no participa en la migracion celular inducida por AL en células de cancer de mama metastasicas.
Las células MDA-MB-231 fueron crecidas hasta una confluencia de 100% en cajas Petri de 35 mm de diametro y
pretratadas con 12 uM de mitomicina C por 2 h. Posteriormente se realiz6 una ralladura con puntas de micropipeta de 200
pL y estimuladas con 90 uM de AL con o sin halopemida 310 nM durante 48 h. Pasado el tiempo de estimulo, las células
fueron fijadas y tefiidas como se refiere en metodologia y se tomaron fotografias de la ralladura, se analiz6 el porcentaje de
area cerrada con el programa libre ImageJ 1.47v. La gréafica representa el promedio +/- SD de al menos tres experimentos
independientes y son expresados como incremento del basal (células no estimuladas). Significancia estadistica ~"p<0.001

mediante ANOVA de una via seguido de una prueba de Dunnett.
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Figura 4. AL no induce migracidn celular en células de cancer de mama no metastésicas. Las células MCF-7 fueron
crecidas hasta confluencia en cajas Petri de 35 mm de diametro y pretratadas con 12 yM de mitomicina C por 2 h.
Posteriormente se realiz6 una ralladura con puntas de micropipeta de 200 uL. Las células fueron incubadas por 48 h con
90 pM de AL solo o en combinacién con VU0155069 10 puM. Las fotografias fueron tomadas a las 48 horas después de la
ralladura. La gréafica representa el promedio +/- SD de al menos tres experimentos independientes y son expresados como
incremento del basal (células no estimuladas). Significancia estadistica ~p<0.001 mediante ANOVA de una via seguido de

una prueba de Dunnett.
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Figura 5. AL induce migracién celular a través de un mecanismo dependiente de la PLD1 en células de epitelio
mamario no tumorales MCF10A. Las células MCF10A fueron crecidas hasta confluencia en cajas Petri de 35 mm de
diametro y pretratadas con 12 pM de mitomicina C por 2 h. Posteriormente se realiz6 una ralladura con puntas de
micropipeta de 200 pL. Las células fueron incubadas por 48 h con 90 pM de AL solo o en combinacién con VU0155069 10
UM. Las fotografias fueron tomadas a las 48 h después del estimulo. La grafica representa el promedio +/- SD de al menos
tres experimentos independientes y son expresados como incremento del basal (células no estimuladas). Significancia
estadistica ""p<0.001 mediante ANOVA de una via seguido de una prueba de Dunnett.
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Figura 6. AL no induce migracion celular en células de epitelio mamario no tumorales MCF12A. Las células MCF12A
fueron crecidas hasta confluencia en cajas Petri de 35 mm de diametro y pretratadas con 12 pM de mitomicina C por 2 h.

Posteriormente se realiz6 una ralladura con puntas de micropipeta de 200 pL. Las células fueron incubadas por 48 h con
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90 uM de AL solo o en combinacién con VU0155069 10 pM. Las fotografias fueron tomadas a las 48 horas después del
estimulo. La gréafica representa el promedio +/- SD de al menos tres experimentos independientes y son expresados como
incremento del basal (células no estimuladas). Significancia estadistica ~p<0.001 mediante ANOVA de una via seguido de

una prueba de Dunnett.

AL induce la formacion de contactos focales durante la

migracion celular en células de cancer de mama.

Para cumplir con nuestro siguiente objetivo, se evalud la formacion de
contactos focales. Durante la migracion celular se requiere el ensamblaje y
desensamblaje continuo del citoesqueleto de actina hacia la MEC para que la
célula pueda desplazarse. Para ello, se analiz6, por microscopia confocal, la
formacién de contactos focales utilizando anticuerpos anti-paxilina acoplado a
FITC y faloidina acoplado con rodamina. Células MDA-MB-231 fueron
estimuladas por 1 h con 90 uM de AL solo o en combinacién con YU0155069 10
MM o halopemida 310 nM, inhibidores de PLD1 y PLD2, respectivamente. El
tratamiento con AL induce un incremento y orientacion de contactos focales hacia
el frente de migracion, asi como un efecto de extension celular hacia la MEC
respecto al control (Figuras 7A y 7B), dicho efecto fue abatido ante el tratamiento
con VU0155069 o halopemida, observandose un mayor efecto inhibitorio con el
inhibidor de PLD1 (Figuras 7C y 7E).
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Figura 7. AL regula la formacién de contactos focales en células de cancer de mama MDA-MB-231. Células MDA-
MB-231 fueron crecidas en cubreobjetos de vidrio, privadas de SFB por 14 h y estimuladas con 90 pM de AL solo o con
inhibidores de PLD (VU0155069 10 uM, halopemida 310 nM) por 15 minutos. Las células fueron fijadas y tefiidas para
microscopia utilizando anticuerpos anti-paxilina acoplado a FITC (color verde) y faloidina rodaminada (color rojo) para tefiir
actina. Las imagenes fueron obtenidas mediante microscopia confocal con un aumento de 63X y son representativas de

dos experimentos independientes. La barra de escala indica 5 pm.

AL promueve la union al ADN del factor de transcripcion
NFkB a través de una via independiente de PLD en células MDA-
MB-231

El factor de transcripcibn NFKB juega un papel principal durante la
oncogénesis, normalmente se encuentra activo en diversos tipos de céncer
incluido el cancer de mama, debido a esto, decidimos evaluar el efecto que tiene
el estimulo con AL sobre la actividad de NFkB en células de cancer de mama.
Células MDA-MB-231 fueron estimuladas con 90 uM de AL a diferentes tiempos y
las fracciones nucleares fueron obtenidas como se describe previamente
(Espinosa-Neira et al., 2011). La activacion de NFkB fue analizada por EMSA
usando extractos nucleares y una sonda de oligonucleétidos marcada
radiactivamente que representa un sitio canénico de unién a NFkB. Los resultados
obtenidos muestran que el AL induce la formacion de complejos NFkB-ADN de
manera dependiente del tiempo alcanzando un méaximo de activacion a los 60
minutos (Figura 8A). Posteriormente se determiné el efecto que tiene la inhibicion
de la actividad de la PLD1 y PLD2 en la activacién de NFkB inducida por AL. No
obstante, el tratamiento combinado con VU0155069 10 uM o halopemida 310 nM
no tiene ningun efecto sobre la uniéon al ADN de NFkB inducida por AL (Figura
8B).
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Figura 8. AL induce formacién de complejos NFkB-ADN de manera dependiente del tiempo a través de un
mecanismo independiente de la PLD. (A) Extractos nucleares fueron obtenidos a partir de células MDA-MB-231 tratadas
con 90 uM de AL por varios tiempos. (B) Extractos nucleares fueron obtenidos a partir de células MDA-MB-231 estimuladas
por 60 min con 90 pM de AL so6lo o con inhibidores. La actividad de unién al ADN de NFkB fue analizada por EMSA. Las
iméagenes son representativas de tres experimentos independientes.
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Posteriormente se analiz6 el efecto que tiene el AL sobre la activacion de
NFkB en células de cancer no metastasicas. Para tal efecto, células MCF-7 fueron
estimuladas con AL 90 uM a diferentes tiempos y se obtuvieron fracciones
nucleares, los cuales fueron analizados por EMSA. El AL es capaz de inducir la
formacion de complejos NFKB-ADN en una manera dependiente del tiempo,
induciendo la activacion de este factor a los 15 y 30 minutos, disminuyendo a
niveles basales al término de 1 h de estimulacion (Figura 9).
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Figura 9. AL induce formacion de complejos NFkB-ADN de manera dependiente del tiempo en células MCF-7.
Extractos nucleares fueron obtenidos a partir de células MCF-7 tratadas con 90 pM de AL a diferentes tiempos. La
actividad de union al ADN de NFkB fue analizada por EMSA.
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Figura 10. Posible mecanismo por el cual el AL induce sus efectos en células MDA-MB-231. El esquema representa

posibles mecanismos desencadenados por el AL para inducir migraciéon en células MDA-MB-231 a través de una via que

implica la activacion de la PLD1, también se representa la posible via de sefializacién por la cual el AL induce la activacién

de NFkB.
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DISCUSION

En los Ultimos afios, el cancer de mama se ha incrementado de manera
notable alrededor del mundo y en mayor grado en paises occidentales. Los
carcinomas ductales son los tipos mas prevalente de cancer de mama,
representando mas del 90% de casos (Jemal et al., 2010). El desarrollo de este
tipo de cancer requiere de multiples etapas que ocurren a lo largo de afios: estos
eventos se caracterizan por una proliferacion descontrolada de células malignas
generando carcinoma ductal in situ, el cual secuencialmente adquiere la
capacidad de degradar membrana basal invadiendo tejido circundante, para
finalmente diseminarse a través del torrente sanguineo, colonizando sitios
distantes del organismo. La adquisicién de la capacidad migratoria de las células
cancerosas es una propiedad fundamental durante la evolucion tumoral,

especificamente durante los eventos de angiogénesis y metastasis.

Existen multiples factores de riesgo bien establecidos para el desarrollo de
cancer de mama. Diversos estudios han demostrado que determinados tipos de
dietas caracterizadas por alto contenido de grasas, incluyendo AG saturados,
MUFAs, PUFAs »-3 y o-6, estdn asociadas con un incremento de riesgo al cancer
de mama (Lee et al., 2000; Schulz et al., 2008). El AL es el principal PUFA »-6 en
dietas de paises occidentales y ha sido vinculado al desarrollo de cancer en
modelos animales, asi como a la induccién de un proceso similar a la TEM en
células no tumorales MCF10A (Fay et al., 1997; Espinosa-Neira et al., 2011). De
manera mas especifica, se ha reportado que el AL puede contribuir a la
progresion tumoral induciendo migracion en células de cancer de mama MDA-
MB-231 (Serna-Marquez et al.,, 2012), sin embargo, los mecanismos celulares

desencadenados por el AL no estan bien establecidos.

Una enzima asociada a la progresion del cancer es la PLD, su actividad
genera AP, el cual es un lipido intracelular que actiia como segundo mensajero.
En respuesta a sefiales mitogénicas y oncogénicas, diferentes vias de
sefalizacion efectoras del AP que regulan la dinamica del citoesqueleto de actina

durante la motilidad, migracion e invasion, pasos criticos en la progresion del
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cancer han sido propuestas. Por ejemplo, en células de carcinoma de ovario
humano OVCAR-3, PLD1 y AP inducen migracion y formacion de lamelipodias a
través de la GTPasa Rac (Chae et al., 2008). Por otro lado, en células MDA-MB-
231 estimuladas con EGF, PLD1 regula migracion e invasion celular a través de la
via Ras-ERK/PI3K (Kang et al., 2011), asi mismo, un aumento en la actividad de
PLD incrementa la capacidad para migrar e invadir matrigel en dicha linea celular
(Zheng et al., 2006). En el presente trabajo demostramos que el tratamiento
previo con VU0155069, un inhibidor selectivo de la PLD1 (Scott et al., 2009; Kang
et al., 2011), abate la migracion inducida por AL en células cancerosas MDA-MB-
231 (Figura 2). Sugiriendo que el AL induce migracién a través de un mecanismo
mediado por la PLD1.

La TEM es un proceso bioldgico implicado en la invasion y metéstasis, en
el cual las células epiteliales pierden la polaridad &pico-basal, la capacidad de
formar uniones célula-célula y esto es acompafiado por la adquisicion de
caracteristicas mesenquimales donde las células sufren cambios en su
citoesqueleto y adquieren la capacidad de degradar membrana basal y de migrar.
Un reporte previo de nuestro laboratorio muestra que el AL induce TEM vy
migracion en células de epitelio mamario no tumoral MCF10A (Espinosa-Neira et
al., 2011), en base a nuestros resultados, demostramos que dicha migracion

inducida por AL es dependiente de PLD1 (Figura 5).

Una etapa esencial en el proceso metastasico es la migracion de células
tumorales, y las adhesiones focales juegan un papel importante en su regulacion.
Una molécula asociada a la sefializacion de integrinas en las adhesiones focales
es paxilina, la cual, una vez fosforilada, funciona como una proteina adaptadora
para reclutar proteinas de sefalizacion y del citoesqueleto durante la extension,
formacion de protusiones y motilidad celular. Entre otros factores, ligandos para
GPCRs y RTKs han sido reportados que estimulan la fosforilacion de paxilina
(Schaller, 2001). Dado que los AGL de cadena media y larga, entre los que se
encuentra el AL, pueden actuar a través de GPCRs (Briscoe et al., 2003;
Hirasawa et al., 2005), se decidié estudiar el efecto del AL sobre la formacion de

adhesiones focales. Utilizando un anticuerpo marcado con FITC, se analiz6 el
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comportamiento de paxilina durante este proceso. En apoyo a esta hipétesis,
previamente se repor6 que AG como el AL, AA y el AO inducen la activacion de
FAK, una proteina asociada a las adhesiones focales durante la extension y
migracion celular en la tumorigénesis (Serna-Marquez et al., 2012; Navarro-Tito et
al., 2008; Navarro-Tito et al., 2010). El estimulo con AL por 1 h en células MDA-
MB-231 indujo un cambio morfologico formando protrusiones celulares, asi como
un incremento notable de contactos focales localizados hacia la parte frontal de
células en migracion (Figura 7). Paxilina es una proteina adaptadora y de
andamiaje que media el ensamblaje y recambio de contactos focales en la
migracion, diversos factores extracelulares son capaces de inducir fosforilacion de
residuos de tirosina en dicha proteina, siendo FAK la principal enzima para llevar
a cabo su fosforilacion en los residuos de tirosinas 31 y 118, sitios de union para
moléculas de sefializacion y de andamiaje. Bajo este contexto, en células MDA-
MB-231 se ha reportado que la actividad de PLD regula la formacién de complejos
FAK-paxilina a través de la via MAPK-ERK para inducir motilidad (Pribic and
Brazill, 2012). Tomando en cuenta esta relacion directa entre la actividad de PLD
y las adhesiones focales, nuestros resultados indican que el efecto del AL sobre la
formacion de los contactos focales en células MDA-MB-231 fue abatido cuando
las células fueron incubadas previamente con el inhibidor de PDL1 VU0155069.
Sin embargo, el uso de halopemida, inhibidor especifico de la PLD2, no tiene un
efecto inhibitorio significativo sobre los cambios inducidos por el AL (Figura 7), el
cual es un resultado esperado debido a que PLD1 es la isoforma que
generalmente responde a sefiales extracelulares. Este resultado apoya la idea de
gue en cultivos de fibroblastos, Rho regula la formacion de fibras de estrés y
adhesiones focales, donde la actividad de PLD1 es un punto clave en la
reorganizacion del citoesqueleto de actina, a diferencia de la PLD2 que se asocia
solo a la regulacion de actina cortical y formacion de filopodias (Kam and Exton,
2001). En conjunto, estos resultados indican que el AL induce un cambio
morfoldgico, asi como un recambio dinAmico de las adhesiones focales para
promover migraciéon en células de cancer de mama a través de un mecanismo

que implica la activacion de la PLD1.
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Por otro lado, NFkB es un factor de transcripcidn capaz de regular genes
involucrados en la inflamacién, ciclo celular, invasion, metastasis, angiogénesis y
anti-apoptosis; su activacion es esencial en etapas tempranas en la
transformacion carcinogénica de células epiteliales (Kim et al.,, 2000), sin
embargo, en el cancer de mama no esta bien establecido si los &cidos grasos
presentes en la dieta pueden contribuir al incremento de su actividad durante el
desarrollo tumoral. Dado esto, evaluamos el efecto que tiene el AL sobre la
activacion de este factor de transcripcion en células de cancer de mama
metastasicas. En primera instancia, corroboramos los niveles basales de
activacion de NFkB, lo cual concuerda con reportes previos acerca de una
activacion constitutiva de este factor en cancer de mama (Bath-Nakshatri et al.,
2002), sin embargo, nuestros datos indican que el AL incrementa de manera
notable la activacién de NFkB tiempo dependiente en células de cancer de mama
metastasicas (Figura 8A), y ademas, determinamos que dicho efecto es a través

de una via de sefalizacion independiente de PLD1 y PLD2 (Figura 8B).

Un alto contenido de PUFAs -6 con respecto a los PUFAs ®-3 es
encontrado en “dietas occidentales” de paises desarrollados y que paulatinamente
son adquiridas por paises en desarrollo. Tomando en cuenta que células de
mamifero no pueden convertir PUFAs »-6 a PUFAs »-3, debido a que carecen de
la enzima convertidora desaturasa ®-3, estudios epidemioldgicos y a nivel
molecular demuestran que estos cambios dietarios promueven el desarrollo de
muchas enfermedades, incluyendo el cancer (Simopoulos, 2006). AGL de cadena
media y larga pueden ejercer sus efectos a través de los GPCRs GPR40 y
GPR120, ademas, en cultivos celulares de cancer de mama pueden unirse y
activar el GPR40, el cual se encuentra asociado a proteinas Gi/o o Gg (Navarro-
Tito et al., 2008), y una vez activados, a través de un proceso de transactivacion,
el EGFR puede ser fosforilado y activar cascadas de sefializacion que regulan la
expresion de genes y el comportamiento celular canceroso (Liebmann, 2011).
Nuestros resultados indican que el AL induce migracién en células de cancer de
mama metastasicas a traves de la activacion de la PLD1 (Figura 2), cuya funcion
ha sido implicada en la progresion del cancer. Considerando reportes previos

sobre el efecto de AGL de cadena media y larga en células de cancer,
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proponemos que el mecanismo molecular por el cual el AL induce la activacién de
PLD1 y la migracién celular, a través de GPR40 y GPR120 acoplados, ya sea a
proteinas heterotriméricas Gi/Go o Gg/11, promoviendo la fosforilacion y
activacion del EGFR a través de un proceso de transactivacion que involucra la
activacion de Src y MMP de membrana que liberan proligandos (HB-EGF)
especificos. EGFR una vez activo promueve la activacion y reclutamiento de
PLD1 a membrana plasmatica, regulando asi la actividad de proteinas de
sefalizacion y del citoesqueleto implicadas en la migracion celular. En particular,
AL es capaz de inducir fosforilacion de FAK en células de cancer de mama MDA-
MB-231, siendo ésta un posible blanco de PLD1, cuya fosforilacion se ve aumenta
en respuesta a la activacion de PLD en células de linfoma EL4 (Knoepp et al.,
2008). Sin embargo, estudios adicionales son necesarios para determinar dicha
relacion (Figura 10). De manera simultanea, AL posiblemente a traveés de la
activacion de GPR40 o GPR120 y posterior transactivacion de EGFR, puede
promover la activacion de NFkB, posiblemente a través de la via de sefalizacion
de ERK1/2, principal activadora de este factor de transcripcion. Por otro lado, se
ha reportado que ERK1/2 puede activar otros factores de transcripcion como AP-1
en células de cancer de mama ante el estimulo con AO, un AGL de cadena larga
(Soto-Guzman et al., 2008) (Figura 10).

CONCLUSIONES

Los resultados demuestran que el AL induce migracion de células de
cancer de mama invasivas MDA-MB-231 y que la actividad de PLD1 es un punto
clave durante la sefializacion en este proceso. Asi mismo, es la isoforma 1 de
PLD la que participa en la reorganizacion del citoesqueleto de actina y formacion
de adhesiones focales como consecuencia del estimulo con AL. En contraste, el
AL no es capaz de inducir migracién de células de cancer con poca capacidad
invasiva y metastasica MCF-7. Por otra parte, nuestros resultados indican que el
AL promueve una activacion transitoria del factor de transcripcion NFkB de
manera dependiente del tiempo y la concentracidén, alcanzado un maximo de
activacion a los 60 min de estimulo y regresando a niveles cercanos a los basales

a los 90 min, siendo dicho efecto independiente de PLD.
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En conjunto, nuestros resultados sugieren un papel importante de PLD1 en
los mecanismos moleculares que induce el AL para promover migracion de

células de cancer de mama, un proceso asociado a la progresion tumoral.

PERSPECTIVAS

1) Analizar el mecanismo molecular por el cual el AL induce la activacion

de PLD1 para promover migracion celular.

2) Evaluar el efecto de AL sobre el estado de fosforilacion de proteinas

asociadas a las adhesiones focales como FAK, Src y P130Cas.

3) Determinar la participacion de la via Ras/ERK1/2 en la activacion del

factor de transcripcion NFkB inducida por AL.

4) Evaluar el efecto de AL sobre el proceso de invasion en células de

cancer de mama.
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