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RESUMEN

Los estrogenos han sido descritos como un factor que promueve proliferacion celular en el cancer
de mama, pero poco se sabe sobre su papel en la migracién y la metéstasis. En muchos tipos de
cancer epiteliales, la capacidad de sufrir metastasis ha sido asociada con la pérdida de
caracteristicas epiteliales y la adquisicion de propiedades mesenquimales que conducen a la
migracion de las células, en un proceso conocido como transicion epitelio-mesenquima (TEM). La
TEM es un proceso previo a la metastasis controlado por complejos multiproteinicos como Zonula
Occludens1 (ZO-1), el factor de transcripcion asociado a ZO-1 (ZONAB) y la proteina cinasa del
Virus del Sarcoma de Rous (Src). En este trabajo demostramos que el estradiol (E2) es capaz de
inducir la rapida fosforilacion de Src en la Tyr-416 y la consecuente formacion del complejo p-Src-ZO-
1, lo cual conlleva al desensamblaje de las proteinas ZO-1 y ZONAB de las uniones ocluyentes y su
translocacion al nucleo, esto se asocia con los cambios en la expresion de HER-2, ya que se ha
demostrado que ZO-1 y ZONAB tienen la capacidad de regular transcripcionalmente su expresion y
correlacionan con la disminucion en la expresién de los marcadores epiteliales CRB3, ocludina y el
incremento del marcador mesenquimal N-cadherina. Lo anterior conlleva a el incremento en la
permeabilidad y en la migracion inducidos por E2 . Cuando se utiliza un antagonista del receptor de
estrégenos (ICI 182780), se inhibe la fosforilacion de Src en la Tyr-416, la formacién del complejo p-
Src-Z0-1, la translocacion nuclear de ZO-1y ZONAB, la permeabilidad y la migracion, en las células
de carcinoma mamario MCF-7. Asi, durante la progresién del tumor, E2 puede promover la
deslocalizacion, perdida de las uniones estrechas, incrementar la permeabilidad y la invasion del
cancer de mama ER-positivos, por lo cual nuestros resultados han identificado un nuevo mecanismo
en el que los estrogenos promueven la TEM como un proceso previo a la metastasis. La inhibicion
de la via p-Src-ZO-1 ademas de ERa puede ser considerado como una terapia adyuvante en el

cancer de mama.
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ABSTRACT.

It is known that tumor cells inappropriatly utilize Epithelial-Mesenchymal Transition (EMT)
mechanisms as key elements in the invasive process. Moreover, it is becoming clear that estradiol
(E2) induces breast cancer cell progression and enhances EMT; however, the detailed mechanisms
remain unclear. Here we investigated E2 role on the expression and intracellular localization of tight
junction (TJ)-associated proteins Zonula Occluden-1 (ZO-1), ZONAB (Z0O-1-associated associated
nucleic-acid-binding protein) and occludin, and their activation effect on c-Src, the human epidermal
growth factor receptor-2 (HER2) expression and cell migration, using human breast cancer cells
(MCF-7) as a model; key experiments were performed in T47D, another estrogen receptor (ER)-
positive breast cancer cell line. We demonstrated that E2 (1 nM) elicits c-Src activation after 15 min
incubation. Subsequently, the p-Src/ZO-1 complex led to ZO-1 and ZONAB disruption at the TJ and
HER2-mRNA expression increased; these results agree with previously published data by other
authors that showed that ZO-1 and ZONAB regulate HER2 expression. These changes correlated
with epithelial markers occludin (adhesion) and CRB3 (polarity) decreased expression and increased
the mesenchymal marker N-cadherin synthesis. These effects led to increased MCF-7 cell migration
induced by E2, even in the presence of a cell proliferation inhibitor. The incubation with an estrogen
receptor (ER) antagonist (ICl 182,780) precluded E2 effects on c-Src phosphorylation, p-Src/Z0-1
complex formation, ZO-1/ZONAB nuclear translocation and MCF-7 cells cell migration. These results
strongly suggest that during tumor progression, E2 promotes TJ disruption and increases cell
motility; therefore our results propose a novel pathway by which estrogens promotes EMT-

associated mechanisms that could lead to metastasis.
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1.1 CANCER DE MAMA

Con base en el reporte del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) a proposito del Dia
Mundial Contra el Cancer (4 de febrero), el Cancer de Mama (CaM) fue reconocido como el tipo de
cancer que en 2012 presentd mayor tasa de mortalidad de México (15.38 por cada 100,000

personas) en mujeres mayores de 20 afios de edad (INEGI, 2014).

“Cancer” es un término que se usa para referirse a un conjunto de enfermedades en las que células
anormales se dividen y proliferan sin control (INC, 2011). Cuando esto sucede, se forma una masa
de tejido que se denomina tumor, el cual puede ser en benigno o maligno. Los tumores malignos se
distinguen por adquirir la capacidad de desprenderse del tejido que los origin6 y pueden viajar por la
sangre o linfa para invadir otros tejidos y posteriormente formar nuevos tumores, en un proceso al
cual se le denomina metastasis y es la causa mas comun de muerte en pacientes con cancer
(Wittekind y Neid, 2005).

La incidencia del CaM ha aumentado constantemente durante las Ultimas décadas, pero la
mortalidad por CaM parece estar disminuyendo, lo que sugiere un avance en la deteccion precoz y
un tratamiento mas eficaz de la enfermedad. El desarrollo y progresion del CaM se asocia a factores
de riego inherentes a la vida reproductiva de la mujer, incluyendo la menarquia temprana, la
menopausia tardia, la nuliparidad, asi como la edad tardia del nacimiento del primer hijo/a
(American Cancer Society, 2013). Ademas de otros factores hormonales externos como la
administracién de terapias de reemplazo hormonal y anticonceptivos orales (Nelson, et al., 2012).
Esto se debe a la gran actividad mitogénica de los estrogenos que inducen el recambio de las
células que forman los epitelios de los ductos que transportan la leche desde los lébulos lacticos
hasta el pezon en la glandula mamaria. Frecuentemente el CaM se percibe como una enfermedad
que aparece sin razon alguna y aunque los cientificos aun no conocen todas las razones de ello,
muchas de las causas del cancer ya han sido identificadas y es considerada una neoplasia maligna
de origen multifactorial (Berardo et al., 1996). Ademas de los factores intrinsecos, tales como la
herencia, dieta y hormonas, los estudios cientificos sefialan la existencia de factores extrinsecos
clave que contribuyen al desarrollo del cancer: las substancias quimicas contenidas en la
combustion del tabaco al fumar, la radiacién o sustancias contenidas en los mismos alimentos que
ingerimos (INC, 2011).
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Los estrégenos son hormonas necesarias para la reproduccion, asi como para el desarrollo y
crecimiento normal de del tejido mamario; sin embargo, el riesgo de que una mujer presente cancer
de mama esta asociado al tiempo durante el cual ha estado expuesta a los estrégenos (Lenning et
al., 2011). Por este motivo es muy importante entender los mecanismos celulares y moleculares
mediante los cuales los estrdgenos favorecen el establecimiento del cancer de mama, lo cual puede

permitir el desarrollo de nuevas estrategias experimentales para atacarlo.

1.2 TRANSICION EPITELIO-MESENQUIMA (TEM)

Con la finalidad de entender mejor el proceso que origina la metastasis en las células de carcinoma
mamario se analiza el mecanismo mediante el cual las células epiteliales se mantienen unidas y que

es 1o que ocasiona cambios en las estructuras de adhesién.

La adhesion entre las células es necesaria para el ensamblaje de cada una de ellas formando una
barrera de células epiteliales que recubran los conductos y los lobulillos de la mama. Estos
contactos entre células se someten a remodelaciones que se modifican en funcién de la etapa de
desarrollo de la mama, ya sea en respuesta a las crecientes demandas de proliferacién en la
pubertad y el embarazo, a la diferenciacién durante la lactancia o bian su degradacion por apoptosis
cuando han terminado con su funcién productora de leche. Los contactos célula-célula constan de
tres estructuras de union principales: las uniones estrechas (TJ por sus siglas en idioma inglés “tight
junctions”), uniones adherentes y desmosomas. Las proteinas que forman a las TJ se han agrupado
segun su funcion como proteinas integrales de membrana, proteinas de andamiaje y proteinas de
sefalizacion. En células epiteliales polarizadas las TJ y las uniones adherentes se encuentran
distribuidas asimétricamente en la region apical de la membrana lateral formando el complejo de
unién apical, que rodea el apice de las células y marca la frontera entre los dominios de la

membrana apical y la basolateral (Brennan Kieran, et al., 2010).

Las uniones estrechas son complejos especializados en la unién que sirven para formar un sello
hermético entre las células epiteliales adyacentes; funcionan como una barrera selectiva para evitar
la difusidn de diversos compuestos a través del espacio intercelular. Las uniones estrechas también
sirven para restringir la difusion de las proteinas y los lipidos de membrana entre los dominios apical
y basolateral, por lo tanto son esenciales para el mantenimiento de la polaridad de las células

epiteliales (Fogg, et al. 2005).
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Se observo que las proteinas que participan en las TJ ejercen una influencia fundamental sobre los
procesos celulares que regulan la polaridad, la diferenciacion y la migracién, que son procesos
fundamentales para la progresién del cancer. Por lo tanto, las TJ y otras proteinas de adhesion
célula-célula estdn ganando cada vez mas atencion en la investigacion del cancer de mama
(Brennan Kieran, et al., 2010). Las TJ pueden regular la polaridad epitelial mediante el control del
ensamblaje de los tres principales complejos de polaridad: el complejo CRB3, el complejo Par, vy el
complejo Scrib. CRB3 es una proteina de membrana de un dominio transmembranal ubicado en la
region apical de células epiteliales, con una pequefia fraccién en la parte superior de las uniones
estrechas de las células epiteliales. Se relaciona con el establecimiento de la polaridad celular en
las células epiteliales de mamiferos y regula la morfogénesis de las uniones estrechas. CRB3
interactta con PARG, PALS1 y PATJ. Estas estructuras de uniéon se componen de proteinas
integrales de membrana que unen a las células vecinas a través de interacciones homofilicas y
heterofilicas, y a la presencia de proteinas citoplasmaticas de andamiaje que organizan complejos
de sefalizacion (Brennan Kieran et al., 2010).

Alteraciones en las proteinas de TJ pueden dar lugar a células con caracteristicas mesenquimales,
ya que pueden favorecer la disminucion de la apoptosis (disminucion en la expresion de la proteina
Scribble) y aumentar la proliferacién celular (sobreexpresion de la proteina Par 6) que conduce al
crecimiento descontrolado en lesiones del carcinoma ductal in situ, asi como también la
disminucion en la polaridad de éstas células (disminucion de la expresion de ZO-1, CRB3, entre
otras). En segundo lugar, las alteraciones TJ pueden disminuir la adhesién celular (asociada con la
expresién Cldn 16) y aumento de motilidad, lo que facilita la migracién de las células cancerosas,
como se ha visto durante la invasion y la ruptura de la membrana basal en los primeros estadios del

carcinoma mamario (Brennan Kieran et al., 2010).

La EMT es un proceso que resulta en la pérdida de propiedades epiteliales, tales como la adhesion
célula a célula y la pérdida de polaridad baso apical, asi como la ganancia de propiedades de
tejidos mesenquimales, tales como una mayor capacidad para migrar e invadir a través de proteinas
de la matriz extracelular (Thiery y Sleeman, 2006). La EMT es un elemento esencial y altamente
regulado durante etapas tempranas del desarrollo embrionario (Locascio y Nieto, 2001). Sin
embargo, la desregulacién de la EMT se asocia con muchos tipos de fibrosis y con procesos de
progresion oncogénica (Thiery y Sleeman, 2006).
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La EMT se asocia con la pérdida de expresion, localizacion o ambas, de las proteinas implicadas en
la formacion de las uniones celulares, tales como E cadherina, ZO-1, ocludina y claudina, y el
aumento en la expresién de proteinas del mesénquima como la proteina especifica de fibroblasto1
(FSP-1), actina de musculo liso y la fibronectina, asi como las integrinas. La EMT también se asocia
con un cambio en la expresion de filamentos intermedios, queratinas y de vimentina (Thiery y
Sleeman, 2006). La pérdida de expresion de E cadherina es un acontecimiento frecuente durante la
progresion del cancer (Thiery, 2002), y muchos de los canceres como el de prostata, pancreas,
renal, gastrico y ciertos tipos de cancer de mama (por ejemplo, el carcinoma lobulillar) se han
asociado con la pérdida o la disminucion de la expresion de E cadherina, la cual se puede atribuir a
mutaciones de ciertos genes, la regulacion negativa de la transcripcion de estos genes debido a la
metilacion o a la inhibicién de la transcripcion del gen estimulada por la activacién de ciertas vias de
sefializacion, resultan en la activacion de represores de la transcripcion de E cadherina, tales como
Snail 1, Snail2 y Twist.

La EMT ha sido implicada como un evento importante durante la metéstasis (Thiery, 2002,
Thompson et al., 2006), la recurrencia del tumor (Moody et al., 2005), asi como la resistencia a los
inhibidores de los receptores de diversos factores de crecimiento, principalmente el receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR), (Thompson et al., 2006; Yauch et al., 2005). La EMT es
considerada como un interruptor que permite a las células benignas, no invasivas y no metastasicas
adquirir la capacidad invasiva e infiltrante en el tejido circundante para genera metastasis (Thiery,
2002). Multiples EMT pueden amplificar la progresién del tumor y la metastasis en modelos

experimentales.

1.3 ESTRUCTURA Y FUNCION DE LAS UNIONES ESTRECHAS

Las interacciones célula-célula son indispensables para la arquitectura normal de los tejidos. En
tejidos epiteliales las interacciones célula-célula son mediadas por varios complejos: las uniones
estrechas, las uniones adherentes, desmosomas y las uniones gap, de las cuales cada una posee
caracteristicas de composicion morfoldgica y de funcién Unicas (Dejana et al., 2008).

Las uniones estrechas son microdominios de la membrana plasmatica que rodean el polo apical de
cada célula epitelial separando el lado apical del basolateral. Ellas forman una barrera de difusion
intercelular (o puerta) regulando el paso de iones, agua, y varias macromoléculas a través de
espacios para celulares o una barrera de restriccion de difusion apical/basolateral de proteinas de
membrana y lipidos. Las TJ se han descrito como una serie de puntos fusionados entre las caras
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exteriores de las membranas de células adyacentes también llamados “kissing” points (Gonzalez-
Mariscal, 2002). La barrera intercelular formada por las TJ tiene selectividad en cuanto al tamafio
molecular y tipos de iones, por lo que las diferencias en permeabilidad dependen del tipo celular y
las condiciones de éstas. Algunos reportes describen a las TJ en la glandula mamaria como
estructuras dinamicas en procesos como lactogénesis, en donde se demuestra que son reguladas
por hormonas tales como la prolactina, los glucocorticoides y la progesterona. La integridad de las
TJ es crucial para secrecion de la leche durante la lactancia, en donde las TJ en el epitelio de los
alvéolos son impermeables para evitar la fuga de leche del lumen a pesar de ser sujeto a filtraciones
en epitelios de glandula mamaria en animales prefiados. La funcion de barrera que cumplen las TJ
es necesaria para el mantenimiento de la homeostasis en otros tejidos, tal como sucede en el tejido
intestinal en donde las TJ generan una barrera que regula el transporte en el interfaz de la mucosa
con el ambiente externo (Chen Jie et al., 2008).

Actualmente han sido identificadas un gran nimero de proteinas que se han establecido como
componentes de las TJ. La proteina ocludina es una proteina integral de membrana con un peso
aproximado de 60 Kda, y se localiza en las uniones estrechas. Ocludina presenta cuatro dominios
transmembranales, un dominio carboxilo terminal citoplasmatico largo y un dominio corto amino
terminal citoplasmatico. Dos asas extracelulares que son similares en tamafio y son ricas en
residuos de tirosina. El nivel de expresién de ocludina se correlaciona con el numero de uniones
estrechas en varios tejidos, confirmando el que ocludina participa como un componente esencial de
las TJ.

Zonula Occludens es un complejo compuesto por ZO-1, ZO-2, y Z0O-3 que son proteinas de la
periferia de la membrana, ZO-1 fue el primer componente de la TJ en ser identificado con una masa
molecular de 220 kDa. Cuando ZO-1 se inmunoprecipita por lisis de células epiteliales, coprecipitan
con ella otras dos proteinas con masas moleculares de 160 y 130 kDa, y muestran una localizacion
especifica en las TJ, por lo que fueron designadas como Z0-2, y ZO-3. ZO-1 existe en dos variantes
de “splicing” alternativas, caracterizadas por la presencia de 80 aminoacidos en un dominio
denominado dominio a. La isoforma a+ esta presente en las células epiteliales, mientras que la
isoforma a se limita a las células endoteliales y células de Sertoli (Balda y Anderson, 1993).
Diversos experimentos han mostrado que ZO-1 puede tener una potencial funcién como supresor
de tumores en epitelio de mamiferos. Se ha observado que ZO-1 disminuye en diversas lineas

celulares invasivas de cancer de mama, donde la reduccién en su sefializacion se correlaciona con
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la pérdida en la diferenciacion del tumor, en muestras de cancer de mama humano, especificamente
durante la diferenciacién glandular del tumor (Hoover et al., 1998). Un estudio en el cual se uso la
linea celular tumorigénica MCF-7 mostré que la activacion del receptor del factor de crecimiento
semejante a insulina (IGF-IR), lleva a un incremento en la expresién de ZO-1. El mismo estudio
también mostré que la activacion de IGF-IR amplifica la expresion de la E-cadherina, que es una
proteina que media la adhesion célula-célula y reduce la habilidad invasiva de las células
tumorigénicas, (Mauro et al., 2001). Estos resultados sugieren que ZO-1 puede reducir la habilidad
metastasica de cierto tipo de células de cancer de mama en respuesta a la sefializacion de un factor
de crecimiento. El analisis de la expresion ZO-1 en diversos tipos de cancer humano han revelado
que la expresién de ZO-2 esta alterada en la mayoria de los adenocarcinomas de mama (Chlenski
et al., 2000). La reduccion significativa de la expresion de ZO-2 fue detectada también en algunas
lineas celulares de cancer de mama. Estos estudios proveen evidencia de que las proteinas de
andamiaje localizadas en las uniones estrechas tienen potencial como supresor de tumores en
células epiteliales de mama.

El tercer componente del grupo de proteinas que conforman a las TJ son las proteinas de
sefializacion que pueden estar envueltas en el ensamble de las uniones, ademas funcionan como
una barrera de regulacion y de transcripcion de diferentes genes como es el caso de B-catenina y
ZONAB, este es un componente clave en las TJ ya que se le ha relacionado con la organizacién de

la transduccion de sefiales de genes relacionados con procesos cancerosos (Tracey et al., 2004).

1.4 METASTASIS

La metastasis es un proceso muy complejo que implica la desregulacién de la interacciéon entre
proteinas y genes que son responsables de la invasion, la angiogénesis, la circulacion de las células
tumorales en los vasos sanguineos y la linfa, la colonizacion a sitios secundarios de otro 6rgano, y
finalmente, la evasién de los sistemas de defensa. La diseminacion metastésica a través de los
sistemas vascular y linfatico es la culminacion, y la etapa final, de esta enfermedad que se
desarrolla en un lapso de entre 5 y 20 afios. Actualmente se sabe que para la mayoria de los tipos
de neoplasias sélidas en humanos, los carcinomas microinvasivos surgen de una lesion precursora
al carcinoma in situ (Arpino, et al., 2005). Por tal motivo la prevencién de la transicion de células

premalignas a carcinoma invasivo y metastasico es un objetivo importante para la quimioprevencion
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del cancer. Con el fin de alcanzar este objetivo es necesario identificar nuevos blancos moleculares

que estén asociados con la adquisicion de la propiedad invasiva del cancer.

El tumor maligno es un estado en el que las células presentan una estructura neoplasicas mas
agresivas (Hanahan y Weinberg, 2000). La proliferacion sostenida no es la Unica caracteristica de
las células cancerosas. De hecho, el crecimiento tumoral por si solo no causa que una neoplasia
pueda llegar a ser maligna. Las células tumorales malignas migran a través de los bordes de los
tejidos y tienen la capacidad de sobrevivir y crecer entre una poblacion de células diferentes al tejido
donde se han originado. La verdadera amenaza del tumor maligno es el comportamiento de las
células, su propension a infiltrar y usurpar la estabilidad de las células del 6rgano o tejido al cual

invade.

La fisiologia celular normal es un proceso estrictamente regulado, con ciclos de retroalimentacién
positiva y negativa, que deciden si una célula debe diferenciarse, dividirse, adaptarse, o llevar a
cabo la apoptosis. Los cambios genéticos, como la activacion de oncogenes, incremento en la
produccion de factores de crecimiento, la pérdida de citocinas inhibitorias del crecimiento, o pérdida
de la funcion de los genes supresores de tumores, pueden resultar en un desequilibrio en la
regulacion del crecimiento, llevando a la proliferacion incontrolada. Sin embargo, sin restricciones el
crecimiento tumoral por si mismo no causa metéstasis, se necesita adicionalmente que existan
mutaciones genéticas para que generen proliferacion descontrolada. Los defectos genéticos durante
el cancer se traducen en alteraciones proteémicas en las vias de transduccién de sefiales. El
resultado de estos trastornos es un persistente estado patologico de comunicacién entre las células
tumorales. Las células tumorales que exitosamente invaden y generan metastasis son
seleccionadas debido a la progresion genética somatica, lo que resulta en un circuito de
comunicacion alterada que conlleva a una fuerte induccion de la invasion y la supervivencia.
(Pierobon et al., 2007)

Los genes que son necesarios para ciertas funciones, como la remodelacion vascular, pueden
participar en la generacion del tumor primario y en propiciar el ambiente metastasico; estos son
genes de progresion de la metastasis los cuales pueden ser sobre expresados en tumores
primarios. Se han descrito cerca de 18 genes derivados de una seleccién in vivo de células de
cancer de mama, los cuales se diseminan de manera eficiente hacia los pulmones, entre los que se
incluyen EREG (Epiregulina), COX-2 (Ciclooxigenasa 2), BRCA1 (Céncer de mama de inicio
temprano 1), HER2, y MMP-1 (Metaloproteinasa de matriz-1). Estos genes cooperan en la
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remodelacion de la vasculatura en sitios donde se establece un tumor mamario y de metastasis en
pulmén. En la mama estos genes permiten neoangiogénesis e intravasacion de células cancerosas,
en el pulmén median la extravasacion de células cancerosas circulantes a los capilares del

parénquima (Chiang y Massagué., 2008).

Cuando un tumor primario crece, necesita un suministro de sangre para desarrollarse y apoyar a
sus necesidades metabolicas, esto sucede mediante un proceso llamado angiogénesis. Estos
nuevos vasos sanguineos también pueden proporcionar una ruta de escape por la cual las células
pueden dejar el tumor y entrar en el sistema circulatorio, este proceso es conocido como
intravasacion. Las células tumorales también pueden pasar al sistema circulatorio indirectamente a
través del sistema linfatico. Las células necesitan sobrevivir en la circulaciéon sanguinea hasta que
puedan establecerse en un nuevo érgano o tejido, aqui las células tumorales pueden extravasarse
de la circulacion a los tejidos circundantes. Una vez en el nuevo sitio, las células deben iniciar y
mantener el crecimiento para formar micrometastasis pre angiogénicas, este crecimiento debera
mantenerse mediante el desarrollo de nuevos vasos sanguineos para formar un tumor

macroscopico (MacDonald y Chambers., 2002).

2. ANTECEDENTES.
2.1 UNIONES ESTRECHAS Y REGULACION HORMONAL

Estudios recientes han mostrado diversos efectos del estradiol en la regulacién de las uniones
estrechas y en la expresion de moléculas que conforman el complejo ocluyente, asi como el efecto
en la permeabilidad paracelular de células de endotelio vascular (HECV). Esta linea celular expresa
la isoforma del RE o pero no expresa la isoforma f. Estos resultados mostraron efectos bifasicos
en la permeabilidad paracelular y cambios en la expresion de diferentes proteinas componentes del
complejo ocluyente. El estradiol induce efectos bifasicos sobre las uniones estrechas de manera
dependiente de la concentracién y del tiempo, a una concentracion de 1nM y 100nM, se observa
una clara disminucién de los niveles de expresion de ocludina y un incremento de la permeabilidad
paracelular de las células HECV, pero a una concentracion 1X10-12M este efecto es revertido,
disminuye la permeabilidad paracelular e incrementan los niveles de expresion de ocludina (Lin;
2003).
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El estradiol puede inducir una amplia gama de efectos dependiendo del tipo celular y del tejido. Este
puede actuar a través de dos posibles mecanismos, el primero es la tradicional via gendmica, por la
cual el estradiol actia como un ligando que se une a su respectivo receptor y funciona como un
factor de trascripcion que regula la expresion de algunos genes. El efecto de esta via usualmente
toma horas o dias para ser efectiva. El segundo mecanismo, la via no genémica, ocurre
rapidamente y a través de una serie de pasos envueltos en procesos de sefalizacion: i) activacion
del receptor de estrogenos, i) fosforilacion en residuo de tirosina por una tirosina cinasa en
ocludina y ZO-1 que resulta en la disociacion del citoesqueleto y redistribucion del complejo de
proteinas (Radhakrishna y Akshas., 2002).

2.2 UNIONES ESTRECHAS EN REGULACION TRANSCRIPCIONAL.

Las TJ juegan un papel un papel fundamental en la organizacién de diversos procesos como la
morfogénesis, la polaridad de la célula, la proliferacion y la diferenciacion, para lo cual se requieren
la coordinacion de las sefiales que se generan desde la membrana plasmatica. Diversas evidencias
sugieren que las TJ son una plataforma para el inicio de la sefializacién intracelular coordinada
(Gonzalez-Mariscal et al., 2003); sin embargo, no se sabe con precisién como es que la activacion
de las vias de sefalizacion por las TJ puede influir en la morfogénesis en algunos procesos

Cancerosos.

Algunos factores de transcripcion son reguladores multifuncionales de la expresion génica y se les
ha propuesto como promotores de proliferacion, tal es el caso del factor de transcripcién ZO-1-
proteina asociada con &cidos nucleicos (ZONAB), el cual ha mostrado la capacidad de modular la
densidad celular de la linea MDCK (células de rifién de perro). Uno de los mecanismos propuestos
es la unién de ZONAB con el inhibidor de la ciclina dependiente de cinasa-4 (CDK4), lo cual genera
el secuestro de CDK4 en el citoplasma y la consecuente reduccion de la misma en el nucleo, la
regulacion de la localizacion de CDK4 es una de las vias por las cuales ZO-1'y ZONAB regulan la
transicion entre la fase G1/S del ciclo celular. Se han mostrado evidencias de que el complejo ZO-
1/ZONAB regula la progresion del ciclo celular, especialmente en la transicion G1/S en células
epiteliales por dos mecanismos: regulacién transcripcional del ciclo celular y por factores de

replicacion del ADN. Algunos experimentos sugieren que la sobreexpresion de ZONAB induce la
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regulacion positiva de varios componentes que participan en la replicacién (RFC 40 y los factores
que permiten la replicacion) o en la remodelacion de la cromatina (histona H4 y grupo de proteinas
de alto peso molecular HMG-I). El antigeno nuclear de proliferacion (PCNA) es un factor esencial de
replicacion en eucariontes, que es de suma importancia para llevar a cabo los procesos de
reparacion del ADN. Ademas, su promotor puede ser transcripcionalmente regulado por diferentes
oncoproteinas y factores de transcripcion, tal como la oncoproteina del adenovirus E1A, adenosina
ciclica monofosfato (AMPc), el factor de transcripcion RFX1, las proteinas supresoras de tumores
p107, p53 y EoF. ZONAB se une al promotor de PCNA en una region identificada entre los sitios de
union de p53, EoF y ATF con lo que ZONAB unido al promotor puede regular de manera positiva o

negativa la expresion de PCNA (Sourisseau y Balda., 2006).

La ciclina D1 activa a CDK4 y CDK®, y por lo tanto promueve la transicién de la fase G1/S y
ZONAB también se une a CDK4, lo que sugiere que la translocaciéon nuclear del complejo
ZONABJ/CDK4 resulta en la regulacion positiva de la expresion de ciclina D1 y por tanto, una mayor
estimulacion de la cinasa. Adicionalmente a esto, actualmente se ha identificado un nuevo sitio
regulatorio (Y-box) en el promotor del gen que codifica para la ciclina D1 en el cual la interaccion de
ZONAB conlleva a la regulacion transcripcional de dicho gen. La expresién inducida por ZONAB
sugiere que las TJ pueden generar un entrecruzamiento de sefiales (“cross talk”) con la matriz
extracelular y las vias de adhesién célula a célula para regular la proliferacion de la célula
(Sourisseau y Balda., 2006).

Otro ejemplo de la forma en que actuan ZONAB'y ZO-1 para regular la expresion del proto oncogén
HER-2, establece que la proteina ZO-1, al no contar con dominios de unién la ADN, tiene la
capacidad de interaccionar con la proteina ZONAB, la cual se une directamente al ADN por medio
de motivos de zinc presentes en esta proteina. Esta union conlleva a la inducciéon de la
transcripcién del gen HER-2, el cual estd relacionado con actividades de proliferacion vy
diferenciacion (Balda y Matter; 2000). HER-2 tiene un papel determinante en algunos tipos de
cancer en cuanto a la expresion o activacion particular de algunos factores de crecimiento y de
proliferacién celular, ademas de que su expresion esta alterada en algunos tipos de tumores
epidérmicos. Estudios clinicos han demostrado su importancia en la progresion del tumor activando
diferentes vias de sefalizacion que inducen la expresion de ciertas proteinas reguladoras de

proliferacion celular. Este receptor ha sido intensamente estudiando por su importancia en el cancer
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y como blanco terapéutico. Algunos inhibidores de receptor HER-2 han sido probados generando

buenos resultados, pero con ciertas limitantes (Hynes y Lane., 2005).

2.3 TRANSDUCCION DE SENALES Y MOLECULAS DEL COMPLEJO OCLUYENTE

Los componentes de las TJ interacttan con diferentes moléculas de transduccion de sefiales como
las proteinas G (Bazzoni y Dejana 2004; Gonzalez-Mariscal et al. 2008), y en general con moléculas
que regulan el crecimiento celular y la supervivencia. La proteina ZO-1, junto con sus proteinas
homdlogas Z0-2 y Z0-3, son miembros de las cinasa homologas al guanilato asociado a la
membrana (MAGUK)(Bazzoni y Dejana 2004; Katsuno et al., 2008), las cuales presentan un
dominio de unién a Zona Occludens (PDZ) en el C terminal y la regién 3 de homologia a src (SH3).
Los dominios PDZ son conocidos para mediar el anclaje de proteinas transmembranales con

actinas corticales del citoesqueleto (Balda y Anderson 1993).

Z0-1 se localiza en el nucleo de células en migracién en ausencia de TJ o cuando las TJ no estan
completamente desarrolladas (Gottardi et al., 1996). Del mismo modo, ZO-2 es capaz de trasladarse
desde el citoplasma al nucleo, donde puede influir en la transcripcidn genética y el comportamiento

de la célula (Traweger et al., 2008).

En otros sistemas, la pérdida de la funcion por mutacion de las proteinas MAGUK en Drosophila
conlleva a un fenotipo de crecimiento excesivo, lo que sugiere que estas proteinas participan en la
sefalizacion de las uniones célula a célula para regular la inhibicidén de crecimiento por contacto
(Woods y Bryant, 1991).

La localizaciéon de ZO-1 en las TJ se encuentra alterada en células tumorales, y la expresion en
mutantes que carecen de esta proteina en células epiteliales, genera la transicion epitelio
mesénquima. Recientemente, se ha demostrado que cuando las células estan en confluencia,
ZONAB interactuan directamente con un miembro de la familia Ras, RalA, lo cual conlleva la des-
represion de promotores de genes blanco que normalmente eran reprimidos por ZONAB en células
no confluentes (Frankel et al., 2005). La interaccion de ZONAB con ZO-1 también ha sido propuesta
para eliminar la represion transcripcional por minimizar la localizacion nuclear de ZONAB.
Curiosamente, la proteina oncogénica Ras revierte la represion transcripcional de ZONAB (Frankel
et al. 2005) a través del entrecruzamiento multilateral de las proteinas de las TJ con otras vias de

sefalizacion.
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Diversas proteinas de las TJ estan relacionadas con la organizacién de la transduccion de sefiales.
Por ejemplo, el mecanismo en el cual la interaccién de la proteina ZO-1 de las TJ con el factor de
transcripcién ZO-1 proteina asociada con &cidos nucleicos (ZONAB) regula la expresion del proto
oncogén HER-2. El mecanismo establece que la proteina ZO-1 al no contar con dominios de union
la ADN tiene la capacidad de interaccionar con la proteina ZONAB, la cual se une directamente al
ADN por medio de motivos de zinc presentes en esta proteina, lo cual conlleva a la induccion de la
transcripcion del gen HER-2 (Itoh y Bissell; 2003).

3. JUSTIFICACION.

El papel del estradiol en la regulaciéon de la progresion del cancer de mama ha sido estudiado
ampliamente; sin embargo, no se ha demostrado su participacion en la regulacion de la expresion y
la localizacion de los componentes de las uniones estrechas. Estos hallazgos, en conjunto, nos
llevaron a plantear el presente trabajo de investigacion que busca entender los mecanismos
mediante los cuales el estradiol promueve la motilidad y la subsecuente metastasis de las células de
cancer de mama. Los resultados permitiran entender los procesos moleculares y con base en ellos
se podran plantear nuevos blancos terapéuticos para contrarrestar esta enfermedad en etapas
tempranas, cuando las células cancerosas pierden las interacciones célula a célula. Por lo que
entender la participacion del estradiol en la transicidon epitelio-mesénquima de las células de
carcinoma mamario humano permitird utilizar mejor las terapias antineoplésicas existentes y disefiar

otras con mayor especificidad.
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4. OBJETIVO GENERAL

+  Determinar el efecto del Estradiol sobre los cambios en la expresidn y localizacion de las
proteinas asociadas a TJ, activacion e interaccion de c-Src/Z0-1, asi como cambios en la

migracion en la linea celular MCF-7 de cancer de mama humano.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

+ Analizar el efecto del estradiol en la expresion de las proteinas del complejo ocluyente (ZO-
1, ZONAB y ocludina) a diferentes tiempos y concentraciones, en las células de carcinoma

mamario humano MCF-7.

« Determinar el efecto del estradiol en la localizacién de las proteinas ZO-1 y ZONAB a
diferentes tiempos y concentraciones, en las células de carcinoma mamario humano MCF-
7.

+ Analizar el efecto del estradiol en la activacion de c-Src y asociarla con cambios en la
localizacion de ZO-1y ZONAB en células MCF-7.

« Analizar el efecto del estradiol sobre la activacién de c-Src (Tyr46) en células MCF-7.

* Analizar el efecto del estradiol sobre la activacion de c-Src-Tyr418, la formacién del
complejo ZO-1/p-Src Tyr#18 y la migracién en cultivos de células MCF-7 de cancer mama
humano.

« Analizar el efecto del estradiol sobre los cambios en la migracion de células MCF-7.

5. HIPOTESIS
+ Si el estradiol induce cambios en la expresion y localizaciéon de ZO-1 y ZONAB, mediados

por la activacion de c-Src y la consecuente formacion del complejo Src-Tyr416/Z0-1,

entonces la migracion de las células de cancer de mama humano MCF-7 se incrementaran.
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6. MATERIALES Y METODOS.

6.1 Reactivos. Las células de carcinoma mamario humano MCF7 (positivas a los receptores ERaq,
ERB y HER-2) se obtuvieron de la compafia American Type Culture Collection (ATCC, Manassas,
VA). Medio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) se adquiri6 de Life Technologies,
(Gaithersburg, MD). El suero de feto bovino (SFB) se adquirié de Gibco BRL, (Gaithersburg, MD). El
kit de extraccion de RNA RNeasy ® fue adquirido de QIAGEN (GE LifeSciences). Los reactivos de
la transcripcion reversa y reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR) se adquirieron de
Promega, (Madison, WI). El reactivo de Bradford se adquiri6 de BioRad, (Hercules CA). El
antibidtico antimicético y se adquirié de Life Technologies, (Gaithersburg, MD). 17beta-estradiol y
cytosine B-D-arabinofuranoside hydrochloride (inhibidor selectivo de la sintesis de ADN que no
inhibe la de RNA) fueron comprados en Sigma-Aldrich (Saint-Louis, MO). Las fuentes de otros
reactivos estdn enumerados a continuacién son de la mas alta pureza. Los anticuerpos fueron

adquiridos de Santa Cruz de Biotecnologia (Santa Cruz, CA) y CellSignal Tecnology (Beverly, MA).

6.2 Cultivo de células. Las células MCF-7 se cultivaron en DMEM que contenia SFB al 10 %hasta
generar una monocapa. 24 horas antes de los tratamientos las células se incubaron con DMEM, sin
rojo fenol, con SFB al 2.5% tratado con carbdn-dextran (SBFC), L-glutamina (2 mM), aminoacidos
no esenciales (100 mM), piruvato de sodio (100 mM), penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100
mg/mL) y antimicético anfotericina B (250 ng/ml). Las células se incubaron en una atmésfera de 5%

de CO2 a 37° C. En todos los experimentos las células se cultivaron en alta confluencia.

6.3 Tratamientos - Las células se incubaron con los siguientes tratamientos: E2 1 nM, se utilizd
etanol como vehiculo, la cicloheximida (CHX) se utilizd a una concentraciéon de 12.5 pg/mL; el
antagonista ICI del RE fue utilizado a una concentracion de 100 nM. Las incubaciones se realizaron
en diferentes periodos de tiempo: 0, 15, 30, 60 minutos y 3, 6, 9 y 24 horas.

6.4 Analisis de expresion por RT- PCR. Para analizar la expresion de ZO-1, ZONAB, ocludina y
HER-2, se sembraron (6 x 108 células por caja de cultivo) (Corning) hasta alcanzar alta confluencia,
para después ser incubadas con E2 en las concentraciones y periodos de tiempo descritos
anteriormente. La extraccion de ARNm se realizd de acuerdo con el protocolo del fabricante
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(QUIAGEN). La transcripcion reversa se realizé con el fin de obtener el ADNc para ocludina, ZO-1,
ZONAB y HER-2. Los cebadores fueron disefiados mediante el software (Primer Quest) para ZO-1
(NM_175610.2)  sentdo 5  ATGGTGCGCTGAAAGAAGCA 3,  antisentdo 5
AATTGGTTGTGGCTGCGCTT 3, ZONAB (NM_003651.3) sentido 5
TGCAGAAGCTGCCAATGTGA 3' antisentido 5 ATGAACCGGTCCCTGAAGTT 3', Ocludina
(NM_002538.2) sentido 5TTTCATTGCCGCGTTGGTGA 3 antisentido 5
TACAATGGCAATGGCCTCCT 3’y HER-2 (NM_001005862.1) sentido 5' GTG GGG CGC CCC A
GG CAC CA 3' antisentido 5' CTT AAT GTC ACG CAC GAT TTC 3",

6.5 Ensayo de Western blot. Las células tratadas se resuspendieron en buffer de lisis (50 mM Tris-
HCI, pH 8,0, 120 mM NaCl, 0,5% NP-40, 100 mM NaF, 0,2 mM NaVO3, 1 ug / ml de aprotinina,
fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM, 1 g / ml de leupeptina). Los homogeneizados celulares se
incubaron a 4 ° C durante 5 a 10 min y se centrifugaron a 22.000 xg, 4 ° C, durante 20 min. La
concentracion de proteina en el sobrenadante se determind usando el reactivo comercial de
Bradford (27). Los lisados celulares se separaron en geles al 10% de SDS-PAGE vy se transfirieron a
una membrana de Polifluoruro de vinilideno (PVDF) (Invitrogen) y se probaron con anticuerpos anti-
Z0-1, anti-ZONAB, anti-Ocluddin, anti-p-HER (Tyr 877), anti -pc-Src (Tyr 216), anti-c-Src (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) o anti-HER-2 (Cell Signaling, Beverly, MA). Las membranas se
lavaron tres veces con TBS-Tween y se incubaron durante 1 h con un anticuerpo secundario
conjugado con peroxidasa de rabano anti-raton y anti-cabra IgG (Pierce, Rockford, IL, EE.UU.).
Después de tres lavados consecutivos, las membranas fueron reveladas utilizando un reactivo

comercial quimioluminicente (Supersignal; Pierce).

6.6 Localizacion subcelular de ZO-1 y ZONAB. Las células MCF-7 fueron tratadas con E2 1 nM
(durante 15, 30 y 60 minutos). Después del tratamiento, se aislaron las proteinas nucleares y
citoplasmaticas con los buffers de extraccion (Thermo Scientific Pierce, Rockford IL), que contienen
1% del inhibidor de proteasa (Pierce), fluoruro de sodio a una concentracion de 100 mM, fluoruro de
fenilmetilsulfonilo a 1 mM (PMSF), y 50 mM ortovanadato de sodio de acuerdo con los protocolos
del fabricante. Se cuantifico la concentracion de proteina de los extractos por el método de Bradford
y 25 ug de proteina nuclear y citoplasmatica se separaron en geles de poliacrilamida-SDS al 10 %
(Invitrogen, Grand Island, NY), se transfiri6 a membranas de PVDF (Invitrogen), y se probaron con
anticuerpos anti-ZO-1 y anti-ZONAB, se utilizé anti-actina en las fracciones citoplasmaticas y anti-

histona H1 en las fracciones nucleares por su expresion constitutiva. Las membranas se incubaron
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con anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rabano anti-raton, anti-conejo o anti-
cabra en funcion del origen del anticuerpo primario. Las bandas inmunorreactivas se identificaron
con los reactivos de deteccion ECL-Plus Western Blot (GE Healthcare). La igualdad de carga fue
demostrada al incubar las mismas membranas con anticuerpos anti-actina, como control de

normalizacién (NeoMarker, Fremont CA).

6.7 Ensayo de Inmunofluorescencia. Después de los tratamientos las células fueron fijadas con
paraformaldehido al 4%, y permeabilizadas con 0.01% de Triton X-100 durante 30 minutos,
posteriormente se incubaron durante 1 hora con los anticuerpos anti-ZO-1, anti-ZONAB, anti-CRB-3,
anti N-cadherina y anti-p-Src (1: 500), seguido por otra incubacién de 1 hora con el anticuerpo
secundario (FITC-anti-conejo, dilucion 1:200), (Rodamina-anti-cabra dilucién 1:200), (Rojo Texas-
anti-ratén dilucion 1:150 ) para tefiir el ADN y marcar el nucleo se utilizé DAPI (10 ng / ml) o yoduro
de propidio (10ng/mL). Las células se montaron con medio de montaje para fluorescencia (Dako
Cytomation, Glostrup, Dinamarca). Las iméagenes se obtuvieron con un microscopio confocal (LSM-
780, Carl Zeiss).

6.8 Inmunoprecipitacion y Western Blot. Las células MCF-7 se cultivaron en monocapas una vez
tratadas se cosecharon con gendarme y resuspendidas en buffer de lisis (100 mM de NaCl, 2 mM
de EDTA, 10 mM de HEPES, pH 7,5, 1 mM de NaVO4, 25 mM de NaF, 1 mM de fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF), 1% de Triton X- 100, desoxicolato sédico al 0,5%, 0,1% SDS e inhibidor
de proteasas (Roche, Indianapolis, IN)), se triturd y se centrifugd. La inmunprecipitacion de ZO-1y
p-Src se realizaron por incubacidn con perlas de proteina-A unida a Sefarosa durante toda la noche
a 4°C. Las perlas fueron centrifugadas y lavadas tres veces, después se eluyeron en buffer de
carga para geles de SDS-PAGE. Las muestras fueron transferidas en un Western Blot y reveladas

como se ha descrito con anterioridad.

6.9 Ensayo de permeabilidad con FITC-Dextran. Las células MCF-7 se crecieron hasta generar
una monocapa. Se prepard la solucion de FITC-Dextran (1:40) en Medio (DMEM al 5% de SBFC)
con los tratamientos E2-1nM y E21nM + ICI 100nM y se incubo durante 1 hora. Posteriormente las
células se fijaron con paraformaldehido al 4%, se tifié el ADN con DAPI como marcador nuclear, la
muestra se montd en portaobjetos. Las iméagenes se obtuvieron con un microscopio confocal (LSM-
780, Carl Zeiss)
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6.1.0 Ensayo de cierre de la herida. Las células MCF-7 de cancer de mama se incubaron hasta
generar una monocapa, se utilizé una punta de 10 uL para generar una herida en la monocapa,
después las células se lavaron con medio para retirar las células desprendidas y posteriormente los
cultivos se trataron con E2-1nM. Se utilizd un microscopio de contraste de fase para obtener las

imagenes en el inicio del ensayo asi como a las 24 y 48 horas.

6.1.1 Analisis estadistico-Todos los ensayos se realizaron por triplicado en al menos tres
experimentos independientes, se presentan como medias + DE. La estadistica se realizd en
GraphPad Prism (San Diego, CA). Se realizd un analisis de la varianza (ANOVA). Las
comparaciones entre grupos se realizaron mediante la prueba de comparaciones multiples de

Tukey-Kramer. Las diferencias se consideraron significativas cuando p <0.05.
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7. RESULTADOS

7.1 El estradiol induce la fosforilacion de Src en la Tyr-416. En recientes trabajos se ha
propuesto que c-Src es uno de los principales inductores de la TEM, por lo cual el primer paso fue
demostrar que el E2 puede incrementar significativamente (60%; p<0.05) la fosforilacion de Src en la
Tirosina 416 (4'6Tyr) a los 15 minutos de incubacion, efecto que disminuye a los 30 y 60 minutos de
incubacion. Con el fin de determinar si el efecto sobre la activacion de p-Src estaba mediado por el
REa, las células MCF-7 se incubaron con un antagonista de este receptor (ICI), con lo cual la

fosforilacion de Tyr-416-Src se revirtio desde los 15 hasta los 60 minutos (Fig. 1A).

7.2 Interaccion de p-Src con Z0O-1. Para demostrar la interaccion de p-Src con ZO-1 después del
tratamiento de las células MCF-7 con Ez, se inmunoprecipité la proteina p-Src y posteriormente se
incubo con anticuerpos anti-Z0O-1 mediante hibridacion tipo Western blot. La Figura 1B muestra que
p-Src inmunoprecipita con ZO-1 cuando las células se tratan con E.. Por otra parte, cuando las
células fueron tratadas con el antagonista de RE (E2+ICl) la inmunoprecipitacion se vio atenuada.
En los controles sin tratamiento (NT) no se observd la banda que se forma con la co-
inmunoprecipitacion de p-Src con ZO-1. Estos resultados sugieren que, una vez activado p-Src
(416Tyr), se genera el complejo p-Src/ZO-1 y esto favorece la fosforilacion de ZO-1, lo que podria

ocasionar, al menos parcialmente, la disrupcién de las TJ.

7.3 p-Src colocaliza con Z0O-1. Con el objetivo de sustentar los resultados anteriores, las proteinas
Z0-1'y p-Src fueron colocalizadas mediante microscopia confocal en las células MCF-7 tratadas con
E2. Los paneles de la Figura 1C, muestran la tincion del ADN con DAPI como marcador nuclear
(azul), ZO-1 asociado a FIT-C (verde), p-Src-416Tyr asociado a Rodamina (rojo). Para determinar si
las proteinas colocalizan se genero la superposicion de las imagenes (“merge” amarillo) en donde
se observa que la distribuciéon de ZO-1 y p-Src se presenta en la periferia de la membrana, pero
mostrando un claro efecto de deslocalizacién en un tono amarillo mas intenso en la regién
citoplasmatica, lo cual demuestra el inicio de la perdida de las uniones. Esto sugiere que el E:
genera cambios en la localizacion de ZO-1y la formacién del complejo p-Src/Z0-1 en la membrana
plasmatica, probablemente inducido por la activacion de p-Src.
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Figura 1. — El estradiol induce la fosforilacién de Src-4'6Tyr y la formacién del complejo p-Src/Z0O-1
en las células MCF7. El E estimula de manera significativa la fosforilacion de Src-Tyr-416 (barras
blancas), el tratamiento con ICI, antagonista del receptor de estrogenos, (barras negras) revierte de
manera significativa el efecto del E2 (Panel A). Una vez activada la cinasa p-Src interactua con ZO-1
formando un complejo p-Src/Z0-1 como lo demuestra el panel B la cual muestra la
coinmunoprecipitacion de ambas proteinas a partir de los 5 hasta los 15 minutos de incubacion con
E> en la imagen también se muestra ZO-1 'y p-Src con vehiculo (Vh) como testigo. Para corroborar
la formacion del complejo p-Src/ZO-1 se determind la colocalizaciéon de ambas proteinas mediante
estudios de Inmunofluorescencia (Panel C) mostrando la colocalizacién de p-Src/ZO-1 a los 15
minutos de incubacién. Las micrografias muestran el marcaje del nicleo con DAPI (Azul), ZO-1
acoplado a FITC (Verde), p-Src acoplado con Rojo Texas (Rojo) y la superposicion de imagenes
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(MERGE) en amarillo. * p <0.05 comparado con E + ICI, ** p<0.01 comparado con el efecto a 60
minutos

7.2 Las proteinas ZO-1 y ZONAB se translocan al niicleo por efecto del E2. Para demostrar que
el tratamiento con E2 genera la deslocalizacion ZO-1 y ZONAB de la periferia de la membrana e
induce su relocalizacion al nucleo, se realizo la extraccion diferencial de las fracciones nuclear y
citoplasmatica de las células MCF-7, en ausencia o presencia del Ez, en donde se observo un
aumento significativo (47%; p <0.05) en la localizacion nuclear de ZO-1 después de 15 minutos (Fig.
2A ) con un efecto maximo a los 60 minutos (87%; p <0.05). Por otra parte su localizacion
citoplasmatica disminuyd a partir de los 15 minutos, teniendo efecto maximo a los 60 minutos (23%).
La proteina ZONAB también cambié su localizacién de la periferia de la membrana hacia al nucleo
(Fig. 2B) desde los 15 minutos (95%; p <0.05) con efectos maximos a los 30 minutos de (105%; p
<0.05) y disminuyendo a los 60 minutos (61%), en contraparte en la fraccidn citoplasmatica
disminuyé de manera significativa a partir de los 30 minutos teniendo el maximo efecto (45%; p

<0.05) a los 60 minutos.

7.2.1 Las proteinas ZO-1 y ZONAB se localizan en el nucleo. Con el objeto de corroborar los
datos de translocacion nuclear obtenidos por la técnica de Western blot, se procedio a analizar su
localizacion mediante microscopia confocal. La figura 2C muestra una serie de micrografias en
donde se observa el marcaje nuclear con DAPI (azul), ZO-1 asociado a FITC (verde), ZONAB
asociado a rodamina (rojo) y la colocalizacion analizada mediante superposicion de las tres
imégenes con el MERGE (blanco). En la imagen muestra la localizacion de dichas proteinas cuando
éstas son tratadas con Vehiculo (EtOH), E> (1nM) y E> + ICI (100nM). La imagen muestra
claramente la pérdida en la localizaciéon de las proteinas ZO-1 y ZONAB de la periferia de la
membrana y su localizacion principalmente nuclear después del tratamiento con E». En contraparte,
cuando son tratadas con E» +ICl la induccién de la translocacion se revierte. Cuando las células se
incuban con vehiculo (Vh) no se observan cambios en la distribucion celular de las proteinas ZO-1'y
ZONAB.

7.2.2 El estradiol induce la translocaciéon nuclear de ZO-1 cuando las células MCF7 se
cultivan en baja confluencia. Evidencias recientes sugieren que la localizacién de ZO-1 depende

de la densidad celular (Yanfang Guan, 2011), por lo cual se realizaron estudios para determinar que
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la translocacion de la proteina ZO-1 es inducida por Ez, en cultivos de células MCF7, tanto en alta
como en baja confluencia (Fig. 2D). Los paneles de la figura 2E muestran el marcaje del ADN con
ioduro de propidio (PIl) (rojo) como marcador nuclear, ZO-1 asociado a FITC (verde) y la
superposicion de las imagenes (“merge”, amarillo). En las imagenes en superposicién se observa la
presencia de ZO-1 nuclear cuando las células son tratadas con E; a baja confluencia, en contraste
con el testigo, en donde se observa claramente la localizacion citoplasmatica de ZO-1 con nula
presencia nuclear. Cuando se incuban las células con Ex+ICl, se revierte el efecto inducido por el
Es.

7.2.3 Andlisis de la localizacion de ZO-1 y ZONAB en el nucleo mediante reconstruccion
tridimensional “Z-stack”. Con la finalidad de corroborar la colocalizacion nuclear de ZO-1 y
ZONAB se gener6 la reconstruccion tridimensional (Z-stak) mediante el software del microscopio
confocal (LSM-780, Carl Zeiss). En el video 1 (material suplementario 1) se muestra la
reconstruccion tridimensional de la localizacion de ZO-1 (verde), ZONAB (rojo) y el marcaje nuclear
con DAPI (azul), donde se corrobora la presencia de ambas proteinas dentro del nucleo en células
MCF-7 tratadas con E. En el video 2 (material suplementario 2) se observa que la incubacion con

etanol (vehiculo) no induce la translocacion de ZO-1y ZONAB al nucleo.

7.2.4 La permeabilidad paracelular es incrementada por E2. Una de las consecuencias de la
deslocalizaciéon de las proteinas componentes del complejo ocluyente es la perdida de las
interacciones células-célula y el incremento en la permeabilidad paracelular. Con el objeto de
determinar el efecto del E; sobre la permeabilidad de las células MCF-7 se obtuvieron las imagenes
de microscopia confocal marcando el nucleo con DAPI (azul) y la solucidon FITC-Dextran (verde) en
ausencia o presencia del E2 y en combinacion con ICI. La figura 2E sugiere que el Ez incrementa la
permeabilidad del reactivo FITC-Dextran en comparacion con el testigo, mientras que el tratamiento

con ICl revierte el efecto del Es.
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Figura 2. El E2 induce la translocacion nuclear de ZO-1 y ZONAB. La figura muestra el cambio en la
localizacion nuclear (barras negras) y citoplasmatica (barras blancas) de las proteinas ZO-1 (Panel
A) y ZONAB (Panel B). Las concentraciones de proteina se normalizaron con respecto a la proteina
actina en las fracciones citoplasmaticas e histona H1 en las fracciones nucleares. Las barras
| representan tres experimentos separados, SD. * P <0,05 con respecto al vehiculo (etanol). La
localizacion de ZO-1 y ZONAB se analizd6 mediante la técnica de inmunofluorescencia donde el
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nucleo se tifd con DAPI (azul), ZO-1 (verde) y ZONAB (rojo) (Panel C). Las células MCF-7 fueron
cultivadas en alta confluencia (Panel C) y baja confluencia (Panel D). Se genero la reconstruccion
en 3D con cortes en el plano z (Z-stack), mediante el software del microscopio confocal (LSM-780,
Carl Zeiss). La incubacion de las células MCF7 con FITC-Dextran en presencia del E2 incrementd la
permeabilidad en una monocapa de células (Panel E), efecto revertido con el antiestrogeno ICI.

7.3 Ez incrementa la expresion de HER-2 via Z0O-1 y ZONAB. Debido a los antecedentes de
Balda y colaboradores; 2000, en donde demuestran que ZO-1 y ZONAB tienen la capacidad de
regular la expresion de HER-2, decidimos evaluar si la pérdida de la union de ZO-1y ZONAB en las
uniones estrechas y su translocacién nuclear, inducida por E», tiene efecto sobre la sintesis del
mRNA que codifica para HER-2. La figura 3A muestra que la incubacién de las células MCF7 con E:
incrementa de manera significativa (65%) la expresion del RNAm de HER-2 en un periodo corto (3
horas), disminuyendo posteriormente (6 horas); sin embargo, quedaba la duda que el E2 pudiera
inducir la sintesis del mMRNA de HER-2 induciendo la sintesis de novo de factores de transcripcion
incluyendo ZO-1 y ZONAB. Por tal motivo, se determinaron los cambios en la expresién de HER-2
en células MCF-7 en ausencia y presencia de cicloheximida (CHX), un inhibidor de la sintesis de
proteinas, con lo que el efecto seria de las proteinas ZO-1 y ZONAB pre-sintetizadas y
desensambladas de la membrana. La incubacién con E» + CHX presenta resultados similares en la
expresion de HER-2 con respecto al tratamiento con E2, pero solamente en periodos cortos de
incubacion (Fig. 3B), ya que la expresién de HER-2 incrementa de manera significativa (250%;

p<0.05) la expresion de HER-2 a las 24 horas.
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Figura 3. La translocacion de ZO-1 y ZONAB se asocia con la sintesis del mMRNA de HER-2 inducido
por E». La figura muestra que E2 1nM increment6 de manera significativa la expresion del mRNA de
HER-2 a las 3 horas de incubacion (Panel A). El incremento en la expresién de HER-2 en periodos
cortos de tiempo no depende de la sintesis de novo de proteinas debido a que en presencia de
cicloheximida (CHX) no hay diferencias significativas (Panel B). La expresion de HER-2 disminuye a
las 6 horas, efecto que tampoco depende de la sintesis de novo de proteinas. A las 24 horas de
incubacion el uso de la combinacién E2 + CHX incrementd significativamente la expresion de HER-
2. Tiempo cero (barras grises). Las gréaficas representan el promedio de los resultados de tres
experimentos independientes + DE. * p <0,05 con respecto al vehiculo
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7.4 El E; induce disminucion en la expresion del marcador epitelial CRB3. Como parte del
proceso de TEM, la perdida de los marcadores epiteliales fue uno de los fenémenos a analizar.
Contrario a lo observado, en células MCF-7 se observo que el E; incrementé de manera significativa
(99%) la expresién de CRB3 a las 24 horas de incubacion (Fig. 4A) y posteriormente disminuyd
gradualmente hasta las 96 horas, en donde se observé el efecto maximo de inhibicion (59%) con
respecto al vehiculo. Con el objeto de corroborar la pérdida del marcador epitelial y el incremento en
el mesenquimal, se analizé la expresion de N-cadherina, la cual aumenta gradualmente hasta las 72
horas de incubacion (Figura 4B). Estos resultados se corroboraron mediante microscopia confocal y
en la figura 4C se muestra que en el estado inicial (TO) CRB3 esta distribuido en la periferia de la
membrana, mientras que la presencia de N-cadherina es muy baja, con distribucion irregular.
Cuando las células MCF-7 fueron con E2 durante 96 horas, la expresion de CRB-3 disminuyo
drasticamente en la membrana plasmatica, mientras que la expresion de N-cadherina se incrementd

y su localizacion fue mas definida.
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Figura 4. El E> induce disminuye el marcador epitelial (CRB3) e incrementa el marcador
mesenquimal (N-cadherina). Las graficas muestran el cambio (porcentaje) de expresion de la
proteina CRB3 (Panel A) y de N-cadherina (Panel B). Las concentraciones de proteinas se
normalizaron con respecto a la proteina actina. Las barras representan tres experimentos
independientes, y se graficd el promedio + DE. * p <0,05 con respecto al vehiculo (etanol). Estos
resultados fueron corroborados mediante inmunolocalizaciones por microscopia confocal (Panel C)
donde se observa el marcaje nuclear con DAPI (azul), CRB-3 asociado a rodamina (rojo), N-
cadherina asociado a FITC (verde) y la superposicion de imagenes “merge”.

7.5 El E2 incrementa la expresion de ZO-1. Con el fin de determinar si E2 inducia cambios en la
expresion de ZO-1 y ZONAB analizamos su efecto sobre el mRNA vy la proteina. La figura 5A
muestra que el E> duplica la sintesis del mRNA que codifica para ZO-1 a los 15 minutos de
incubacion, mientras que en la expresién de la proteina no se afectd (Fig. 5B), en periodos de 3 a
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24 horas el mRNA de ZO-1 se incrementar (200%) a partir de las 6 horas y en esta ocasion la

proteina también aumento (180%) hasta las 24 horas.

7.5.1 El E2 incrementa la expresion de ZONAB. Al igual que ZO-1, el E2 también incrementa la
expresion de ZONAB tanto en el mMRNA como en proteina. En la figura 5C se observa que el E>
estimuld la sintesis del mRNA que codifica para ZONAB en 90%, a los 30 minutos de incubacion,
por otra parte la concentracién de la proteina no se modifico. En periodos mayores (3-24 horas) el
mRNA de ZONAB se increment6 (180%) a partir de las 6 horas y también la proteina, teniendo el

méximo aumento (60%) a las 9 horas de incubacion con E> (Fig. 5D).

7.5.2 El E2 disminuye la expresion de ocludina. Con el objetivo de determinar si el E2 genera
cambios en la expresion de ocludina, como un efecto de la pérdida del ensamblaje del complejo
ocluyente y como marcador de la perdida de las uniones intercelulares, analizamos la sintesis de su
mRNA 'y proteina. En la figura 5E se observa que la incubacion de las células MCF7 con Ezpor 15 a
60 minutos no generd cambios ni en el MRNA ni en la proteina, mientras que la incubacion con 1
nM de E» por 24 horas ocasiond que la expresion de ocludina disminuya significativamente tanto en

el mRNA (50%) como en la proteina (80%) con respecto al testigo (Fig. 5F).
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Figura 5. El E2 regula la expresion de ZO-1, ZONAB y Ocudina. En las graficas se muestran el
efecto de E» sobre sintesis del ARNm y la proteina de ZO-1 (Paneles A 'y B), ZONAB (Paneles C y
D) y ocludina (Paneles E y F), en periodos cortos (15 a 60 minutos) o largos (3 a 24 horas) de
incubacion con 1 nM de E,. La abundancia relativa del ARNm y de la proteina se normalizd con
respecto al ARNm de fB-actina y a la proteina actina. Las columnas, representan los promedios de
tres experimentos por separados +DE. * p <0.05 comparado con el vehiculo.

7.6 El E2 incrementa la migracion de las células MCF-7. La deslocalizacién de las proteinas del
complejo ocluyente, la perdida de las uniones célula-célula y el incremento en la permeabilidad
facilitan la migracion de las células cancerosas, lo cual se observé mediante un ensayo de “cerrado
de la herida” (término en idioma inglés wound hesaling assay) (Fig. 6A). El tratamiento con 1 nM de
E> durante 48 horas indujo un efecto estadisticamente significativo en donde la herida se observa
completamente cerrada por la migracion de las células, comparado con el vehiculo en el mismo
periodo, mientras que con el uso de un inhibidor de la proliferacién (cytosina B-D-arabinofuranosido
hidrocloridrico), los resultados son semejantes a los observados con E> (Fig. 6B). El efecto del Ez es
revertido con el uso del ICI. Con el objeto de demostrar que el E; estimula la motilidad de las células
MCF-7 también se analizé la dinamica del citoesqueleto. La figura 6C muestra las células MCF-7
formando los filopodios (amplificacion 3X) para llevar a cabo el proceso de migracién, donde el

marcaje del nucleo se realizé con DAPI (azul) y las unidades de F-actina con faloidina (verde).
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Figura 6. El E2 induce la migracion de las celulas MCF-7. La figura muestra el efecto de las
incubaciones con vehiculo (Vh), E2 y E2 + ICI en los tiempos cero (T0), 12, 24 y 48 horas de
incubacién en un ensayo de cierre de la herida (“wound healing”) en donde se puede observar el
cambio de la forma y la migracion de las células MCF7 hasta cerrar casi por completo la herida
ocasionada por una punta sobre la monocapa de células sembradas (Panel A). La migracion celular
se asocia directamente con la motilidad celular y la dinamica del citoesqueleto por lo cual en el
Panel B se observa el marcaje nuclear con DAPI (azul) y la formacién de filopodios mediante el
marcaje de los filamentos de actina con faloidina (verde).
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8. DISCUSION
Los estrégenos son un factor que induce la TEM (Planas-Silva, 2007). Esta accion es

particularmente relevante en los tumores de cancer de mama que son positivos al receptor de
estrégenos (RE+) en los cuales este estimulo induce la invasion y la metastasis (Se-Hyung, 2008).
Por esta razdn, el entender las bases moleculares a través del cual los estrégenos conducen a las
céelulas cancerosas a invadir y migrar es uno de los principales blancos por sus implicaciones
biologicas y médicas. La pérdida de la adhesion célula-célula es uno de los factores que inducen la
TEM, la motilidad celular y en consecuencia la metéstasis del tumor. En la actualidad la regulacion
de este proceso por los estrégenos no es entendida en su totalidad, por lo que en este estudio se
revela que el E, el estrogeno natural mas potente, puede inducir cambios en la expresion y en la
localizacion de las proteinas ZO1 y ZONAB de las TJ, lo cual se asocia con el incremento en la
permeabilidad y la invasion de las células MCF-7. Este proceso es mediado por RE, que induce la
rapida fosforilacion de Src en la Tyr-416 y la posterior formacién del complejo p-Src/ZO-1 vy la
consecuente deslocalizacion y translocacion nuclear de ZO-1 y ZONAB en donde estos tienen la
capacidad de modular la expresion de HER-2 un gen blanco de sutil importancia en el proceso
canceroso. Por otra parte se observo que E2 disminuye la expresion de los marcadores epiteliales
CRB3 y ocludina e incrementa el marcador mesenquimal N-Cadherina lo cual sugiere la
estimulacion de la TEM y concuerda con el incremento en la permeabilidad, y en la migracion en el

proceso de metastasis del cancer.

En este trabajo demostramos una nueva via de sefalizacion en la cual E2 induce la rapida
fosforilacién de Src en Tyr 46 residuo regulador esencial para activar la funcién tirosina cinasa,
efecto revertido por el antagonista ICI lo cual demuestra que Ez actua a través de RE activando la
via ER-Src (Migliaccio, 2000, Migliaccio, 2008, Binoj, 2011), evidencias sugieren que la activacion
de Src y la posterior formacién del complejo p-Src/Z0-1 (Fig. 1) altera la integridad de las TJ esto a
través de la fosforilacion de ZO-1 por p-Src (Sabath, 2008), numerosas investigaciones aseguran
que la fosforilacion de ocludina y ZO-1 induce su disociacion del citoesqueleto en células de cancer
de colon (35, 36) ademas de que la inhibicion de la actividad de Src disminuye la fosforilaciéon de
ocludina y ZO-1 en capilares cerebrales (Takeo S y Takenaga, 2009), lo cual coincide con la

deslocalizacion ZO-1 y ZONAB de las fracciones citoplasmaticas y su incremento en las fracciones
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nucleares después de la activacion de p-Src (Fig.2). Publicaciones recientes describen que la
distribucion de las TJ puede ser alterada bajo ciertos estimulos (Radhakrishna, 2002, Kurihara,
2005), aqui demostramos que los estrdgenos tienen la capacidad de inducir su translocacion
nuclear mediante la colocalizacion por inmunofluorescencia y confirmado mediante la reconstruccién
en 3D tanto en baja como en alta confluencia debido a que la densidad celular es un factor
importante en este proceso (Sarbani Giri, 2010, Balda, 2003). La translocacion nuclear de ZO-1'y
ZONAB es un hecho importante debido a que estas proteinas participan como reguladores
transcripcionales del oncogén HER-2 (Hsueh; 2000, Warri; 1991). Estudios recientes sugieren que
HER-2 juega un papel importante en la respuesta a la terapia hormonal ya que a pesar de los
efectos positivos de dicha terapia, la resistencia inicial o adquirida a las terapias endocrinas se
produce con frecuencia ademas de su implicacion en la progresion del cancer de mama. Con el
objeto de determinar si la deslocalizacion de las TJ y su translocacion al nucleo inducida por E:
tiene un efecto a nivel transcripcional analizamos la sintesis del mMRNA de HER-2 (Fig. 3) en donde
encontramos que la sintesis del mRNA de HER-2 es estimulada dos horas después de la
translocacion de ZO-1 y ZONAB. Para determinar si este incremento en la expresion de HER-2
dependia de la pérdida del ensamblaje y la translocacion de ZO-1y ZONAB o de la sintesis de novo
de algun activador transcripcional, bloqueamos la sintesis de proteinas con CHX 'y descubrimos que
la incubacion con el inhibidor no indujo cambios en la sintesis del mMRNA de HER-2 (Fig. 3) lo cual
sugiere la evidencia de que ZO-1 y ZONAB desensambladas y translocadas en el nucleo regulan la
sintesis de HER-2. En periodos posteriores (6 horas) la expresion de HER-2 es disminuida de
manera significativa (Fig. 3C) mientras que el tratamiento con E+CHX no induce cambios con
respecto al tratamiento de solo Ez a las 6 horas (Fig. 3), por otra parte esta combinacién incrementa
de manera significativa la expresion de HER-2 a las 24 horas lo cual indica la posible participacion
de un co-represor que regule la sintesis de este gen. Diversas evidencias sugieren la posibilidad de
una regulacion directa de los estrogenos sobre la expresion de HER-2 (Umekita Y, Souda; 2006,
Tal; 1986, Warri AM; 1991) lo cual genera nuevas preguntas sobre la regulacion de este gen y una

amplia variedad rutas de investigacion en el tema.

La deslocalizacion de las TJ, la pérdida de los marcadores epiteliales y el incremento de los
marcadores mesénquimales son indicadores del inicio de la TEM (Thiery; 2002, Lee; 2006) estas
caracteristicas coinciden con los resultados obtenidos en donde se demuestra que E2 genera la

pérdida del marcador epitelial CRB3 e incrementa la expresion del marcador mesénquima N-
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caderina lo cual indica que E2 podria ser un estimulo que inicia el proceso de TEM en las células
MCF-7 (Fig. 4). Ademas analizamos los efectos del E2 sobre la expresién del mRNA y la proteina de
Z0-1 y ZONAB, demostrando que el E» puede estimular la expresion de ambas proteinas,
induciendo la sintesis del mMRNA de ZO-1 a los 15 minutos y a las 6 horas, efecto que correlaciona
con la posterior traduccion de la proteina a partir de las 9 hasta las 24 horas, en lo que respecta a
ZONAB su mRNA se incrementa a los 30 minutos y a las 6 horas y en este caso la sintesis de la
proteina se da a los 30 minutos y a las 9 horas. Evidencias muestran el hecho de que los
estrégenos tienen la capacidad de regular la expresion de las proteinas de las TJ (Lin Ye; 2003,
Braniste; 2009) y algunas coinciden con una posible regulacién a nivel transcripcional por parte de
esta hormona, ya que en la actualidad no han sido descritos elementos de respuesta a estrégenos
(ERE) en la region promotora de los genes de ZO-1 'y ZONAB se ha propuesto que la regulacion
sobre estos genes es mediada por un sitio CREB en una regidn cercana al promotor de ZO-1,
donde AP-1 (formado por JunD y C-Fos) se une y puede regular la expresion de este gen (Chen Jie,
2009), esto sugiere la posibilidad de que E2 unido a su receptor estén transactivando la expresion

de dichos genes.

Por otra parte observamos que E2 disminuye de manera significativa de la expresion de la proteina
transmembranal ocludina a nivel mRNA y proteina después de 24 horas de incubacién, esto
asociado con el incremento en la permeabilidad destacando que el efecto en la permeabilidad es
mediado directamente por el RE ya que al incubar a las células con el antagonista del RE el efecto
es drasticamente revertido (Fig.5). Finalmente demostramos que E2 incrementa la migracion de las
células MCF-7 y corroboramos que el proceso es mediado por REa por la incubacién con ICI (Fig.
6). Investigaciones recientes demuestran el potencial metastasico de los estrdgenos en cancer de
ovario basandose en los mecanismos de regulacién canonicos (Se-Hyung; 2008) mientras que los
resultados de nuestra investigacion sustentan una nueva via de regulacion por la cual E2 induce una
serie de efectos moleculares como la activacion de la cinasa p-Src, la interaccion y el
desensamblaje de ZO-1 y ZONAB del complejo ocluyente, su translocacién nuclear, la activacion
transcripcional de genes blanco como el caso de HER-2, la disminucion del marcador epitelial
CRB3, el incremento de marcador mesénquimal N-cadherina, pérdida de la proteina
transmembranal ocludina y el consecuente incremento en la permeabilidad y en la migracion (Fig.8)

demostrando la clara participacién de E2 como un factor inductor del proceso de TEM y de la
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consecuente metastasis y provee una posible explicacién del proceso canceroso y sus

implicaciones clinicas para seleccion de blancos terapéuticos y de prevencion.
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9. CONCLUSION
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Figura 7. Modelo representativo del efecto inducido por los estrogenos en una via mediada por las
proteinas componentes de las TJ. La via inicia cuando E2 interacciona con el receptor de
estrégenos a (ERa) e induce la cascada de sefializacién (1), ERa tiene la capacidad de interactuar
con Src e inducir su activacion por autofosforilacion en Tyr-416 (2). P-Src-Tyr-416 activo interacciona y
fosforila a ZO-1 forma el complejo p-Src#8/ ZO-1 (3) e induce el desensamblaje de ZO-1 y ZONAB
de la membrana y estimula su translocacién nuclear (4) en donde estas tiene la capacidad de
estimular la sintesis de HER-2 (5). La deslocalizacién de ZO-1y ZONAB y la pérdida de la proteina
transmembranal ocludina genera que permeabilidad se incremente (6). Estos efectos asociados con
la disminucion del marcador epitelial CRB3 y el incremento en el marcador mesénquima N-
cadherina sugieren claramente que E2 es un factor que induce a las células a entrar en el proceso
de transicion epitelio-mesénquima que facilita la migracion de las células MCF-7 para generar

metastasis.
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10. PERSPECTIVAS

Actualmente, se llevan a cabo experimentos con RNAi dirigidos contra la cinasa c-Src*'® para
demostrar si la translocacion de las proteinas ZO-1 y ZONAB es debido a la accidén de esta
oncoproteina Ademas se realizan experimentos a diferentes dosis de E2 para tratar de demostrar si
el efecto depende de la dosis. También seria prudente analizar la expresion y la activacion de HER-
2 para tratar de correlacionar la translocacion de ZO-1'Y ZONAB con la expresion y la activacién de
dicho receptor. Un punto importante para continuar con esta linea de investigacion es estudiar el
efecto en la activacion de cinasas importantes en procesos como la proliferacion y la supervivencia

celular tal es el caso de la proteina cinasa C, ERK, la fosfatidil inositol 3 cinasa, AKT entre otras.
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