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RESUMEN

La respuesta a la apoptosis de prostata 4 (Par-4) es una proteina que induce apoptosis
por dos vias en células cancerigenas y no en células normales: la via intrinseca se lleva a
cabo mediante la acumulacion de Par-4 en el nicleo y un estimulo apoptético como son
la quimioterapia y radioterapia, y por via extrinseca mediante la secrecion de Par-4 [por
secretagogos como la cloroquina (CQ)] y su interacciéon con el receptor GRP78 que se

encuentra sobreexpresado en células cancerigenas.

En este trabajo pretendemos probar si la curcumina e IMMUNEPOTENT CRP
estimulan la expresion y secrecion de Par-4 in vitro e in vivo y su efecto en cancer de

mama.

Las lineas celulares HDFn y 3T3-swiss albino y ratones BALB/c, se trataron con
Curcumina e IMMUNEPOTENT CRP, la expresion de Par-4 en el pellet celular, en el
sobrenadante del medio de cultivo y en el plasma de los ratones se evalué mediante
Western blot, el andlisis de proliferacién de las células de cancer de mama tratadas con

el plasma de ratones se realizé mediante MTT.

La Curcumina induce mayor expresion y secreciéon de Par-4 en comparacion al
IMMUNEPOTENT CRP en cultivo de fibroblastos, sin embargo, in vivo el
IMMUNEPOTENT CRP indujo una mayor secrecion sistémica de Par-4 y un mayor
efecto inhibitorio en la proliferacion de células de cdncer de mama comparado con la
Curcumina. La linea celular MCF-7 resulto ser mas sensible al tratamiento con plasma
de ratones tratados con IMMUNEPOTENT CRP que las lineas celulares MDA-MB-231
y SKBR3.

El IMMUNEPOTENT CRP induce la secrecion de Par-4 en el plasma con un efecto
inhibitorio en las lineas celulares de cancer de mama, lo que sugiere que el
IMMUNEPOTENT CRP puede ser utilizado como quimiosensibilizador con las

diferentes drogas anticancerigenas.
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ABSTRACT

The response to prostate apoptosis 4 (Par-4) is a protein that induces apoptosis by two
routes in cancer cells and not in normal cells: the intrinsic pathway is carried out by the
accumulation of Par-4 in the nucleus and an apoptotic stimulus such as chemotherapy
and radiotherapy, and extrinsically through the secretion of Par-4 [ by secretagogues
such as chloroquine (CQ)] and its interaction with the GRP78 receptor that is

overexpressed in cancer cells.

In this work we intend to test whether curcumin and IMMUNEPOTENT CRP stimulate

the expression and secretion of Par-4 in vitro and in vivo and its effect on breast cancer.

The HDFn and 3T3-swiss albino cell lines and BALB/c mice were treated with
Curcumin and IMMUNEPOTENT CRP, the expression of Par-4 in the cell pellet, in the
supernatant of the culture medium and the plasma of the mice was evaluated by Western
blot, proliferation analysis of breast cancer cells treated with the plasma of mice was

performed by MTT.

Curcumin induces higher expression and secretion of Par-4 compared to
IMMUNEPOTENT CRP in fibroblast culture, however, in vivo the IMMUNEPOTENT
CRP induced a higher systemic secretion of Par-4 and greater inhibitory effect on the
proliferation of cancer cells breast compared to Curcumin. The MCF-7 cell line was
found to be the most sensitive to the plasma treatment with IMMUNEPOTENT CRP
than the MDA-MB-231 and SKBR3 cell lines.

The IMMUNEPOTENT CRP induces the secretion of Par-4 in plasma with an inhibitory
effect in cancer cell lines, suggesting that IMMUNEPOTENT CRP can be used as a

chemosensitizer with different anticancer drugs.
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1. INTRODUCCION

El cidncer de mama es una enfermedad multifactorial que se caracteriza por el
crecimiento descontrolado de las células debido a cambios genéticos, este cancer es el
mas comun entre las mujeres y el segundo después del cidncer de pulmén en términos de
muerte. Cada afio se detectan 1.30 millones de casos nuevos y ocurren 458 mil muertes
por esta enfermedad a nivel mundial. En México, 63 de cada 100 mil mujeres mayores
de 80 afos, fallecieron por esta causa. La curcumina es un compuesto polifendlico
derivado de la planta ctiircuma (Ciircuma longa), sus efectos incluyen actividad antiviral,
antiartriticos, antioxidantes ademds de anticancerigenas. Se le relaciona con la
modulacién de varias enzimas que estan relacionadas con patologias como el céncer y la
inflamacién. Por ejemplo, COX-2, que se ha observado que esta sobreexpresado en una
gran cantidad de canceres en el humano como: de colon, higado, pancreas, mama,
pulmon, vejiga, piel, estdmago, canceres de cabeza y cuello. La curcumina es capaz de
inducir muerte celular programada a través de la expresion de la proteina de respuesta a
la apoptosis de prostata -4 (Par-4). Induce ROS dependiente de la activacién de Par-4 y
la generacion de ceramida, lo que lleva a la muerte celular por autofagia en las células de

glioma maligno humano.

Par-4 es una proteina nuclear con una secuencia de zipper de leucina de
aproximadamente 39 kDa, en su extremo carboxilo terminal presenta un dominio de
zipper de leucina, que le permite la unién con proteinas chaperonas como AKTI, dos
secuencias de localizaciéon nuclear (NLS1 y NLS2), una secuencia de exportacion
nuclear y un unico dominio SAC (Selectivo para Apoptosis de Células Cancerigenas), es
codificado por el gen pro-apoptético Par-4, el cual estd localizado en el cromosoma
humano 12g21 el cromosoma 7q21 de rata y el cromosoma 10D1 de ratén. Par4 puede
ser funcionalmente requerida pero no suficiente para inducir apoptosis y no es
restringida a un organo especifico. Par-4 tiene la capacidad de inducir selectivamente
apoptosis en células cancerosas, pero no en normales, mediante la unién al receptor

GRP78.



El propdsito de este trabajo es determinar el efecto de la curcumina e
IMMUNEPOTENT CRP sobre el patrén de expresion de la proteina Par-4 y la
quimiosensibilizacion en células de cdncer de mama.



2. ANTECEDENTES

2.1-Cancer de mama

El cancer es una enfermedad que se caracteriza por el crecimiento descontrolado de las
células debido a cambios genéticos. El cidncer de mama es el mds comun entre las
mujeres, y la segunda causa de muerte después del cancer de pulmén a nivel mundial; en
2015 se registraron 8.8 millones de muertes (OMS). Sin embargo, cada afio se detectan
1.30 millones de casos nuevos y ocurren 458 mil muertes por esta enfermedad
(http://www.inegi.org.mx/saladeprensa/aproposito/2015/mama0.pdf).

El cdncer de mama no hace distincidn entre las poblaciones de paises desarrollados y en
desarrollo debido a que cerca del 70 % de las muertes registradas en 2015 se presentaron
en paises de ingresos medios y bajos. En Estados Unidos el 12.5% de la poblacion
femenina se le ha diagnosticado cancer de mama y el 3.5% muere debido a esta causa,
las tasas de mortalidad por este céncer se incrementan conforme aumenta la edad. Se
estima que en 2018 en los Estados Unidos habrd 266,120 nuevos casos de cdncer de
mama invasivo diagnosticado en mujeres y 2,550 diagnosticados en hombres debido a
que el cancer de mama se presenta solo en un 2% (sociedad americana del cancer. 2018)
En México, 63 de cada 100 mil mujeres mayores de 80 afios, fallecieron por esta causa

en el 2015(Sifuentes-Alvares et al., 2015).

2.1.1 Clasificacion

La clasificacién histopatoldgica de los carcinomas mamarios segin la organizacion
mundial de la salud (OMS) se basa en invasores y no invasores (in situ) (NOM-041-
SSA2-2002, Diario Oficial, 17 septiembre 2003.). El carcinoma ductal in situ (DCIS)
representa del 15% al 20% de todos los canceres de mama diagnosticado por lo general
en etapas tempranas, mediante rastreo por mamografia y se caracteriza por la
proliferacion intraductal de células epiteliales malignas sin invasién a través de la

membrana basal en el estroma circundante (Kuo Lo et al., 2016). El carcinoma lobulillar



in situ (CLIS) se origina del lobulillo terminal ductal y se puede distribuir de forma
difusa por la mama, las pacientes diagnosticadas con CLIS suelen tener mds de un
lobulillo afectado y el riesgo incrementa hasta un 30% de desarrollar cancer de mama
invasor. El diagnédstico de CLIS generalmente se da antes de la menopausia, entre los 40
y 50 afios de edad. Menos del 10% de las mujeres diagnosticadas con CLIS ya han
atravesado la menopausia, ademds de que se presenta con menos frecuencia en hombres
(Castellanos et al., 2009, Breastcancer.org, 2018). En contraste con el carcinoma invasor
de mama que es capaz de invadir a través de la membrana basal en el estroma

circundante (Kuo Lo et al., 2016).

Para la clasificacion del cdncer de mama invasivo se basa en la presencia de marcadores
tumorales, esto permite definir cinco subtipos: Luminal A, luminal B, enriquecido con
HER2, normal y basal (Irigoyen et al., 2011). El subtipo luminal A es el mas frecuente,
corresponde aproximadamente al 67% de los tumores, tiene alta expresion de genes
relacionados con el receptor de estrogeno (RE) y baja expresion de genes relacionados
con proliferacién en comparacién con el luminal B, ademas de que puede ser tratado
solo con hormonoterapia. El subtipo luminal B tiende a ser de mds alto grado y tiene
peor prondstico que el A, este subtipo requiere de terapia hormonal en combinacién con
quimioterapia ya que cuenta con mds genes relacionados a proliferacion (Zepeda et al.,
2008). El cancer de mama categorizado como basal es altamente agresivo, con
frecuencia los pacientes que presentan este tipo de céncer tienen mal prondstico y son
dificiles de tratar. La mayoria (70%-80%) de los cdnceres de mama diagnosticados de
tipo basal son triple negativo (TNBC), esto porque carecen de expresion de RE, receptor
de progesterona (PR) y expresion de HER2. La nula presencia de estos marcadores
tumorales son el principal obstdculo en la terapia de cdncer de mama, debido a que estos
tumores tienden a ser altamente resistentes a la quimioterapia y terapias dirigidas con
alta propension a la recurrencia (Kuo Lo et al., 2016; Hebbar et al., 2013; Géngora-Moo

et al., 2016).

La mayoria de las muertes por cdncer de mama estdn relacionadas con la metastasis y la
recaida de la enfermedad después del tratamiento del tumor primario. Esto se debe a que

las células cancerosas residuales son capaces de sobrevivir a cirugia, radiaciones y



terapias adyuvantes, sirviendo como un reservorio para la recurrencia del cdncer de
mama. Sin embargo, se sabe poco sobre las vias que contribuyen a la supervivencia y
recurrencia de las células residuales de cdncer de mama. Estudios han identificado a la
proteina proapoptética supresora de tumor Par-4 como un regulador critico de la

recurrencia del tumor mamario (Alvarez et al., 2013).

2.1.2 Factores de riesgo

El cédncer de mama es una enfermedad multifactorial y, entre los factores de riesgo se
incluyen la edad, historia familiar, consumo de alcohol, obesidad, sedimentarismo,
exposicion a radiaciones ionizantes, factores endocrinos y reproductivos como: menarca
temprana, edad avanzada al primer parto, nulidad, menopausia tardia, asi como el uso de
terapia de remplazo hormonal por mas de cinco afios (Sant’Ana et al., 2016; Hebbar et

al., 2013; Sifuentes-Alvares et al., 2015).

Una alimentacion saludable reduce el riesgo a padecer céncer de mama, asi como
ejercicio regular, no fumar y mantener un peso adecuado, ya que existe una correlacion
positiva entre el incremento del riesgo de cancer de mama y el creciente consumo de

alimentos ricos en grasa, etanol y tabaco por las mujeres actuales (Sant *Ana et al., 2016;

Pérez et al., 2016).

Hay una alta probabilidad de desarrollar cdncer a partir de mutaciones en genes que
codifican proteinas que estdn involucradas en procesos de reparacion del DNA y
regulacién del ciclo celular, que son funciones que mantienen la fidelidad e integridad
del genoma (Pérez et al., 2016). En el caso de cdncer de mama, se ha observado que las
mutaciones de penetrancia més altas se presentan en genes que codifican a: BRCA1 y
BRCA2 (gen cancer de mama 1 y 2) (Ortiz et al., 2016), proteina tumoral p53 (TP53)
(Walerych et al., 2012), fosfatidilinositol-4,5-bifosfato3 (PIK3CA) (Cancer Genome
Atlas Network 2013), retinoblastoma 1 (RB1) (Lesueur et al., 2006), fosfatasa y tenina
homdlogo (PTEN) (Depowski et al., 2001), proteina vinculante GATA 3 (GATA-3)
(Usary J. et al., 2004) y proteina kinasa activada por mitégeno 1 (MAP3K1) (Kan Z et
al., 2010).



2.1.3 Tratamiento

La terapia para este tipo de cancer depende de la etapa y el estado clinico del paciente,
ademads de las caracteristicas anatdmicas y patoldgicas de la enfermedad. El tratamiento
local consiste en cirugia y radioterapia y el tratamiento sistémico consiste en terapia
hormonal, quimioterapia y terapia bioldgica (Leal et al., 2016). El estatus hormonal de
las células de cdncer de mama determina las opciones de tratamiento. Durante varios
afos la cirugia y la quimioterapia neoadyuvante ha sido la base para el tratamiento del
cancer de mama. Sin embargo, han surgido otras opciones como las terapias dirigidas en
combinacion con la quimioterapia, la cual ha presentado una mejor respuesta a la
enfermedad. Actualmente las terapias dirigidas son: el trastuzumab y (anticuerpo
monoclonal dirigido contra HER2/neu), pertuzumab (anticuerpo monoclonal dirigido
contra el dimero de HER2/neu) o tamoxifeno (firmaco antagonista del RE) que estdn
disefiados para atacar los tumores que son HER2/neu y receptores hormonales positivos

(Hebbar et al., 2013; IMSS, 2017).



2.2 Par-4

La proteina de respuesta a la apoptosis de prostata -4 (Par-4) es una proteina nuclear con
una secuencia de zipper de leucina de aproximadamente 342 aa en humanos, 332 aa en
ratas y 333 aa en ratones, con un peso molecular de 39 kDa. Es una proteina multi
dominio, la cual presenta dos secuencias de localizaciéon nuclear (NLS1 y NLS2), las
cuales son esenciales para la translocacion de Par-4 del citoplasma al nucleo, y
necesarias para inducir apoptosis (El-Guendy y Rangnekar, 2003), ademds contiene un
unico dominio SAC (Selectivo para Apoptosis de Células Cancerigenas) de 59
aminodcidos, el cual es exclusivo para Par-4 y es 100% conservado en humanos, ratas y
ratones. En su extremo carboxilo terminal contiene un dominio de zipper de leucina, que
le permite la unién al DNA y algunas proteinas chaperonas como AKTI, contiene
aproximadamente 40 aminodcidos encontrados en forma de repeticiones heptad, donde
la cuarta posicion de cada repeticion estd ocupada por una leucina y la cual se une al
surco mayor del DNA (figura 1), (QiNan et al., 2016; Brasseur et al., 2016; Sarkar et al.,
2015). La proteina Par-4 es codificada por el gen pro-apoptético Par-4, el cual estd
localizado en el cromosoma 12g21 en humanos, en el cromosoma 7qg21 en ratas y el
cromosoma 10D1 en ratones. El gen fue identificado mediante un screening diferencial
para encontrar genes pro-apoptéticos que fueron inducidos en respuesta a la elevacion de
Ca2 + en las células. También se descubrié que la ablaciéon de andrégenos era
igualmente eficaz para inducir la expresion de Par-4 en células de préstata dependientes
de andrégenos (Sells et al., 1994 ). Par-4 puede ser funcionalmente requerida pero no

suficiente para inducir apoptosis y no es restringida a un érgano especifico.
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Figura 1. Representacion esquematica de la proteina de Par-4. La proteina
de Par-4 cuenta con secuencias de localizacién nuclear (NLS1 y 2), un dominio
VASA, un dominio selectivo para apoptosis en células cancerigenas (SAC) y un
dominio de zipper de leucina. Imagen tomada y modificada de Brasseur k et al.,
2016.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3414654/#R43

2.2.1 Funcion y localizacion de Par-4

Par-4 desarrolla su capacidad apotdtica a través de dos mecanismos distintos como son
la activacion de la maquinaria de muerte y la inhibicién de los factores de sobrevivencia,

Par-4 presenta actividad intrinseca y extrinseca

La actividad intrinseca se realiza por la sobre expresion de Par-4 enddgeno cuya
expresion es estimulada por una gran variedad de estimulos apoptéticos como radiacion,

farmacos.

La capacidad de Par-4 para causar apoptosis directamente se asocia con su translocacion
al nucleo mediante la fosforilacion en la posicién aminoacidica Thr155 por PKA ( PKA
se encuentra elevada en diversas células cancerosas) en el dominio NLS2 (figura 2),
permitiendo inhibir los mecanismos de sobrevivencia asociados al factor nuclear kappa
B (NF-«xB) superando los mecanismos protectores de las células, tales como la
presencia de Bcl-xL, Bcl-2 o la ausencia de la funcién p53 o PTEN , Al/Bfll; y genes
anti apoptéticos como el inhibidor de apoptosis ligado a X (XIAP) que protegen de la
apoptosis generada por TNF-a (Barkett and Gilmore, 1999).

Par- 4 interacciona directamente con la proteina del tumor de Wilm’s (WT-1), la cual
funciona como un transactivador de la proteina anti-apoptética Bcl2. Uniéndose
especificamente a los dedos de zinc de WT1 y desregulando su actividad promotora del

gen BCL-2 conduciendo apoptosis.

La sobreexpresion de Par-4 es suficiente para inducir directamente la apoptosis en la
mayoria de las células cancerosas en ausencia de un segundo estimulo. Interesantemente
Par-4 es incapaz de inducir directamente la apoptosis en células normales o en células
cancerosas hormonas dependientes como LNCaP de cancer de prostata y en células de
cancer de mama MCF-7, en las cuales Par-4 se localiza principalmente en el citoplasma.
Se ha observado que AKT]1 se une al zipper de leucinas e induce la fosforilacion de Par-

4 en la Ser249 (figura 2) para mantener a la proteina en el citoplasma e inhibir su


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2900490/#R3

actividad apoptotica, lo que conduce a la supervivencia de la célula cancerosa (Brasseur

et al., 2016).

PKA ﬁ':t Zipper de
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Figura 2. Representacion esquematica de la fosforilacion de la proteina Par-4. La proteina Par-4 tiene
2 sitios de fosforilacién, uno para PKA y otro para AKT que determinan su traslado al nicleo y actividad
apoptética. Imagen tomada y modificada de Zhao et al., 2007.

Las células resistentes a Par-4 estdn sensibilizadas por la sobreexpresion de Par-4 a una
amplia gama de estimulos apoptéticos, tales como aumento de Ca2 + intracelular,
extraccion del factor de crecimiento, TNF-a o rayos X y radiacién gamma (Chakraborty

et al., 2001; El-Guendy et al., 2003; Nalca et al., 1999).

Via extrinseca

La secrecion de par-4 ocurre por la via cldsica y es asociado al estrés del reticulo
endopldsmico (RE). Par-4 extracelular, tiene la capacidad de inducir selectivamente
apoptosis en células cancerosas, pero no en células normales, mediante la unién al
receptor GRP78 (proteina reguladora para la glucosa 78) que se encuentra en la
superficie de células cancerosas en niveles elevados y es asociado con la severidad y
quimioresistencia del tumor (Lee et al., 2007) en contraste con las células normales que
presentan baja expresion, por la activacion de la via dependiente de FADD- caspasa
8/caspasa 3. También se requiere la fosforilacién mediada por PKA de Par-4 en Thr155
tanto para el trafico de Fas / FasL a la membrana como para la inhibicién de NF-xB

(figura3). Par-4 inicia el estrés del reticulo endopldsmico que aumenta la secrecién de



Par-4 y se convierte en un circulo vicioso. Se cree que esta es la principal casusa de

disfuncién en la diabetes de tipo 2 (QiNan et al., 2016; Zhao et al., 2008).
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Figura 3. Mecanismo para la apoptosis selectiva en células cancerigenas mediada por SAC. SAC es
activado mediante PKA que se encuentra elevado en células cancerosas. El SAC induce apoptosis
mediante la activacién del receptor de muerte Fas / FasL y la inhibicién de la via de supervivencia de
células NF-xB. Imagen tomada de Zhao et al., 2008.

La secrecion de Par-4 ocurre por un mecanismo independiente a la accién de la
apoptosis por Par-4 o su dominio SAC Par-4 y dicha proteina era capaz de inducir
apoptosis al entrar en contacto con células cancerigenas. Sin embargo, este incremento
en la secrecion de Par-4 no se observé cuando células de cancer de pulmén (H460 y
A549) y células de céncer de prostata (LNCaP, C4-2B, DU145 y PC-3) fueron tratadas
con CQ (Burikhanov et al., 2017; Sviripa et al., 2016).

Recientemente se ha observado que Par-4 endégeno juega un papel importante como
agente apoptético en enfermedades neurodegenerativas, y en diabetes de tipo 2. Se ha
observado en las células B de los islotes del pancreas induce apoptosis mediada por Par-
4/NF-kB, donde su expresién es aumentada por el estrés de reticulo endoplasmatico
producido por trastornos metabdlicos crénicos severos donde la apoptosis se lleva a cabo

a través de la membrana del reticulo endopldsmico y las vias mitocondriales (figura 4).
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Figura 4. Representacion esquematica de las vias mediante las cuales Par-4/NF-kB inducen
apoptosis. Estrés ER y disfuncién mitocondrial inducen la expresiéon en el niicleo de Par-4/NF-«xB.
Imagen modificada de QiNan Wu et al., 2016.

2.2.2 Regulacion de Par-4

Recientemente se ha demostrado que Par-4 es regulado por mecanismos
postraduccionales no solo por fosforilacion, sino también por ubiquitinacién, secuestro y
clivaje proteolitico. La ubiquitinacién se lleva a cabo por la proteina Fbxo45 en su
dominio VASA, este mecanismo es usado para bajar los niveles de la proteina. Tanto las
células cancerosas como las células normales secuestran a Par-4, e inhiben los efectos de
dicha proteina enddgena autogenerada, en las células cancerigenas se lleva a cabo
mediante la sobreexpresion de la proteina de filamento intermedio, vimentina. En el caso
de las células normales el secuestro también lo lleva a cabo la proteina vimentina, y solo

lo exporta a niveles bajos, con excepcion de cuanto se encuentra en situaciones de estrés,
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donde su liberacién se incrementa (Sviripa et al., 2016), ademds se ha observado que
Par-4 interactda con la transcriptasa reversa de telomerasa humana (h-TERT) y se
sugiere que bloquea la apoptosis inducida por Par-4 bloqueando su translocacién al
nucleo ya que al bloquear h-TERT aumenta la expresion nuclear de Par-4 (Sheng J et al.,
2010; Zhoul et al., 2013). Recientemente se observé que en diferentes células de cancer
que Par-4 es escindido por caspasa-3 en la posicion D131 durante el proceso de
apoptosis, generando un fragmento clivado de la proteina (cl-Par-4) de 25 kDa que
contiene la NLS2, la induccién selectiva en la apoptosis en el dominio de las células
cancerosas (SAC) y el dominio de zipper de leucina. Ademads, la acumulacién de cl-Par-
4 bajo estimulos apoptdticos se relaciona con la quimiosensibilidad de células
cancerosas y el nivel de apoptosis observado (Brasseur et al., 2016). Las células
cancerosas poseen mecanismos para inhibir el efecto de Par-4, en estos también estd
incluido el secuestro de la proteina. Se ha observado que el autoantigeno uveal con un
dominio super enrollado y repeticiones de anquirinas (UACA) compite con Par-4 por la
unién con el receptor GRP78 previniendo su traslocacion del citoplasma al ntcleo,
regulando positivamente la expresion de NF-kB y bloqueando la apoptosis mediada por
Par-4 (Qinan et al., 2014). El aumento en la expresion de Par-4 regula positivamente
WTNI, se ha observado que, en cdncer de mama invasivos, la expresion de WNT1
promueve la diferenciacién y la apoptosis e inhibe la proliferacion, ademds de asociarse
con un mejor prondstico en un subgrupo de pacientes de cdncer de mama invasivo en
estadio I (Yoysungnoen et al., 2006.). La sobreexpresiéon de Par-4 disminuye la
expresion de FZDS8. Los Frizzled (FZD) son receptores de superficie celular
transmembrana activados por la familia de lipoglicoproteinas WNT para activar la

sefalizacién WNT candnica y/o no candénica (Walerych et al., 2012).

Par-4 es una proteina que juega un papel importante en la homeostasis celular en la
regulacion del ciclo menstrual y durante la embriogénesis. En cancer se ha observado
que puede jugar un papel prondstico y terapéutico debido a que los niveles mas altos de
expresion de Par-4 se correlacionaron con un mejor prondstico en términos de
supervivencia (Ahmed et al., 2008), ademés se ha observado que Par-4 estd disminuido
en mas del 70% de los canceres renales (Cook et al., 1999). neuroblastoma (Kogel et al.,
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2001), formas agudas y cronicas de leucemia (Boehrer et al., 2001). Y en
aproximadamente el 32% de los carcinomas endometriales, por el silenciamiento
mediante la hipermetilacién del promotor, mutaciéon de una base en el ex6én 3 del gen
Par-4, que convierte un residuo de arginina (CGA) en un codén de terminacién (TGA)
en cincer de endometrio (Moreno-Bueno et al., 2007). O inestabilidad en una regién
12921 del cromosoma humano se encuentra el gen Par-4 en cdncer que a menudo se
elimina en el cdncer gastrico y pancredtico (Johnstone et al., 1998), las mutaciones K-
Ras son las mutaciones mds frecuentes en el cidncer de pancreas (Almoguera et al.,
1988), y regulan negativamente Par-4 en cénceres pancreaticos que albergan mutaciones
puntuales de K-Ras (Ahmed et al., 2008). En el caso del céncer de préstata, Par-4 no
estd regulado negativamente, silenciado o mutado, pero si esta inactivado debido a la
fosforilacién por Aktl, que impide la translocacién nuclear de Par-4, reteniéndolo en el
citoplasma y haciéndolo incapaz de causar apoptosis (Goswami et al., 2005). En la

figura 5 se muestran las cascadas de sefializacion que involucran a Par-4.
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Figura 5. Cascadas de seiializacion que involucran a Par-4. 1) PKA activa Par-4, que luego se une a
una PKC, lo que lleva a la apoptosis. 2) Par-4 se transloca al ndcleo e inhibe NF-xB. 3) Par-4 se transloca
al nucleo e inhibe la actividad de TOPOI, lo que lleva a la apoptosis. 4) el estrés de RE puede conducir a
la secrecién de Par-4, seguido de la unidn de Par-4 a GRP78; esta unién también induce estrés de RE. 5)
Par-4 se une a GRP78, haciendo que FADD interactiie con Fas y FasL en la membrana celular, activando
caspasa-8 y caspasa-3 llevando a la apoptosis. Este proceso inhibe NF-«B y puede ser activado por PKA.
6) Par-4 bloquea BCL2 y promueve la apoptosis. 7) h-TERT se une a Par-4 e inhibe la translocacién de
Par.4 al niicleo. 8) Par-4 activa la caspasa-9 a través de las mitocondrias y conduce a la apoptosis y la
escision de Par-4. 9) la expresion de miR-17 inhibe la accién apoptética de Par-4. 10) ubiquitinacién
mediada por el complejo E2/PAM/SKP1 de Par-4. 11) UACA puede competir con Par-4 por la unién de
GRP78, y P53 puede inducir la secrecion de Par-4 e inhibir la expresiéon de UACA. 12) Par-4 cambia la
autofagia a la apoptosis. 13) saRNAs activan la expresién de Par-4. Imagen tomada de Rasool et al.,
2016.

Compuestos como los secretagogos (Arylquins) y la cloroquina (CQ) se utilizan en la
estimulacion la secrecion de Par-4. Burikhanov et al., en 2017 observaron que al tratar
lineas celulares normales de humano y de ratén (MEF, PrSCs, PrECs, HEL y HBEC),
con una serie de farmacos que contenian el farmac6foro de quinolina o quinolona,

incremento la expresion y secrecion de Par-4, ademds de que Par-4 secretado estd
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involucrado en la apoptosis especifica de células cancerosas in vitro, Burikhanov et al.,
(2009) demostraron que Par-4 también se secreta in vivo y se puede detectar en el suero.
La actividad de Par-4 en el suero fue capaz de inducir apoptosis especificamente en

células cancerosas.

2.3 Curcumina

La curcumina (1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona fig. 6) es un
compuesto polifendlico natural de pigmento amarillo derivado de la planta circuma
(Cuircuma longa) fue aislado por primera vez en 1815 como un extracto crudo por Vogel
y Pelletier (Milobedeska J, et al., 1910), ademds de ser ampliamente utilizado como un
agente colorante de alimentos, y debido a su actividad biolégica activa se usa en
diversos tratamientos de algunas enfermedades. Dentro de sus actividades se incluyen:
antioxidante, anti-inflamatorio, anti-proliferativo, anti-angiogénico, anti-microbiano,
anti-parasitario ademds de inmunomodulador. La curcumina también es capaz de
suprimir la trombosis y protege contra el infarto del miocardio, asi como de disminuir
los niveles de azicar en sangre en humanos (Aggarwal BB, Sung B. 2009; Waghela et

al., 2015).
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Figura 6. Estructura de la curcumina.
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Durante los dltimos afnos se han realizado estudios in vivo e in vitro, donde sugieren que
la curcumina tiene efectos antivirales, antiartriticos ademds de anticancerigenas. Esto
implica la regulacion de varios blancos moleculares como NF-kB, factor de crecimiento
celular endotelial vascular (VEGF), factor de necrosis tumoral (TNF), interleucina 1 (IL-
1), interleucina 6 (IL-6), proteinas kinasas y ciclooxigenasa 2 (COX2) entre otras. Por lo
mencionado anteriormente, la curcumina es considerado un agente terapéutico potencial

para la prevencion y/o tratamiento de algunas enfermedades (Kiuchi F, et al., 1993).

2.3.1 Mecanismos de muerte por curcumina

La curcumina estd involucrada en la modulacién de varios blancos moleculares en los
cuales se incluyen factores de transcripcion, factores de crecimiento y sus receptores,
citoquinas, enzimas y los genes que regulan la proliferaciéon celular y la apoptosis
(Aggarwal BB, et al., 2007). Se sugiere que la curcumina induce muerte celular
mediante la activacion de las vias de muerte celular y la inhibicién del crecimiento de las

vias de proliferacion (Ravindran J., et al., 2009).

2.3.2 Curcumina en cancer

La curcumina estd relacionada con la modulacién de varias enzimas involucradas con
patologias como el céncer y la inflamacién. Un ejemplo de ellas es la COX-2, que por
estimulos mitogénicos e inflamatorios resulta en una mayor sintesis de prostaglandinas
en tejido inflamado y neoplasico (Seibert K, Masferrer JL., 1994). Se ha observado que
COX-2 estd sobreexpresado en una gran cantidad de canceres en el humano como:
colon, higado, pancreas, mama, pulmoén, vejiga, piel, estomago, cinceres de cabeza y

cuello (Subbaramaiah K, Dannenberg AJ., 2003).

Yoysungnoen P, et al., 2006 observaron que en ratones desnudos que habian sido
implantados con células de carcinoma hepatocelular, y recibieron tratamiento con

curcumina, la sobreexpresion de COX-2 y VEGF inducida por el tumor disminuyo, lo
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que sugiere que la curcumina inhibe la angiogénesis tumoral. Por otra parte se ha
observado que la curcumina tiene efecto en P53 un gen supresor de tumores que regula
vias celulares y moleculares previniendo la formacién del cancer. Han SS et al., en 1999
mostraron que la curcumina modula a la baja la expresiéon de P53, asi como de los genes
de supervivencia egr-1, c-myc y bcl-XL en células B, dando como resultado la detencién
del crecimiento y la apoptosis del linfoma de células B (Ramachandran et al., 1999), en
cancer de mama Lv D et al., en 2014 observaron en ratones desnudos tratados con
curcumina una disminucién o inhibicién del crecimiento del tumor, asi como la

induccién de apoptosis.
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2.4 IMMUNEPOTENT CRP

El IMMUNEPOTENT CRP es un compuesto dializado de leucocitos de bazo de bovino,
que contiene una mezcla heterogénea de sustancias de bajo peso molecular (10-12 kDa)
que son capaces de modificar la respuesta inmune, este compuesto también llamado
extracto dializable de leucocitos de bovino (bDLE) estd libre de pat6genos y carece de

citotoxicidad para el paciente (Franco-Molina et al., 2008).

2.4.1 IMMUNEPOTENT CRP en cancer

Estudios previos han demostrado que el IMMUNEPOTENT CRP presenta efectos
citotoxicos en las lineas celulares de cancer, tal como lo muestra Franco Molina et al en
2006, donde observaron una disminucion en la viabilidad de las lineas celulares de
cancer MCF-7, BT-474, MDA-MB-453, A-427, Calu-1, U937 Y L5178Y, ademds de
que en las células de cancer de mama MCF-7 fue suprimida la expresion del RNAm de
pS53, bag-1, c-myc, bel-2 y bad que influyen en la apoptosis. En la linea celular HeLa se
observo que se disminuye la viabilidad a través de la ruta de muerte celular programada
(RCD) e induce arresto celular en la fase G2/M, ademas de inducir alteraciones del
DNA, perdida del potencial de membrana mitocondrial y producciéon de especies

reactivas de oxigeno (ROS) (Martinez-Torres et al., 2018).

Sierra-Rivera et al en 2016 observaron que al poner en contacto la linea celular K562
con bDLE, se disminuia la viabilidad y se incrementaban los niveles de las interleucinas
IL-6, IL-8 y TNF-q, asi como de las quimiocinas CCL2/MCP-1, CXCLS8/IL-8 de manera

dependiente de dosis.

Ratones C57BL/6 inoculados con células B16F10 y tratados con IMMUNEPOTENT
CRP presentaron retraso en el crecimiento tumoral, disminucioén del peso tumoral y
previno la metdstasis. In vitro se observé un incremento de la apoptosis y la produccion
de VEGF, ademas se induj6 la exposicion a calreticulina (CRT), liberacion de adenosina
trifosfato (ATP), HSP70, HSP90, y HMGBI en dichas células al entrar en contacto con
el IMMUNEPOTENT CRP (Franco-Molina et al., 2010, Rodriguez-Salazar et al., 2017).

En 2017 Rodriguez-Salazar et al., en esta misma cepa inoculo lisados de células B16F10
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ricos en DAMS tratadas con IMMUNEPOTENT CRP y la combinacién
IMMUNEPOTENT CRP+OXP (Oxaliplatino), 7 dias después retaron con células vivas

y observaron que se inhibia el crecimiento tumoral.

Ademads de presentar citotoxicidad en células cancerigenas, IMMUNEPOTENT CRP
tiene efecto quimio protector sobre las células de medula 6sea, ya que incrementa las
poblaciones de leucocitos, granulocitos y eritroides, ademds de recudir la produccién de
ROS/superéxido y activaciéon de Nrf2, mejor6 los niveles hematolégicos y aumento de
peso en ratones tratados con 5-Fluorouracil (5-FU), un agente quimioterapéutico
utilizado para tratar el cancer gastrointestinal, de mama, pancredtico de cabeza y cuello
entre otros (Coronado-Cerda et al., 2016). En pacientes diagnosticados con cancer de
pulmén de células no pequeiias (NSCLC) y pacientes con céncer de mama, el
tratamiento como adyuvante de IMMUNEPOTENT CRP, aumento el total de leucocitos
y subpoblaciones de linfocitos T (CD4, CD8, CDI16 y CD56 y manteniendo
hipersensibilidad de tipo retardada, DTH) aumentando la calidad de vida de los
pacientes (Franco-Molina et al., 2008; Lara-H et al., 2010).
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3. JUSTIFICACION

El cancer de mama es un problema de salud publica que se presenta principalmente en

mujeres y constituye una de las causas principales de muerte en México.

Por lo que es importante buscar mejores alternativas de tratamiento y sensibilidad a
drogas que mejore la eficiencia de quimio y radioterapia. Por lo que en este trabajo
pretendemos evaluar compuestos que inducen estrés en el reticulo endoplasmaético con
potencial secretagogo de Par-4 como la Curcumina y el IMMUNEPOTENT CRP
quimiosensibilizan a través de la induccion de la expresiéon de Par-4, una proteina pro

apotedtica que induce muerte celular después de un estimulo.
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4. HIPOTESIS

La curcumina e IMMUNEPOTENT CRP incrementan la expresidon y secrecion de la
proteina Par-4 en fibroblastos y ratones con capacidad anti-proliferativa en lineas

celulares de cancer de mama con diferente estatus hormonal.
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5. OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto de curcumina e IMMUNEPOTENT CRP en la modulacién y

secrecion de la proteina Par-4 en fibroblastos y ratones.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.-Determinar la expresion basal de la proteina Par-4 en lineas celulares de cancer de

mama y fibroblastos de humano y de raton.

2.-Evaluar el efecto citotoxico de Curcumina ¢ IMMUNEPOTENT CRP en lineas

celulares de cdncer de mama y en fibroblastos humanos y de ratén.

3.-Evaluar la modulacién en la expresién basal de la proteina Par-4 después del

tratamiento con Curcumina e IMMUNEPOTENT CRP en fibroblastos.

4.-Evaluar la capacidad de la Curcumina e IMMUNEPOTENT CRP para inducir la

secrecion de la proteina Par-4 soluble en fibroblastos y ratones

5.- Evaluar la capacidad del plasma de ratones tratados con Curcumina e
IMMUNEPOTENT CRP en la inhibicién de la proliferaciéon celular mediante par-4

soluble

6.- Observar si la induccién de la proteina Par-4 por Curcumina e IMMUNEPOTENT

CRP se asocia con la quimiosensibilizacion en lineas celulares de cidncer de mama.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Cultivo de lineas celulares de cancer de mama

Se utilizaron las lineas celulares de cdncer de mama receptor de estrogeno positivo
(MCEF-7), triple negativo (SKBR3) y receptor HER2 positivo (MDA-MB-231) y lineas
celulares no tumorales (Primary Dermal Fibroblast Normal; Human, Neonatal, HDFn y
3T3- Swiss-albino) cultivadas en medio DMEM/F12 suplementado con 10% de suero
fetal bovino (SFB) mads antibiético, a 37°C en una atmoésfera de 5% CO,, en una

humedad relativa al 70%.

7.2 Tratamiento de células con Curcumina e ICRP in vitro

Para determinar el efecto citotoxico de la Curcumina en las lineas celulares de cidncer de
mama y no tumorales se cultivaron en una caja de 96 pozos con 3,000 células. Se le
afadié medio DMEM/F12 que contenia diferentes concentraciones (0, 5, 10, 15, 20, 25,
30, 40 y 50 uM) de Curcumina (Sigma-Aldrich, c1386) por triplicado, preparado a partir
de un stock de 20 mM de Curcumina en DMSO. Para el IMMUNEPOTENT CRP
(producido por el Laboratorio de Inmunologia y Virologia de la Facultad de Ciencias
Biolégicas de la UANL, San Nicolds de los Garza, Nuevo Ledn, México) las células se
incubaron en medio DMEM/F12 que contenia diferentes concentraciones (0, 0.25, 0.5,
0.75, 1, 1.25 y 1.5 U/mL) por 24, 48 y 72 h. Posteriormente se evalud la viabilidad
celular por el ensayo de MTT.

7.3 Ensayo de viabilidad celular mediante MTT

Para la determinacién de la viabilidad celular se emple6 la técnica de MTT, se prepard la

solucién con Smg/mL de MTT en buffer PBS estéril, posteriormente se agregaron 20uL
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de esta solucién a cada pozo y la placa se incubd de 45 a 90 min a 37°C; pasado el
tiempo de incubacién se procedid a decantar el sobrenadante y agregar después 100 uL
de DMSO para solubilizar las sales precipitadas. Para descartar el color de la curcumina,
se metieron por triplicado cada una de las concentraciones sin células y se trataron de la
misma manera. Finalmente, la placa se llevo al lector de ELISA a una longitud de onda

570nm.

7.4 Evaluacion de la modulacion de Par-4 por curcumina

Se cultivaron 1,000,000 de células en cajas de cultivo de 12.5 cm” y se aplicé el
tratamiento con curcumina usando las concentraciones de 0, 10 y 60 uM e
IMMUNEPOTENT CRP en concentraciones de 0, 0.5 y 1 U/mL, después de 4 y 24 h se
procedio a colectar las células y el medio de cultivo, a las células se les agrego 100 pL
de buffer PBS y se centrifugaron por 10 min a 1600 rpm. Las pastillas celulares se
analizaron mediante Western blot. Del sobrenadante se concentré la proteina con tubos
para centrifuga con filtro Amicon 30k (Millipore) y se analiz6 Par-4 soluble mediante

Whb.

7.5 Extraccion de proteinas y Western blot

Las pastillas que se obtuvieron del punto anterior se lavaron con PBS para después tener
un paquete celular, el cual se resuspendié en 100 uL. de buffer de lisis (Triton 1%, NaCl
150mM, Tris 25mM, pH 7.6) y se incubé en hielo por 1 h. Posteriormente las células se
centrifugaron a 10,000 rpm por 5 min y el sobrenadante se transfirié a un tubo estéril y

se almacend a -80°C para su uso posterior.

7.6 Cuantificacion de proteinas

La concentracion de proteinas se determiné usando el Kit Bio-Rad Protein Assay

siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la cuantificaciéon de los extractos
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proteinicos se prepararon diluciones de 1:5 utilizando como diluyente el buffer de lisis;
después se prepararon las diluciones en relaciéon a 1 mL de A con 20 pL de S;
posteriormente se agregaron 200uL de reactivo B para después incubar por 15 min a
temperatura ambiente. Después se leyo la placa en el lector de ELISA a una longitud de

onda de 595 nm.

7.7 Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS

Se tomaron 50 pg de proteina total y se desnaturalizaron en buffer de carga que contiene
SDS y B-mercaptoetanol, se calentaron a 95°C por 5 min y después se cargaron en geles
de poliacrilamida-SDS al 12%, se corrieron a 40 volts por 20 min y posteriormente se
increment6 el voltaje a 100 volts por 90 min, después se procedié a transferir las
proteinas del gel a una membrana de nitrocelulosa usando un casete de transferencia de
proteinas en condiciones de 25 volts a 4°C toda la noche, finalizada la trasferencia de
proteinas se continu6 con el bloqueo de la membrana con una solucién de TBS con leche

al 5 % y Tween al 0.5 % por una hora.

7.8 Inmunodeteccion y revelado

Para la inmunodeteccién se emplearon anticuerpos primarios: anti-Par-4 monoclonal,
(Santa Cruz Biotechnology) y B-actina monoclonal (Sigma-Aldrich); y como segundo
anticuerpo se empled anti-raton proveido por BIORAD; para su deteccion se empled el
Kit de quimioluminiscencia. Una vez que se expuso al reactivo para la
quimioluminiscencia, se procedi6 al revelado con peliculas especiales en condiciones sin

luz.
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7.9 Ensayo in vivo

A ratones BALB/c de aproximadamente 5 semanas se les administré curcumina e
IMMUNEPOTENT CRP en una concentraciéon de 100 mg/kg y 5 U en 200 pL
respectivamente via intraperitoneal, 24 h después se recolect6 el plasma con EDTA y se

inactivé durante 30 min a 56°C a bafio maria.

7.10 Tratamiento de las células con plasma

Para determinar el efecto citotéxico del plasma extraido de ratones tratados con
Curcumina e IMMUNEPOTENT CRP en las lineas celulares de cancer de mama, se
cultivaron en una caja de 96 pozos 3,000 células por pozo, seguido de esto, se incubaron
24 h con 10 % y 20 % de plasma solo y en combinacion con anti-Par-4 por triplicado.

Posteriormente se evalud la viabilidad celular por el ensayo de MTT.

7.11 Ensayo de quimio sensibilizacion
Se sembraron 3000 células por pozo en una caja de 96 pozos, se incubaron con 10 % del

plasma que se extrajo de los ratones en combinaciéon con 5 pg/uL y 10 pg/uL de

Cisplatino, 24 h después se determind la viabilidad celular mediante el ensayo de MTT.
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ANALISIS ESTADISTICO

El anélisis de resultados se llevo a cabo mediante un analisis de varianza (ANOVA) y
Tukey, para observar las diferencias entre los grupos considerandose significativo con p

<0.05.
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8. RESULTADOS

8.1 Analisis de la viabilidad celular en lineas celulares de cancer de mama y
fibroblastos tratados con Curcumina e IMMUNEPOTENT CRP.

Para determinar la viabilidad de las lineas celulares de cancer de mama (MCF-7, MDA-

MB-231 y SKBR3) y fibroblastos (HDFn y 3T3-Swiss albino), tratados con diferentes

concentraciones de Curcumina e IMMUNEPOTENT CRP se evalu6 mediante el ensayo

de MTT.

En las células tratadas con Curcumina se observo una reduccion de la viabilidad celular

que dependiente de dosis y del tiempo. La linea celular de cdncer de mama MCEF-7

mostro mayor sensibilidad (Clsy de 12.11 uM/mL) al tratamiento con Curcumina en

comparacion con la linea MDA-MB-231 y SKBR-3, ya que se observé una Clsy de

12.11 pM/mL 15.2 pM/mL y 18.4 uM/mL a las 24 h respectivamente como se observa

en la figura 7.
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Figura 7. Viabilidad de lineas celulares de cancer de
——zan Mama expuesta a Curcumina. Las células de cancer de
s«h mama (a) MCF-7, (b) MDA-MB-231 Y (¢) SKBR-3
~=7" fueron expuestas
Curcumina (0-50 pM/mL) durante 24, 48 y 72 h. La
viabilidad celular se determindé mediante el ensayo de
MTT.
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En las lineas celulares de fibroblastos HDFn y 3T3 Swiss albino también se observé un

efecto dependiente de dosis-tiempo, encontrdndose que los fibroblastos de humano

fueron mds sensible a la curcumina en comparaciéon con los fibroblastos de ratén con

una Clsp de 15.52 uM/mL y 24 uM/mL respectivamente como se observa en la figura 8.
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Figura 8. Viabilidad de lineas celulares no cancerigenas expuestas a Curcumina. Las lineas celulares
no cancerigenas (a) FDHn y (b) 3T3-Swiss albino fueron expuestas a diferentes concentraciones de
Curcumina (0-50 uM/mL durante 24, 48 y 72 h. La viabilidad celular se determiné mediante el ensayo de
MTT. Los ensayos se realizaron por triplicado y se graficé la desviacion estdndar.

La viabilidad de las lineas celulares tratadas con IMMUNEPOTENT CRP mostré un

efecto dependiente de dosis-tiempo en la linea MCF-7, sin embargo, en las lineas MDA-

MB-231 y SKBR-3 se observé un efecto que dependi6 solo de la dosis y no de tiempo

como se muestra en la figura 9. La linea MCF-7 mostr6 una mayor resistencia al

tratamiento con IMMUNEPOTENT CRP en comparacién con MDA-MB-231 y SKBR-

3 debido a que en el tratamiento después de las 24 h no mostré una Clsy como se observa

en la figura 9.
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Figura 9. Viabilidad de lineas celulares de cancer de mama expuestas a IMMUNEPOTENT CRP.
Las células de cancer de mama (a) MCF-7, (b) MDA-MB-231 y (¢) SKBR3 fueron expuestas a diferentes
concentraciones de IMMUNEPOTENT CRP (0-1.5 U/mL durante 24, 48 y 72 h. La viabilidad celular se
determiné mediante el ensayo de MTT. Los ensayos se realizaron por triplicado y se graficé la desviacién
estandar.

En el tratamiento de los fibroblastos (HDFn y 3T3 Swiss albino se observé un efecto
dependiente solo de la dosis al igual que las dos lineas de cancer de mama (MDA-MB-
231 y SKBR-3) sin embargo la linea HDFn mostré mayor sensibilidad ya que la
viabilidad cay6 por debajo del 30 % con la minima concentracion usada como se

observa en la figura 10.

Las Concentraciones Inhibitorias al 50 de las lineas celulares tratadas con Curcumina e

IMMUNEPOTENT CRP se muestran en la tabla 1.
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Figura 10. Viabilidad de lineas celulares no cancerigenas expuestas a IMMUNEPOTENT CRP. Las
células no cancerigenas (a) FDHn y (b) 3T3-Swiss albino fueron expuestas a diferentes concentraciones
de IMMUNEPOTENT CRP (0-1.5 U/mL) durante 24, 48 y 72 h. La viabilidad celular se determiné

mediante el ensayo de MTT. Los ensayos se realizaron por triplicado y se graficé la desviacion estdndar.

Tabla 1. Concentracion Inhibitoria 50 de Curcumina e IMMUNEPOTENT CRP en las células de
cancer de mama y fibroblastos.

Linea celular CI5p Curcumina CIs, ICRP
MCF-7 12.11 uM/uL 1.42 U/mL
MDA-MB-231 15.2 uM/uLL 0.45 U/mL
SKBR-3 18.4 uM/uL 0.38 U/mL
HDFn 15.52 uM/uLL 0.0026 U/mL
3T3-Swiss albino 24 uM/uLL 0.72 U/mL
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8.2 Efecto de Curcumina e IMMUNEPOTENT CRP en la morfologia celular de las
lineas celulares MCF-7, MDA-MB 231, SKBR3, HDFn y 3T3-Swiss albino

El tratamiento de las lineas celulares con las concentraciones mencionadas
anteriormente de Curcumina e IMMUNEPOTENT CRP afectan la morfologia celular, el
efecto mas notorio en las células tratadas con Curcumina se puede observar desde la
concentracion de 15 pM/mL, siendo mds evidente a la concentraciéon de 30 uM/mL,
donde las células adaptan una morfologia redondeada, pigndticas y con una gran
cantidad de vacuolas. Este efecto es similar en todas las lineas celulares como se observa

en la figura 11.

En lo que respecta a la morfologia de las lineas cancerigenas y no cancerigenas tratadas
con IMMUNEPOTENT CRP, la alteracion de la morfologia celular se observé desde la
concentracion de 0.75 U/mL y a una concentracién de 1.5 U/mL el 100% de las células

presentaron una pérdida de la morfologia como se muestra en la figura 12.
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Figura 11. Efecto de la Curcumina en la morfologia de las lineas celulares de cancer de mama y
fibroblastos. En la primera columna (a) se muestra el control (0 pM/mL) de cada una de las lineas
celulares, la columna 2 (b) y 3 (¢) fueron expuestas a 15 y 30 pM/mL de Curcumina respectivamente.

34



0 U/mL 0.75 U/mL ~ 1.5U/mL

MCF-7

MDA-
MB-231

SKBR3

F.H

F R.

Figura 12. Efecto del IMMUNEPOTENT CRP en la morfologia de las lineas celulares de cancer de
mama Yy fibroblastos. En la primera columna (a) se muestra el control (0 U/mL) de cada una de las lineas
celulares, la columna 2 (b) y 3 (c¢) fueron expuestas a 0.75 y 1.5 U/mL de ICRP respectivamente.
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8.3 Determinacion de la expresion basal de Par-4 en lineas celulares de cancer de
mama y fibroblastos.

La determinacion de la expresion basal de la proteina Par-4 se realiz6 mediante Western
blot. Los niveles de la expresiéon basal de la proteina Par-4 varia en todas las lineas
celulares. La linea MCF-7 mostro una expresiéon mds baja comparado con las otras dos
lineas celulares de ciancer de mama mientras que los fibroblastos de humano (HDFn)
presentan una sefial mds fuerte en comparacion con la linea de fibroblastos de raton y el
resto de las lineas celulares. En la figura 13 se observa la expresion basal de la proteina

Par-4 y B-actina como gen enddégeno en cada una de las lineas celulares para normalizar

la expresion de la proteina Par-4.
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Par-4

Figura 13. Analisis de la expresion basal de la proteina Par-4. Cada una de las lineas celulares
mostraron una expresion basal variada. El fibroblasto humano (HDFn) mostré una expresiéon mayor en
comparacién con el resto de las lineas celulares.

36



8.4 Analisis de la modulacion de la proteina Par-4 en fibroblastos por Curcumina e
IMMUNEPOTENT CRP

Para determinar si la Curcumina e ICRP tenian la capacidad de incrementar la expresion
de Par-4 en fibroblastos. Las lineas celulares HDFn y 3T3-Swiss albino fueron tratadas
con Curcumina e IMMUNEPOTENT CRP y se analiz6 mediante Western blot. Los
resultados mostraron un incremento en la expresion de la proteina en la linea HDFn con
Curcumina a las 4 h y 24 h después del tratamiento en una concentracién de 10 uM/uL y
60 uM/uL, respectivamente. Mientras que el tratamiento con IMMUNEPOTENT CRP
mostro un incrementé a las 24 h después del tratamiento con 0.5 U/mL como se observa
en la figura 14 a. En la linea 3T3-Swiss albino (figura 14 b) se observé un incremento en
la expresion de la proteina con 60 uM/ul de Curcumina 4 horas después del tratamiento

y 1 U/mL de IMMUNEPOTENT CRP a las 24 h después del tratamiento.

HDFnN
a CURCUMINA ICRP
4 h 24 h 4 h 24 h
ctl 10 60 10 60 0.5 2 0.5 2

Par-4

B-actina

3T3-Swiss albino

b CURCUMINA ICRP
4 h 24 h 4 h 24 h
Ctl 10 60 10 60 0.5 1 0.5 i |

Par-4

B-actina

Figura 14. Modulacion de la proteina Par-4. Las lineas celulares (a) HDFn y (b) 3T3-Swiss albino se
sometieron a tratamiento con curcumina e IMMUNEPOTENT CRP en dos concentraciones por 4h y 24h.
El andlisis de la modulacién de la proteina se realizé mediante Western blot.
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8.5 Analisis de la expresion de Par-4 soluble en medio condicionado de fibroblastos
tratados con Curcumina e IMMUNEPOTENT CRP

Para determinar si la curcumina e IMMUNEPOTENT CRP tenian la capacidad de
inducir la secrecién de la proteina Par-4, se evalud la expresion de par-4 en medio
condicionado de fibroblastos después del tratamiento con diferentes dosis y tiempos de
Curcumina e IMMUNEPOTENT CRP. Los resultados mostraron la presencia de Par-4
soluble en medios de cultivo y un incremento en la expresion de Par-4 después de las 4 h
de tratamiento con Curcumina, asi como con IMMUNEPOTENT CRP en comparacién
con el control, y a las 24 h después del tratamiento, la curcumina al parecer es un mejor
inductor de la secrecidon de Par-4, como se observa en la figura 15 a. La expresion se
puede apreciar mejor en el andlisis densitométrico del Western blot como se muestra en

la figura 15 b.
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Figura 15. Expresion de la proteina Par-4 en medio condicionado. La linea celular HDFn se
sometié a tratamiento con curcumina e IMMUNEPOTENT CRP en dos concentraciones por 4h y
24h, después se recolecto el medio condicionado. El andlisis de la expresién de la proteina se
realiz6 mediante Western blot. a) Analisis de Western blot de medio condicionado. b) Analisis
desitométrico de las bandas del Wb.
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8.6 Analisis del incremento de la concentracion de Par-4 soluble en plasma de
ratones tratados con Curcumina e IMMUNEPOTENT CRP

Para determinar si la Curcumina e IMMUNEPOTENT CRP tienen la capacidad de
incrementar la expresion de la proteina Par-4 soluble sistémica en ratones y analizar si
dicha proteina tenia la capacidad de inducir muerte en células cancerigenas, se
administr6 Curcumina (100 mg/kg) e IMMUNEPOTENT CRP (5 U en 200 pL) via
intraperitoneal a ratones BALB/c de 5 semanas de edad, 24 h después se recolectd el
plasma y se inactivo el complemento a 56°C por 30 minutos, la expresion de la proteina
Par-4 se analiz6 mediante western blot (figura 16 a) donde se observé un incremento en
la expresion de la proteina después del tratamiento en comparacioén con el control, sin
embargo, se observd un mayor incremento en el plasma de ratones tratados con
IMMUNEPOTENT CRP en comparacién al plasma de ratones tratados con Curcumina,
esto se puede observar mejor en el andlisis densitométrico del Western blot, donde se
muestra un mayor incremento de la proteina en plasma de ratones tratados con

IMMUNEPOTENT CRP (figura 16 b).

b [
<
=
S5
a 2
Ctl CURC ICRP 2
F4
E [ I=:}
Par-4 Ss mCure
5 = ICRP
; 2
S
Albumina £,

Figura 16. Modulacién de la proteina Par-4 soluble en ratones. Ratones BALB/c se inocularon con
Curcumina e IMMUNEPOTENT CRP en una concentraciéon de 100 mg/kg y 5 U en 200 uL de agua
inyectable respectivamente via intraperitoneal. Después de 24 h se recolect6 el plasma. El andlisis se llevé
a cabo mediante la técnica de western blot. (a) Western blot de la modulacién de Par-4, (b) analisis
densitométrico del Western blot.
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8.7 Analisis del efecto del plasma de ratones tratados con Curcumina e
IMMUNEPOTENT CRP en la viabilidad de células de cancer de mama

Para evaluar el efecto del plasma de ratones tratados con Curcumina e
IMMUNEPOTENT CRP sobre la viabilidad de células de cancer de mama (MCF-7.
MDA-MB-231 y SKBR3), las células de cdncer de mama se incubaron en medio que
contenia 10% y 20% de plasma y se evalué mediante MTT. En la linea MCF-7 se
observo que la viabilidad de las células incubadas con el plasma de ratones tratados con
IMMUNEPOTENT CRP en una concentracién de 20% disminuye significativamente
(p=0.003) en comparacion con control. Por otro lado, el plasma de ratones tratados con
Curcumina estimulo la proliferacion celular, incrementando su viabilidad. En el grupo
de células tratadas con 10% de plasma, no se observé una disminucién significativa en la
viabilidad con respecto al control como se observa en la figura 17 a. Este fenémeno se
repiti6é en las lineas MDA-MB-231 y SKBR3, donde se observd que solo las células
tratadas con plasma de ratones tratados con IMMUNEPOTENT CRP disminuy6 su
viabilidad significativamente (p=0.0001 y p=0.0001 respectivamente) mientras que en
los grupos tratados con 10% de plasma no se observd diferencia significativa en
comparacién con el control (figura 17 b 'y 17 c¢). EL grupo con DMSO se meti6 como
control debido a que se usé para disolver la Curcumina. La viabilidad se analiz6

mediante el ensayo de MTT.
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Figura 17. Analisis de la viabilidad de células de cancer de mama expuestas a plasma de ratones
tratados con Curcumina e IMMUNEPOTENT CRP. El plasma de ratones tratados con Curcumina e
IMMUNEPOTENT CRP, se expuso a células de cdncer de mama en una concentracién de 10% y 20%
durante 24 h. Se observé una disminucién significativa en el grupo tratado con plasma con
IMMUNEPOTENT CRP en todas las lineas celulares en comparacién con el control. Los grupos de
ratones sin tratar y tratados con DMSO se usaron como control. La viabilidad se determiné mediante el
ensayo de MTT. *** = p<0.001, ** = p< 0.01, * = p< 0.05

Posterior a esto, para determinar que el efecto en la disminucion de la viabilidad
observado anteriormente era por la proteina Par-4, la linea MCF-7 se incub6 en medio
que contenia 20% de plasma de ratones tratados con IMMUNEPOTENT CRP solo y en
combinacién con el anticuerpo anti-Par-4, cabe resaltar que la mezcla del plasma con el
anticuerpo se hizo media hora antes de incubar con las células para dar tiempo a que se
llevara a cabo la neutralizacion de la proteina. La viabilidad celular se evalu6 mediante
el ensayo de MTT. En los resultados se observo un incremento en la viabilidad de las
células que fueron incubadas con la mezcla de plasma-anti-Par-4 en comparacién con las
células que se expusieron solo al plasma como se observa en la figura 18 a. EL efecto
también se observd en la morfologia de las células, donde en el tratamiento con el
plasma-anti-Par-4 se observé una disminucion en la perdida de la morfologia celular en

comparacion con las células expuestas solo a plasma como lo muestra la figura 18 b.
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Figura 18. Analisis de la viabilidad de células MCF-7 expuestas a plasma de ratones tratados con
IMMUNEPOTENT CRP y anti-Par-4. (a) El plasma de ratones tratados con IMMUNEPOTENT CRP,
se expuso a células MCF-7 en una concentracién de 20% solo y en combinacién con anti-Par-4 durante 24
h y. (b) Efecto en la morfologia de células expuestas a 20% de plasma y plasma/ac. La viabilidad se
determiné mediante el ensayo de MTT.

42



8.8 Quimiosensibilizacion de células de cancer de mama via Par-4

Para determinar si la proteina Par-4 secretada por IMMUNEPOTENT CRP era capaz de
quimiosensibilizar a las células de cancer de mama (MCF-7), las células se expusieron a
plasma de ratones tratados con IMMUNEPOTENT CRP solo y en combinacién con
cisplatino y se analiz6 mediante MTT. La figura 19 a muestra la viabilidad de las células
expuestas a 5 ug/uL y 10 ug/uL de cisplatino. Los resultados mostraron que hay una
disminucién en la viabilidad celular en los grupos que se expusieron a la combinacién de
plasma-cisplatino, siendo mds evidente la disminucién en el grupo que contenia 10

ug/uL de cisplatino en comparacién con el control como se observa en la figura 19 b.
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Figura 19. Analisis de la viabilidad de células MCF-7 expuestas a plasma de ratones tratados con
IMMUNEPOTENT CRP y Cisplatino. (a) Las células MCF-7 se expusieron a 5 y 10 pg/uL por 24 h'y
se analizé la viabilidad. (b) El plasma de ratones tratados con IMMUNEPOTENT CRP, se expuso a
células de cancer de mama en una concentracion de 10% solo y en combinacién con Cisplatino durante 24
h. Se observé una reduccion significativa en los tratamientos con IMMUNEPOTENT CRP-cisplatino en
comparaciéon con el control. Los grupos de ratones sin tratar y tratados con DMSO se usaron como
control. La viabilidad se determiné mediante el ensayo de MTT. ***=P < 0.0001
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9. DISCUSION

El cincer de mama es la causa mds frecuente de muerte en mujeres a nivel mundial
debido a que presenta alta propension a la recurrencia. El gen Par-4 ha sido propuesto
como un regulador negativo de la recurrencia del cancer de mama (Alvarez et al., 2008),
la disminucién en la expresion de la proteina Par-4 es asociada a un pobre prondstico de
los pacientes y a un a pobre respuesta a la quimioterapia neoadyuvante, asi como a un
alto riesgo de recaida de los pacientes, por lo que es importante buscar estrategias que
permitan inducir la expresion de Par-4 en pacientes con pobre prondstico. Burikhanov et
al., 2017 han propuesto a la CQ como un excelente inductor de Par-4 soluble en células
de fibroblastos normales con accién especifica en células cancerigenas. En este trabajo
nosotros analizamos a la Curcumina y el IMMUNEPOTENT CRP como inductores de
la expresion y secrecion de Par-4 y su accién sobre células de cidncer de mama con
diferente estatus hormonal. Se ha observado que células de prostata y cancer de mama
con un estatus hormonal positivo responden mejor al estimulo apoptético inducido por
Par-4. En este trabajo analizamos la expresién basal de las lineas celulares MCF-7,
MDA-MB-231 y SKBR3 encontrdndose una mayor expresion en las lineas celular
MDA-MB-231 (triple negativo) y SKBRE (RE negativo, Her2/neu positivo) y una
menor expresion en las células MCF-7 (RE positivo). Por otra parte, De Bessa Garcia et
al., 2010 reportaron una mayor expresion de Par-4 en células MCF-7 en comparacion
con las células MDA-MB-231, mientras que Cahalin et al., 2012 reporté una mayor
expresion de Par-4 en MCF-7 comparado con las células SKBR3. Estos resultados
difieren con nuestros resultados, ya que nosotros encontramos una expresion basal de
Par-4 en MCF-7 significativamente menor en comparacién con las células MDA-MB-
231 y SKBR3, posiblemente debido a que las condiciones de cultivo no son las mismas

ya que ellos usaron medio RPMI y nosotros DMEM /F12.

La expresion exdgena de Par-4 reduce la proliferacion de la linea celular MCE-7
mientras que el knockout de Par-4 con un RNAi induce un aumento en la proliferacion
celular, asi como en la expresion de BCL-2 y reduce la expresion de BID sin alterar el

ciclo celular (Pereira MC et al., 2013).

44



En el andlisis de viabilidad de las lineas celulares de cdncer de mama tratadas con
Curcumina se observé una mayor sensibilidad en las MCF-7 en comparacion a las
MDA-MB-231 y SKBR3, esto concuerda con lo reportado por Shao et al., 2002, donde
observaron una mayor sensibilidad en las MCF-7 y lo relacionaron con la sensibilidad a
estrégenos, ya que sugieren que la curcumina actda a través del RE. Sin embargo, este
mecanismo no es el mismo para las otras dos lineas celulares que son RE negativo. Se ha
reportado que la Curcumina afecta preferentemente células cancerigenas y no células
normales (Syng-Ai C et al.,, 2004), sin embargo en este trabajo los cultivos de
fibroblastos se observé una mayor sensibilidad de la Curcumina en células HDFn, que
en las células cancerigenas, sin embargo algunos estudios han reportado que la
Curcumina induce apoptosis en las células HDF en altas concentraciones y esta puede
ser reducida con una coadministraciéon de antioxidantes (Scharstuhl A. et al., 2009;
Mangalathillam S et al., 2012), ademdas Kuttan R et al., 1985 observé citotoxicidad de

Curcumina frente a una linea celular de macréfagos murinos y células renales humanas .

Estudios previos han demostrado que el IMMUNEPOTENT CRP induce muerte celular
en una variedad de células cancerigenas como MCF-7, (Mendoza-Gamboa E et al.,
2008) K562, (Sierra-Rivera CA et al., 2016) y HelLa (Martinez-Torres et al., 2018)
mediada por ROS e independiente de caspasas (Martinez-Torres). En nuestros resultados
observamos una disminucion en la viabilidad celular de una manera dependiente de la
dosis y el tiempo en la linea celular MCF-7 como ha sido reportado por el Dr. Franco
Molina, en su trabajo observaron una Clsy de 0.06 U/mLen células MCF-7 tratadas con
IMMUNEPOTENT CRP en un periodo de incubaciéon de 72 h, mientras que nuestros
resultados fue 1.42 U/mL en 24 h. Martinez-Torres et al., 2018 también reporta un
efecto dependiente de dosis y tiempo en células Hela incubadas con IMMUNEPOTENT
CRP, sin embargo, en nuestros resultados con el resto de las lineas celulares (MDA-MB-
231, SKBR3, HDFn y 3T3-Swiss albino) observamos un efecto dependiente de dosis,

pero no dependiente del tiempo.

La Curcumina y el IMMUNEPOTENT CRP incrementaron la expresion de la proteina

Par-4 las lineas celulares HDFn y 3T3-Swiss albino comparado con las células no
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tratadas, Thayyullathil et al., 2014 observaron que la Curcumina induce una activacién
de Par-4 dependiente ROS conduciendo a autofagia en células de glioma maligno

humano, U87MG y U118MG (Thayyullathil F et al., 2014),

La exposicion breve a agentes inductores de estrés del reticulo endoplasmico aumento
atn maés la secrecion celular de Par-4 por una via sensible a brefeldin-A. La secrecion se
produjo independientemente de la activacion de la caspasa y la apoptosis (Burikhanov R
et al., 2009). La secrecién normal de la proteina Par-4 soluble es muy baja para causar
una apoptosis masiva, sin embargo compuestos de la familia heterocicicas inducen
secrecion de la proteina dentro de los principales compuestos secretagogos se encuentra
el Arylquins 1 (Burikhanov R et al., 2014), en el 2017 Burikhanov et al., observaron que
lineas celulares normales de humano y de ratén (MEF, PrSCs, PrECs, HEL y HBEC), se
incremento la expresion de Par-4con una serie de firmacos que contenian el farmacé6foro
de quinolina o quinolona. En este trabajo se observé Curcumina ¢ IMMUNEPOTENT
CRP también indujeron la secrecion de la proteina Par-4 en la linea celular HDFn, es
posible que compuestos que induzcan un estrés del reticulo endopldsmico tiene la
capacidad de inducir secreciéon de Par-4 como lo son la Curcumina y el

IMMUNEPOTENT CRP.

En base a los estudios de Burikhanov et al., 2017 donde demuestra que algunos
secretagogos son capaces de inducir la secrecion de par- 4 en células normales en cultivo
celular y en ratones en forma sistémica nosotros tratamos ratones BALB/c tratados con
Curcumina e IMMUNEPOTENT CRP y observamos un incremento en la expresion de
la proteina Par-4 en plasma comparado con los ratones control, y observamos que el
plasma de ratones tratados con IMMUNEPOTENT CRP indujo una disminucion en la
viabilidad en las lineas celulares de cancer de mama MCF-7, MDA-MB-231 Y SKBR3,
comparados con los controles, y el plasma de los ratones tratados con el
IMMUNEPOTENT CRP bloqueado previamente con 50 pg/mL de anticuerpo anti-
PAR-4, indicando que el IMMUNEPOTENT CRP puede funcionar como secretagogo

de Par-4 y funcionar como un excelente quimiosensibilizante en pacientes con cancer.
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10.CONCLUSIONES
1.- Las células de cancer de mama (MCF-7, MDA-MB-231 y SKBR3) y fibroblastos

(HDFn y 3T3-Swiss albino) presentaron diferente expresion basal de la proteina Par-4.

2.- El IMMUNEPOTENT CRP presenta efectos dependientes de concentracién y no de
tiempo en las lineas celulares de ciancer de mama y fibroblastos, excepto en células

MCEF-7.

3.- Curcumina e ICRP incrementan la expresion y secrecion de la proteina Par-4 en

HDFn y 3T3-Swiss albino.
4.- Curcumina e ICRP inducen la secrecion sistémica de la proteina Par-4 en ratones

5.- La proteina Par-4 secretada por ICRP tiene la capacidad de inducir muerte celular en

lineas celulares de cancer de mama.

6.- La proteina Par-4 presente en el plasma de ratones tratados con ICRP es capaz de

quimiosensibilizar a las células de cdncer de mama MCF-7.
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