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1. RESUMEN

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial antes de los 70 afios,
el cancer de mama afecta a hombres y mujeres, siendo mas comun en las mujeres
representando la principal causa de muerte. La mayoria de las muertes por cancer se deben
principalmente a la recurrencia del tumor. Par-4 es una proteina proapoptotica que se
expresa de manera basal en la mayoria de las células. Se ha observado que la expresion
de Par-4 esta disminuida en muchos tipos de cancer y se asocia con la agresividad del
tumor y una menor supervivencia de los pacientes. Par-4 induce apoptosis tanto por via
intrinseca como por via extrinseca interactuando directamente con la proteina GRP78,
Par-4 soluble puede ser inducida por diferentes secretagogos.

Curcumina, un compuesto polifendlico, tiene la capacidad de quimiosensibilizar e inducir
la muerte en células cancerigenas. El objetivo de esta tesis fue analizar la capacidad de la
curcumina para sensibilizar a las células cancerigenas e incrementar la expresion y
secrecion de Par-4, tanto in vitro como “in vivo” en células de cancer de mama. Para ello,
se utilizaron lineas celulares de cancer de mama, céncer cervicouterino y melanoma
murino, asi como ratones Balb/c.

Las células cancerigenas fueron tratadas con diferentes concentraciones de curcumina,
sola y en combinacion con cisplatino para evaluar su viabilidad. Las células de cancer de
mama se incubaron con diferentes concentraciones de curcumina y se analizé la expresion
de Par-4 intracelular y soluble. Posteriormente, ratones Balb/c fueron inoculados con
curcumina y se analizo la expresion de Par-4 soluble en suero. Finalmente, las células de
cancer de mama se incubaron con Par-4 soluble (proveniente de medio condicionado y
plasma de ratones) para analizar si se sensibilizaban frente al cisplatino.

El anélisis de viabilidad mediante la técnica de MTT mostré que la curcumina indujo una
inhibicidn de la viabilidad celular y presento sinergismo al combinarse con cisplatino. El
analisis mediante inmunodeteccion (Western blot) e inmunofluorescencia revelé un
incremento en la expresion de Par-4 y WT1 intracelulares, asi como de Par-4 soluble en
medio condicionado y plasma, después del tratamiento con curcumina. Ademas, el analisis
de viabilidad (MTT) mostrd que Par-4 soluble sensibilizo las células de cancer de mama

frente al cisplatino.



Finalmente, el ensayo en el modelo murino (ratones Balb/c) revelé una reduccion
significativa del tamafio del tumor y una menor incidencia de metastasis en comparacion
con el grupo control. Nuestros resultados sugieren que el tratamiento con curcumina puede
incrementar la expresion y secrecion de Par-4, lo cual sensibiliza a las células cancerigenas
al cisplatino y reduce la viabilidad de estas.

Este estudio destaca la importancia de Par-4 en el cancer de mama y sugiere que la
curcumina podria ser una herramienta eficaz para mejorar los resultados clinicos y la

supervivencia de los pacientes con cancer de mama.



2. ABSTRACT

The cancer is one of the leading causes of death worldwide before the age of 70, breast
cancer affects men and women, being more common in women representing the main
cause of death. Most cancer deaths are mainly due to tumor recurrence. Par-4 is a pro-
apoptotic protein that is expressed basally in most cells. Par-4 expression has been
observed to decrease in many types of cancer and is associated with tumor aggressiveness
and lower patient survival. Par-4 induces apoptosis both intrinsically and extrinsically by
interacting directly with the GRP78 protein, soluble Par-4 can be induced by different
secretagogues.

Curcumin, a polyphenolic compound, has the ability to chemosensitize and induce death
in cancer cells. The aim of this thesis was to analyze the ability of curcumin to sensitize
cancer cells and increase the expression and secretion of Par-4, both in vitro and "in vivo"
in breast cancer cells. To do this, breast cancer, cervical cancer and murine melanoma cell
lines were used, as well as Balb/c mice.

The cancer cells were treated with different concentrations of curcumin, alone and in
combination with cisplatin to assess their viability. Breast cancer cells were incubated
with different concentrations of curcumin and the expression of intracellular and soluble
Par-4 was analyzed. Subsequently, Balb/c mice were inoculated with curcumin and the
expression of soluble Par-4 in serum was analyzed. Finally, breast cancer cells were
incubated with soluble Par-4 (from conditioned medium and mouse plasma) to analyze
whether they were sensitized to cisplatin.

The viability analysis using the MTT technique showed that curcumin induced an
inhibition of cell viability and presented synergism when combined with cisplatin.
Analysis by Western blot and immunofluorescence revealed an increase in the expression
of intracellular Par-4 and WT1, as well as soluble Par-4 in conditioned medium and
plasma, after curcumin treatment. In addition, the viability analysis (MTT) showed that
soluble Par-4 sensitized breast cancer cells to cisplatin.

Finally, the trial in the murine model (Balb/c mice) revealed a significant reduction in

tumor size and a lower incidence of metastasis compared to the control group. Our results



suggest that curcumin treatment may increase Par-4 expression and secretion, which
sensitizes cancer cells to cisplatin and reduces their viability.

This study highlights the importance of Par-4 in breast cancer and suggests that curcumin
could be an effective tool for improving clinical outcomes and survival for breast cancer

patients.



3. INTRODUCCION

Par-4 juega un papel importante en la homeostasis celular, ya que ayuda 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 Par-4 se
correlacionaron con un buen pronostico y un bajo nivel de expresion con un mal
prondstico en términos de supervivencia; de hecho, se ha demostrado que Par-4 esta
disminuido en mas del 70% de los canceres renales, neuroblastoma y formas agudas y
cronicas de leucemia, pancreas, prostata y mama.

Par-4 es un regulador clave de la supervivencia de las células cancerigenas y puede ser un
objetivo para terapias dirigidas selectivas contra el cancer, la expresion de Par-4 modula
la apoptosis y ejerce efectos inhibidores del crecimiento y quimiosensibiliza las células a
docetaxel y otras drogas. Por otra parte, la disminucion en la expresion basal de Par-4 se
ha asociado con la EMT, un fenotipo tumoral agresivo y podria representar un marcador
prondstico y predictivo adicional, ademas de ser uno de los principales determinantes en
la regresion del cancer de mama.

Par-4 es una proteina nuclear con una secuencia de zipper de leucina de aproximadamente
39 kDa en su extremo carboxilo terminal, que le permite la union a proteinas y ADN, dos
secuencias de localizacién nuclear (NLS1y NLS2), una secuencia de exportacion nuclear
y un Unico dominio selectivo para apoptosis de células cancerigenas (SAC) de 59
aminoécidos, localizado entre los aminoacidos 137 y 195, es la unidad funcional principal
para la inducciéon de apoptosis. Par-4 tiene la capacidad de inducir selectivamente
apoptosis en células cancerosas, pero no en normales. La apoptosis se lleva a cabo por dos
vias: la via extrinseca que es mediante la union del dominio SAC al receptor GRP78
(proteina reguladora para la glucosa 78), el cual se encuentra altamente expresado en la
superficie de células cancerosas, esta union inicia la sefializacion para la activacion de
receptores de muerte como TRAIL y la activacion de caspasa 8. La via intrinseca se lleva
a cabo mediante la inhibicién de los mecanismos de sobrevivencia asociados a NF-xB
superando los mecanismos protectores de las células, tales como la presencia de Bcl-xL,
Bcl-2, la ausencia de la funcion p53 o PTEN y Al/Bfl1; y genes antiapoptoticos como
inhibidor de apoptosis ligado a X (XIAP) que protegen de la apoptosis generada por TNF-

a.



Para la activacion de la apoptosis extrinseca es necesaria la presencia de Par-4 soluble
(extracelular). Recientemente se ha probado el efecto de compuestos como la cloroquina
(CQ), arilquin 1 y crizotinib, con actividad secretagogo para Par-4, es decir, tiene la
capacidad de incrementar la secrecion de Par-4. El incremento en la expresion de Par-4
intracelular como de Par-4 soluble, puede sensibilizar a las células cancerigenas a la
apoptosis mediada por drogas.

En este trabajo se pretende demostrar si la curcumina incrementa y secreta Par-4 in vitro

e in vivo, con efecto en células de cancer de mama.



4. ANTECEDENTES

4.1 Cancer de mama

4.1.1 Epidemiologia

El cancer se caracteriza por un crecimiento descontrolado de células debido a alteraciones
genéticas. El cancer de mama en mujeres es el tipo de cancer mas comudnmente
diagnosticado, representando el 11.7% del total de casos, seguido por el cancer de pulmon
conun 11.4% y la principal causa de muerte por cancer (Sung et al. 2021). Segun la OMS,
en 2022 se diagnosticaron 2.30 millones de mujeres con cancer de mama, y 670,000

murieron por esta enfermedad. (World Health Organization. 2023., Sung et al. 2021).

El cancer de mama afecta tanto a poblaciones de paises desarrollados como en desarrollo.
En Estados Unidos, representa el 30% de todos los nuevos canceres diagnosticados cada
afio, el 12.5% de las mujeres han sido diagnosticadas con cancer de mama, y el 3.5%
fallece por esta causa, con tasas de mortalidad que aumentan con la edad segun la sociedad
Americana del Cancer. El cancer de mama también afecta a hombres, representa el 1% de
los diagnosticos de cancer de mamay el 0.5% de los casos de cancer general (Weiss et al.
2005). Se estima que en 2024 habra 310,720 nuevos casos de cancer de mama invasivo
en mujeres y 42,250 muertes en los Estados Unidos (American Cancer Society, 2024).

En México, el cancer de mama también representa un problema de salud, durante el afio
2022 se diagnosticaron 23,790 casos nuevos (27.64 por cada 100 mil habitantes en
poblacion de 20 afios y mas) y 7,888 muertes (9.0% del total de muertes por tumores)
debido a este tipo de cancer, de los cuales el 94.9% (7,838) fueron mujeres y 0.6% (50)
hombres, Nuevo ledn alcanzo el segundo lugar con 24.72% defunciones (por cada 100,000
mujeres de 20 afios 0 mas) segun datos registrados por el Instituto Nacional d Estadistica
y Geografia (INEGI, 2023).



4.1.2 Clasificacion

La clasificacion de los carcinomas mamarios ha sido ampliamente estudiada. Existen
varios criterios para clasificar el cancer de mama. La clasificacion histopatoldgica se basa
en invasores y no invasores (in situ). 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 invasion a través de la membrana basal en
el estroma circundante, aproximadamente el 49% de los casos de DCIS son de tipo luminal
A (Ward et al. 2015; Kuo et al. 2018). EI DCIS es el precursor inmediato del cancer de
mama invasivo, aproximadamente el 25% de los casos de DCIS son diagnosticados con
cancer de mama ductal invasivo después de la cirugia (Ward et al. 2015). El cancer de
mama ductal invasivo representa aproximadamente entre el 80%-90% de todos los casos
de cancer de mama y con mayor frecuencia (73.4%) presenta el fenotipo luminal Ay de
tipo basal (10.9%) en comparacion con el DCIS con 62.5% y 7.7% respectivamente
(Tamimi et al. 2008; Sharma et al. 2010; Mouabbi et al. 2022). El carcinoma lobulillar in
situ (CLIS) se origina del lobulillo terminal ductal, y se puede distribuir de manera difusa
por la mama. En las pacientes diagnosticadas con CLIS es comUn que mas de un lobulillo
este afectado, lo que incrementa el riesgo de desarrollar cancer de mama invasor hasta un
30%. EIl carcinoma lobulillar invasivo (CLI) representa del 10% al 15% de todos los
diagndsticos de cancer de mama. El diagnostico de CLIS generalmente se da antes de la
menopausia, entre los 40 y 50 afios. Menos del 10% de las mujeres diagnosticadas con
CLIS ya han atravesado la menopausia, ademas de que se presenta con menos frecuencia
en hombres (Castellanos et al. 2009; Breastcancer.org, 2018; Mouabbi et al. 2022). En
contraste con el carcinoma invasor de mama que es capaz de invadir a través de la
membrana basal en el estroma circundante (Kuo et al. 2018).

La clasificacién del cancer de mama ha sido categorizada en cuatro principales grupos
basados en la expresion de receptores hormonales: Luminal A, luminal B, enriquecido con
HERZ2, normal y basal (Irigoyen et al. 2011; Orrantia-Borunda et al. 2022). El cancer de
mama subtipo luminal A es el mas frecuente, representa aproximadamente el 67% de los
tumores, con alta expresion de genes relacionados con el receptor de estrogeno (RE) y

baja expresion de genes relacionados con proliferacion ( Ki67 menor al 20%) en



comparacion con el luminal B, ademas de que puede ser tratado solo con hormonoterapia,
por sus caracteristicas se sugiere un mejor prondstico para los pacientes en comparacion
con otros subtipos de canceres de mama (Zepeda-Castilla et al. 2008; Inic et al. 2014; Gao
et al. 2018). El subtipo luminal B tiende a ser de més alto grado y tiene peor pronostico
que el subtipo luminal A, este subtipo son RE positivos y pueden ser receptor de
progesterona (PR) negativo, asi como una expresion alta de Ki67 (mayor del 20%)
requiere de terapia hormonal en combinacidn con quimioterapia ya que cuenta con mas
genes relacionados a proliferacion (Zepeda-Castilla et al. 2008, Inic et al. 2014). El cancer
de mama HER2 positivo representa del 10% al 15% de los canceres de mama
diagnosticados, su caracteristica principal es que cuenta con alta expresion de HER2,
expresion o carencia de RE y PRy expresion de Ki67 (30% o mas) lo cual le permite ser
mas agresivo y crecer con mayor rapidez en comparacién con el subtipo luminal
(Krishnamurti et al. 2014; Loibl & Gianni 2017). El cancer de mama categorizado como
basal es altamente agresivo, con frecuencia los pacientes que presentan este tipo de cancer
tienen mal prondstico y son dificiles de tratar. Un gran porcentaje (70%-80%) de los
canceres de mama diagnosticados bajo el subtipo basal son triple negativo (TNBC), esto
porque carecen de expresion de RE, PR y expresion de HER2. La nula presencia de estos
marcadores tumorales son el principal obstaculo en la terapia de cancer de mama, debido
a que estos tumores tienden a ser altamente resistentes a la quimioterapia y terapias
dirigidas con alta propension a la recurrencia. Aproximadamente el 80% de todos los
canceres de mama presentan un comportamiento agresivo y estan clasificados bajo el
subtipo TNBC (Kuo et al. 2018; Hebbar et al. 2013; Rosales et al. 2016; Orrantia-Borunda
et al. 2022).

La mayoria de las muertes por cancer de mama se relacionan con metéastasis y 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 cancer de mama. Sin
embargo, se sabe poco sobre las vias que contribuyen a la supervivencia y recurrencia de
las células residuales de cancer de mama. Estudios han identificado a la proteina
proapoptatica supresora de tumor Par-4 como un regulador critico de la recurrencia del

tumor mamario (Alvarez et al. 2013).



4.1.3 Factores de riesgo

El cancer 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 (Hartmann et al. 2005; Eberl et al.
2005; Sant”Ana et al. 2016; Hebbar et al. 2013; Sifuentes-Alvarez et al. 2015).

Una alimentacion saludable reduce el riesgo a padecer cancer 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 (McTiernan et al. 2003; Sant ’Ana
et al., 2016; Pérez-Solis et al. 2016).

Hay una alta probabilidad de desarrollar cancer a partir de mutaciones en genes que
codifican proteinas que estan involucradas en procesos de reparacion del DNA y
regulacién del ciclo celular, que son funciones que mantienen la fidelidad e integridad del
genoma (Pérez-Solis et al. 2016). En el caso de cancer de mama, se ha observado que las
mutaciones de penetrancia mas altas se presentan en genes que codifican a: BRCAL y
BRCAZ2 (gen cancer de mama 1y 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 et al. 2004) y proteina kinasa activada por mitégeno 1 (MAP3K1) (Kan et al.
2010).

4.1.4 Tratamiento

La terapia para este tipo de cancer depende de la etapa y el estado clinico del paciente,
ademas de las caracteristicas anatomicas y patolédgicas de la enfermedad. EIl tratamiento
local consiste en cirugia y radioterapia y el tratamiento sistémico consiste en terapia
hormonal, quimioterapia y terapia bioldgica (Clarke et al. 2005; Maughan et al. 2010;
Figueroa-Magalhdes et al. 2014; Leal et al. 2016; Ben-Dror et al. 2022). El estatus



hormonal de las células de cancer de mama determina las opciones de tratamiento.
Durante varios afios 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 combinacién 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 (farmaco antagonista del RE) que
estan disefiados para atacar los tumores que son HER2/neu y receptores hormonales
positivos (Hebbar et al. 2013; IMSS, 2017; Fisusi & Akala et al. 2019; Ben-Dror et al.
2022; Pérez-Garcia et al. 2022, Instituto Nacional del Cancer HIH, 2023).

4.2 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 extraido de la planta circuma
(Curcuma longa) aislado como un extracto crudo por Vogel y Pelletier en 1815
(Milobedeska et al. 1910), ademés de ser ampliamente utilizado como un agente colorante
de alimentos, también se usa en diversos tratamientos de algunas enfermedades por su
actividad bioldgica activa. Dentro de sus actividades se incluyen: antioxidante, anti-
inflamatorio, anti-proliferativo, anti-angiogénico, anti-microbiano, anti-parasitario
ademas 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 azlcar en
sangre en humanos (Aggarwal & Harikumar 2009; Waghela et al. 2015; Hewlings et al.
2017).
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Figura 1 Estructura de la curcumina.



Durante los Gltimos afios se han realizado estudios in vivo e in vitro, donde sugieren que
la curcumina tiene efectos antivirales, antiartriticos ademéas de anticancerigenas. Esto
implica la regulacion de varios blancos moleculares como NF-kB, factor de crecimiento
celular endotelial vascular (VEGF) (Pan et al. 2018; Da et al. 2019) factor de necrosis
tumoral (TNF), interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6), proteinas kinasas y
ciclooxigenasa 2 (COX2) entre otras (Jurrmann et al. 2005; Aggarwal et al. 2013;
Ghandadi et al. 2017; Ju et al. 2022). Por lo mencionado anteriormente, la curcumina es
considerado un agente terapéutico potencial para la prevencion y/o tratamiento de algunas
enfermedades (Kiuchi et al. 1993; Lin et al. 2007).

4.2.1 Mecanismos de muerte por curcumina

La curcumina esta involucrada en la modulacion 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 proliferacion celular y la apoptosis
(Aggarwal et al. 2007, Gupta et al. 2013). La apoptosis es un proceso de muerte celular
programada esencial para el desarrollo normal y el mantenimiento del equilibrio celular.
La investigacion sobre los mecanismos de la apoptosis ha llevado a identificar diversas
vias y moléculas clave involucradas en este proceso como:

- Via extrinseca o via del receptor de muerte donde las células reciben sefiales de
muerte a través de receptores de la membrana celular, como el receptor de TNF
(Elmore et al. 2007).

- Via intrinseca o mitocondrial donde Implica la liberacion de factores
proapoptoticos desde las mitocondrias, como el citocromo ¢, que activan caspasas,
enzimas clave en el proceso apoptético (Green & Llambi et al. 2015)

- Regulacion de las proteinas de la familia Bcl-2, como Bcl-2 y Bax, regulan la
permeabilidad de la membrana mitocondrial y, por lo tanto, la liberacion de
citocromo ¢ (Cory & Adams et al. 2002).

- Activacion de caspasas las cuales son enzimas clave en la ejecuciéon de la
apoptosis. Se activan en cascada, llevando a la fragmentacion del ADN y la
degradacion de proteinas celulares (Riedl & Salvesen et al. 2007).



- Fosfatidilserina externa donde durante la apoptosis, se transloca a la superficie
celular, marcando las células para la fagocitosis (Fadeel & Xue et al. 2009).

Se sugiere que la curcumina induce muerte celular mediante la activacion de las vias de
muerte celular y la inhibicion del crecimiento de las vias de proliferacion (Ravindran et
al. 2009). Algunos estudios sugieren que la curcumina también puede desencadenar la

necrosis en ciertas condiciones (Mosieniak et al. 2012), y la autofagia (Aoki et al. 2007).

4.2.3 Curcumina en cancer

Las células cancerigenas se caracterizan principalmente por la alteracion de vias de
sefializacion involucradas en procesos como: metabolismo, angiogénesis, proliferacion,
supervivencia y migracion (Zoi et al. 2021). La curcumina esta relacionada con la
modulacion de varias enzimas involucradas con patologias como el cancer y la
inflamacion. Moléculas como las especies reactivas de oxigeno (ROS), NF-kB, COX-2
APA-1 y AKT son moléculas proinflamatorias que participan al inicio y durante el
crecimiento del tumor (Mohamed et al. 2017). La COX-2 por ejemplo, mediante estimulos
mitogénicos e inflamatorios resulta en una mayor sintesis de prostaglandinas en tejido
inflamado y neoplésico (Seibert & Masferrer 1994). Se ha observado que COX-2 esta
sobreexpresado en una gran cantidad de canceres en el humano como: colon (Sheng et al.
2020) higado, pancreas (Matsubayashi et al. 2007), mama (Shim et al. 2003) pulmon
(Castelao et al 2001), vejiga (Bostrém et al. 2001), piel (Buckman et al. 1998) estdbmago
(Joo et al. 2002) y canceres de cabeza y cuello (Subbaramaiah & Dannenberg 2003).

Yoysungnoen 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 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 formacion del cancer. Han et al. 1999 mostraron que la
curcumina modula a la baja la expresion de P53, asi como de los genes de supervivencia
egr-1, c-myc y bel-XL en células B, dando como resultado la detencién del crecimiento y

la apoptosis del linfoma de células B (Ramachandran & You 1999), en cancer de mama



Lv et al. 2014 observaron en ratones desnudos tratados con curcumina una disminucion

o inhibicidn del crecimiento del tumor, asi como la induccién de apoptosis.

4.3 Transicion de Epitelio a Mesénquima

Gran parte de tejidos y 6rganos adultos se originan de la conversion de células epiteliales
a mesenquimales a través de un proceso denominado transicion epitelial a mesenquimal
(TEM) y su proceso inverso, es decir, transicion mesenquimal a epitelial (TME). Durante
la TEM las células epiteliales pierden sus caracteristicas de adhesion y adquieren
caracteristicas migratorias e invasivas, lo cual es fundamental durante el desarrollo
embrionario (Thiery et al. 2009). La TEM es un fendmeno biologico en el cual las células
epiteliales con caracteristicas inmoviles y polarizadas se transforman en células
mesenqguimales obteniendo la capacidad para migrar (Kalluri & Neilson 2003). La TEM
se categoriza en tres grupos, tipo 1: durante el proceso de embriogénesis y desarrollo de
organos (Vicovac & Aplin 1996; Acloque et al. 2009), tipo 2: asociada a fibrosis de
organos (Kim et al. 2006; Acloque et al. 2009) y tipo 3: asociada a progresion del cancer
y metastasis (Thiery 2002; Roche 2018; Kalluri & Weinberg 2009; Moreno-Jaime et al.
2016). Durante este proceso, se producen alteraciones en la estructura del citoesqueleto,
la sustitucién E-cadherina por N-cadherina es una de las caracteristicas principales durante
la TEM (Nieman et al. 1999; Hugo et al. 2007).

Los factores de transcripcion asociados a TEM estan involucrados en el silenciamiento de
marcadores epiteliales como E-cadherina y la activacion de marcadores mesenquimales
como N-cadherina y vimentina, dentro de los marcadores se incluye: Snaill, Snail2,
Twistl/2 y ZEB1/2 (Krebs et al. 2017; Goossens et al. 2017; Lamouille & Derynck 2014;
Evdokimova et al. 2009).

4.4 Proteina de respuesta a la apoptosis de prostata-4 (Par-4)

Par-4 se identifico en células de prostata sometidas a apoptosis (Sells et al. 1994) y es
expresada por el gen Par-4, se encuentra localizado en el cromosoma 12921 en humanos,
en el cromosoma 7921 en ratas y el cromosoma 10D1 en ratones. EI gen se identificé por

induccion en respuesta a la elevacion de Ca2 + en las células. También se descubrio que



la ablacion de androgenos era igualmente eficaz para inducir la expresion de Par-4 en
células de prostata dependientes de androgenos (Sells et al. 1994). Par-4 contiene en su
estructura dominios funcionales conservados en los cuales se incluye la secuencia de
zipper de leucina con una longitud aproximada de 342 aa en humanos, 332 aa en ratas y
333 aa en ratones, con un peso molecular de 39 kDa, dos secuencias de localizacion
nuclear (NLS1 y NLS2), las cuales son esenciales para la translocacién de Par-4 del
citoplasma al nucleo, y necesarias para inducir apoptosis una secuencia de exportacion al
nucleo localizada en el extremo carboxilo terminal de la proteina (EI-Guendy et al. 2003).
En su estructura también se incluye un Gnico dominio SAC (Selectivo para Apoptosis de
Células Cancerigenas) de 59 aminoacidos, el cual es exclusivo para Par-4 y es 100%
conservado en humanos, ratas y ratones. EI dominio de zipper de leucina le permite unirse
al DNA 'y proteinas chaperonas como AKTL1, contiene aproximadamente 40 aminoacidos
encontrados en forma de repeticiones heptad, donde en la cuarta posicion de cada
repeticion se encuentra una leucina, la cual se une al surco mayor del DNA (figura 2),
(QiNan et al. 2016; Brasseur et al. 2016; Sarkar et al. 2015).
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Figura 2 Representacién esquemdtica de la proteina de Par-4.

4.4.1 Funcién y localizacion de Par-4

La proteina Par-4 induce apoptosis selectiva en células de cancer, pero no en células
normales, dependiendo de la naturaleza del estimulo, Par-4 induce apoptosis a través de
dos mecanismos distintos como la activacion de la maquinaria de muerte y la inhibicién
de los factores de sobrevivencia, es decir, via intrinseca y extrinseca (Goswami et al.
2008).

4.4.1.1 Via intrinseca

La actividad intrinseca inicia con la sobre expresion de Par-4 enddgeno, la capacidad de
Par-4 para causar apoptosis directamente se asocia con su translocacién al nucleo
mediante la fosforilacion en la posicion aminoacidica Thrl55 por PKA ( PKA se
encuentra elevada en diversas células cancerosas) en el dominio NLS2 (figura 3) (Acloque
et al. 2009), 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 funcion p53 o PTEN, Al/Bfl1; y genes
anti apoptoticos como el inhibidor de apoptosis ligado a X (XIAP) que protegen de la
apoptosis generada por TNF-a (Barkett & Gilmore 1999).

Par- 4 interacciona directamente con proteinas e inhibe la proliferacion celular, una

proteina es tumor de Wilm’s (WT-1), Par-4 secuestra e inhibe las funciones


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

transcripcionales mediadas por WT1, por ejemplo, la transactivacion de la proteina anti-
apoptdtica Bel2. Uniéndose especificamente a los dedos de zinc de WT1 y desregulando
su actividad promotora del gen BCL-2 conduciendo apoptosis (Johnstone et al. 1996;
Cheema et al. 2003), por otro lado, también se une directamente con la proteina
topoisomerasa 1 (TOPO-1) para impedir la relajacion de AND y la progresién del ciclo
celular (Goswami et al. 2008). Par-4 también interactia directamente con la proteina
telomerasa humana transcriptasa reversa (TERT por sus siglas en inglés) inhibiendo su
actividad e induciendo apoptosis en células B de los islotes en diabetes tipo 2 (Liu et al.
2018).

La sobreexpresion de Par-4 es suficiente para inducir directamente la apoptosis en algunos
tipos de células cancerosas en ausencia de un segundo estimulo. Interesantemente Par-4
es incapaz de inducir directamente la apoptosis en células normales (debido a la baja
expresion de PKA) 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 AKT1 se une al zipper de leucinas
e induce la fosforilacion de Par-4 en la Ser249 (figura 3) para mantener a la proteina en el
citoplasma e inhibir su actividad apoptética, lo que conduce a la supervivencia de la célula
cancerosa (Acloque et al. 2009; Brasseur et al. 2016).

PKA ﬁlft Zipper de

T155 S249 leucina
Par-4 | | | |

Dominio SAC | .

NLS2

Figura 3 Representaci(’)n esquemdtica de la fosforilacién 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 ntcleo y actividad apoptética. Imagen tomada y modificada de Zhao et al. 2007.

Las celulas resistentes a Par-4 estan sensibilizadas por la sobreexpresion de Par-4 a una

amplia gama de estimulos apoptoticos, tales como aumento de Ca2 + intracelular,



extraccion del factor de crecimiento, TNF-a o rayos X y radiacion gamma (Chakraborty
et al. 2001; EI-Guendy et al. 2003; Nalca et al. 1999).

4.4.1.2 Via extrinseca

Par-4 estd implicado en la induccién de apoptosis mediada por varios ligandos de muerte
como: Fas / FasL donde la fosforilacion mediada por PKA de Par-4 en Thr155 permite el
trafico de Fas / FasL a la membrana como para la inhibicién de NF-xB, como se observa
en la figura 4 (Chakraborty et al. 2001; Zhao et al. 2008), también favorece la activacién
del complejo DISC mediado por TRAIL (Burikhanov et al. 2009) y es necesario para la
induccion de muerte mediada por TNFa (Treude et al. 2014).

Por otro lado, se observo que Par-4 es secretado tanto por celular normales como por
células de céncer, la secrecién de Par-4 ocurre por la via clasica y es asociado al estrés del
reticulo endoplasmico (RE) (Burikhanov et al. 2009). Par-4 puede iniciar el estrés del
reticulo endoplasmico resultando en un incremento en la secrecion de Par-4, se cree que
esta es la principal casusa de disfuncion en la diabetes de tipo 2 (QiNan et al. 2016; Zhao
et al. 2008).

Par-4 extracelular, tiene la capacidad de inducir selectivamente apoptosis en células
cancerosas, pero no en células normales, mediante la union 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 (Fernandez
et al. 2000; Lee 2007, Burikhanov et al. 2009) en contraste con las células normales que
presentan baja expresion, por la activacion de la via dependiente de FADD- caspasa
8/caspasa 3 (Burikhanov et al. 2009). Sin embargo, se ha observado que Par-4 es capaz de
inicial la via extrinseca sin necesidad de un receptor/ligando, es decir, alterando la
sefializacion intrinseca, Par-4 incrementa la activacion de caspasa 8 después de un
estimulo apoptético resultando en la activacion de caspasa 8, liberacion de Bid y

citocromo c (Boehrer et al. 2004).
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Figura 4 Mecanismo para la apoptosis selectiva en células cancerigenas mediada por SAC. SAC es activado mediante PKA que se encuentra elevado en
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NF-KB. Imagen tomada de Zhao et al. 2008.

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

Recientemente se ha observado que Par-4 end6geno juega un papel importante como
agente apoptdtico 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-xB, donde su expresion es aumentada por el estrés de reticulo endoplasmatico
producido por trastornos metabdlicos cronicos severos donde la apoptosis se lleva a cabo
a través de la membrana del reticulo endoplasmico y las vias mitocondriales como se
observa en la figura 5 (QiNan et al. 2014,2016).
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Figura 5 Representacién esquemdtica de las vias mediante las cuales Par-4/NF-KB inducen apoptosis. Estrés ER y disfuncién mitocondrial inducen la

expresién en el nucleo de Par-4/NF-KB. Imagen modificada de QiNan et al. 2016.

4.4.2 Regulacién de Par-4

La resistencia a la apoptosis mediada por Par-4 en células cancerigenas se debe
principalmente a la inactividad de Par-4, recientemente se ha demostrado que Par-4 es
regulado por mecanismos postraduccionales como la fosforilacién, sino también por
ubiquitinacion, secuestro y clivaje proteolitico. La ubiquitinacion 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, donde su liberacion se incrementa (Sviripa et al. 2016), ademas



se ha observado que Par-4 interactla con la transcriptasa reversa de telomerasa humana
(h-TERT) y se sugiere que bloquea la apoptosis inducida por Par-4 bloqueando su
translocacion al nucleo ya que al bloguear h-TERT aumenta la expresion nuclear de Par-
4 (Sheng et al. 2010; Zhoul et al. 2013). Recientemente se observd 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 (Chaudhry et al. 2012), la induccion selectiva en la apoptosis en el
dominio de las células cancerosas (SAC) y el dominio de zipper de leucina. Ademas, la
acumulacion de cl-Par-4 bajo estimulos apopt6ticos 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 esta
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 traslocacién del citoplasma al ndcleo,
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
WTNL1, se ha observado que, en cancer de mama invasivos, la expresion de WNT1
promueve la diferenciacion y la apoptosis e inhibe la proliferacion, ademas de asociarse
con un mejor prondéstico en un subgrupo de pacientes de cancer de mama invasivo en
estadio Il (Yoysungnoen et al. 2006.). La sobreexpresion de Par-4 disminuye la expresién
de FZD8. Los Frizzled (FZD) son receptores de superficie celular transmembrana
activados por la familia de lipoglicoproteinas WNT para activar la sefializacion WNT

canonica y/o no candnica (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 pronoéstico 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), ademas se ha observado que Par-4 esta disminuido en
mas del 70% de los canceres renales (Cook et al. 1999). neuroblastoma (Kdgel et al. 2001),
formas agudas y crénicas de leucemia (Boehrer et al. 2001). Y en aproximadamente el



32% de los carcinomas endometriales, por el silenciamiento mediante la hipermetilacion
del promotor, mutacion de una base en el exon 3 del gen Par-4, que convierte un residuo
de arginina (CGA) en un coddn de terminacion (TGA) en cancer de endometrio (Moreno-
Bueno et al. 2007). O inestabilidad en una region 12g21 del cromosoma humano se
encuentra el gen Par-4 en cancer que a menudo se elimina en el cancer gastrico y
pancreatico (Johnstone et al. 1998), las mutaciones K-Ras son las mutaciones més
frecuentes en el cancer de pancreas (Almoguera et al. 1988), y regulan negativamente Par-
4 en canceres pancreéaticos que albergan mutaciones puntuales de K-Ras (Ahmed et al.
2008). En el caso del cancer de prostata, Par-4 no esta regulado negativamente, silenciado
0 mutado, pero si esta inactivado debido a la fosforilacion por Aktl, que impide la
translocacion nuclear de Par-4, reteniéndolo en el citoplasma y haciéndolo incapaz de
causar apoptosis (Goswami et al. 2005). En la figura 6 se muestran las cascadas de

sefializacion que involucran a Par-4.
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Figura 6 Cascadas de sefalizacién 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 ntcleo e inhibe NF-KB. 3) Par-4 se transloca al ntcleo e inhibe la actividad de TOPO1, lo que lleva a la apoptosis. 4) el estrés de RE Puede

conducir a la secrecién de Par-4, seguido de la unién de Par-4 a GRP78; esta unién también induce estrés de RE. 5) Par-4 se une a GRP78, haciendo que

FADD interacttie con Fas y FasL en la membrana celular, activando caspasa-8 y caspasa-3 llevando a la apoptosis. Este proceso inhibe NF-KB 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 ntcleo. 8) Par-4
activa la caspasa-9 a través de las mitocondrias y conduce a la apoptosis y la escisién de Par-4. 9) la expresién de miR-17 inhibe la accién apoptética de
Par-4. 10) ubiquitinaci(’m 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 secrecién de Par-4 e inhibir la expresién 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 Arylquins, CQ y Crizotinib se utilizan como secretagogos para la
estimulacion la secrecion de Par-4. Burikhanov et al. 2017 observaron que al tratar lineas
celulares normales de humano y de raton (MEF, PrSCs, PrECs, HEL y HBEC), con una
serie de farmacos que contenian el farmacéforo de quinolina o quinolona, incremento la
expresion y secrecion de Par-4, ademas de que Par-4 secretado estd 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.
Recientemente en el 2023, demostrd que crizotinib induce la secrecion de Par-4 en células

normales con efecto apoptdtico en células cancerigenas (Burikhanov et al. 2023).



5. JUSTIFICACION

El cancer es uno de los principales problemas de salud pablica a nivel mundial y su
incidencia aumenta paulatinamente con el envejecimiento de la poblacion, las
condiciones ambientales y el estilo de vida de las personas. Hoy en dia existen grandes
avances tanto en el diagnostico como en el tratamiento de diversos tipos de cancer,
pero no son suficientes para contrarrestar la alta mortalidad asociada a la enfermedad.
Por esta razén, siempre se estd en la busqueda constante de mejores (alternativas)
farmacos que puedan destruir las células cancerigenas o potenciar el efecto de otras
(las) drogas, quimiosensibilizando las células tumorales con el objetivo de obtener
mejores resultados en la eliminacion del tumor y reducir la dosis de drogas
anticancerigenas administradas al paciente, disminuyendo asi los efectos secundarios
y proporcionando una mejor calidad de vida. El cuerpo humano cuenta con diversos
mecanismos de defensa para contrarrestar la formacion de neoplasias, entre ellos la
proteina Par-4, que es capaz de inducir la muerte en células cancerigenas, pero no en
células normales, a través de estimulos apoptéticos mediante las vias intrinseca y
extrinseca. La proteina Par-4 que induce la apoptosis extrinseca es secretada por la
células normales y cancerigenas en respuesta a diversos secretagogos, una vez en el
torrente sanguineo, puede llegar a (las células cancerigenas) los tumores e inducir la
muerte tumoral. Se ha observado que la curcumina ofrece una alternativa terapéutica
al inducir apoptosis en las células cancerigenas ademas protege contra los efectos

provocados por la quimio y radioterapia.



6. HIPOTESIS

Curcumina es capaz de sensibilizar a las células de cancer frente a cisplatino e incrementar
y secretar Par-4 en células de cancer de mama y no tumorales, teniendo un efecto en

células cancerigenas.



7. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la curcumina en la sensibilizacion de células cancerosas tratadas
con cisplatino, asi como en la induccidn y secrecion de Par-4, y su impacto en células de

cancer de mama.

8. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la capacidad de la curcumina para sensibilizar células cancerosas al
tratamiento con cisplatino.

2. Analizar la expresion de genes apoptoticos en células cancer tratadas con
curcumina.

3. Analizar la expresion y localizacion de Par-4 en células sometidas a tratamiento
con curcumina.

4. Determinar la capacidad de la curcumina para inducir la secrecion de Par-4 tanto
in vitro como in vivo.

5. Evaluar el efecto del Par-4 soluble presente en el medio condicionado sobre la
viabilidad de células de cancer de mama.

6. Analizar el efecto combinado de la curcumina y del cisplatino en la reduccién de

la masa tumoral de la linea celular 4T1en ratones Balb/C



9. CAPITULOS

8.1 CAPITULO 1

CURCUMINA INDUCE MUERTE CELULAR Y QUIMIOSENSIBILIZACION EN
CELULAS CANCERIGENAS.

La curcumina es un compuesto poli fenélico obtenido de la planta cdrcuma longa con
propiedades anticancerigenas induciendo apoptosis, y sensibilizando a las células
cancerigenas contra quimioterapéuticos, lo que ayuda a reducir los efectos secundarios de
la terapia mejorando la calidad de vida del paciente, ademas protege contra la radioterapia

y quimioterapia.

Objetivo
Analizar el efecto de la curcumina en las lineas celulares de cancer de mama y cancer

cervico cervicouterino y su efecto cundo se combina con cis platino

Resultados

La curcumina indujo inhibicién de la viabilidad celular, Las células HeLa mostraron una
mayor sensibilidad al efecto citotoxico de la curcumina en comparacion con las células
MCF-7. Las células HeLa mostraron una concentracion citotéxica del 50% (CC50) de
10,01 uMy las células MCF-7 mostraron una CC50 de 26,23 uM. Ambas lineas celulares
mostraron un sinergismo significativo al efecto citotoxico en la combinacion de

curcumina y cisplatino

Conclusiones
la curcumina potencializa el efecto citotoxico del cisplatino en ambas lineas celulares,

sugiriendo el uso combinado.
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Summary

Breast cancer iz one of the main public health problems and its mortality i3 due to dmg
resistance, metastasis and recurrence, which is associated with low par-4 expression and even
poor prognosis, curcumin is a polyphenolic compound of tormeric longa that has anticancer
properties. In this worls, the effect of curcumin on the induction and secretion of par-4 and
its promotion to cell death was analyzed. To determine the impact of curcumin and soluble
Par-4 on cell viability and proliferation, the MTT assay was performed on the cancer cell
lines MCF-7, MDA-MB-231 and SEBE-3, evaluating the cytotoxic effect of curcumin and
zoluble Par-4 present in the zerum of mice and in the conditioned media of curcumin-treated
fibroblasts. The synergistic effect of curcumin and scluble Par-4 with cisplatin was also
analyzed. Using "WEB, the expression of the Par-4 protein in cells treated with curcumin and/or
cizplatin was studied. The study showed that curcumin induces cytotoxic effect in breast
cancer cell lines and can induce the expression and secretion of Par-4 in serum from
curcumit-treated mice and secrete it into culture medium, thereby promoting cell death in
vitro. In addition, it chemosensitizes cells to cis platinom in breast cancer cells. The study
suggests that curcumin could be a promizing therapeutic candidate for breast cancer. This
dizcovery could be useful in the fight apainst breast cancer and could help overcome
challenges in the treatment of this dizease.



8.2 CAPITULO 11

EFECTO DE LA CURCUMINA EN LA SECRECION DE PAR-4 SOLUBLE EN
CELULAS DE CANCER DE MAMA.

Par-4 es una proteina con un gran potencial terapéutico contra cancer ya que induce
apoptosis después de un estimulo apoptotico como la quimio o radioterapia, ademas su
expresion inhibe la metastasis y recurrencia del tumor, existen algunos secretagogos que
inducen la Par-4 soluble en las células sananas incrementando Par-4 soluble en el suero y

teniendo un efecto especifico en el tumor.

Objetivo

Analizar el efecto de la curcumina en las lineas celulares de cancer de mama y la
modulacion de la expresion de Par-4 ademas determinar si Par-4 soluble secretado de
celulas de fibroblastos y de ratones inducen inhibicion de la viabilidad celular y sensibiliza
las células al cisplatino.

Resultados

La curcumina induce la expresién de Par-4 enddgenay exdgena, tanto en células de cancer
de mama, fibroblastos humanos. La expresion de Par-4 soluble se analiz6 en los medios
del cultivo y fibroblasto y suero de ratones tratados con curcumina observandose que es
capaz de inhibir la proliferacion celular y quimiosensibilizar a las células de cancer de

mama.

Conclusiones

La curcumina modula la expresion de Par-4 y quimiosensibiliza las células de cancer de
mama, ademas induce la secrecion de Par-4 soluble en fibroblastos humanos y en modelo
murino teniendo un efecto en la viabilidad celular tanto en células receptor de estrégeno

positivo y negativo.
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Summary

Breast cancer is one of the main public health problems and its mortality iz due to dmg
resistance, metastasiz and recurrence, which iz associated with low par-4 expression and even
poor prognosis, curcuimin is a polyphenclic compound of tirmeric longa that has anticancer
properties. In this worl:, the effect of curcumin on the induction and secretion of par-4 and
itz promotion to cell death waz analyzed. To determine the impact of curcumin and soluble
Par-4 on cell viability and proliferation, the MTT assay was performed on the cancer cell
lines MCF-7, MDA-MB-231 and SKBE-3, evaluating the cytotoxic effect of curcumin and
soluble Par-4 present in the serum of mice and in the conditioned media of curcumin-treated
fibroblasts. The synergistic effect of curcomin and soluble Par-4 with cisplatin was also
analyzed. Using WE, the expression of the Par-4 protein in cells treated with curcumin and/or
cizplatin was studied. The study showed that curcumin induces cytotoxic effect in breast
cancer cell lines and can induce the expression and secretion of Par-4 in serum from
curcumin-treated mice and secrete it into culture medium, thereby promoting cell death in
vitro. In addition, it chemosensitizes cells to ciz platinum in breast cancer cells. The study
suggests that curcumin could be a promising therspeutic candidate for breast cancer. This
dizcovery could be useful in the fight against breast cancer and could help overcome
challenges in the treatment of this dizeaze.



8.3 CAPITULO 111

INDUCCION DE LA SECRECION DE PAR-4 IN VITRO E “IN
vivo”

Par-4 es una proteina apoptética que induce apoptosis por via intrinseca y extrinseca, el
estrés en el reticulo endoplédsmico induce la secrecion de la proteina GRP78, una proteina
chaperona que secreta la expresion de Par-4 y en la superficie celular interacciona con esta
misma proteina para inducir apoptosis via Fas y activacion de caspasa 8, se han utilizados
secretagogos como la hidroxicloroquina para la secrecién de Par-4 sistémica en modelos

murinos.

Objetivo

En este capitulo se aborda la capacidad de la curcumina para afectar la viabilidad celular
e inducir la secrecién de Par-4 en un modelo murino con cancer de mama inducido por las
células 4T1

Resultados

La curcumina mostré efectos dependientes de la dosis y el tiempo sobre la viabilidad
celular en células 4T1, ademas de aumentar la expresion de PAR4. Comparado con el
grupo de control (solucién salina tamponada con fosfato), ratones tratados con curcumina
mostraron una reduccion significativa del tamafio del tumor y una menor incidencia de
metastasis. La combinacion de curcumina y cisplatino tuvo un efecto sinergico sobre la

inhibicién del crecimiento tumoral y la metéastasis.

Conclusiones
Estos resultados sugieren que la curcumina podria representar una opcion terapéutica
prometedora en las terapias antitumorales, destacando el efecto sinérgico de la curcumina

en combinacion con el cisplatino. De manera que los datos obtenidos, permiten abrir la



posibilidad a futuras investigaciones con enfoque sinérgico entre curcumina y cisplatino,

resaltando el potencial de la combinacion de ambos como estrategia antitumoral
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Abstract. Background/Aim: Prostate apoptosis response 4
(PAR4), a tumour-suppressor protein, selectively induces
apoptosis of cancer cells without affecting normal cells. Its
soluble form is induced by secretagogues (e.g., chloroquine),
and it induces apoptosis by interacting with the receptor of
glucose-regulated protein 78, which is overexpressed in
cancer cells. In this study, curcumin was analyzed as an
inducer of PAR4 expression in 4T1 murine breast cancer cell.
and its ability to induce PAR4 secretion in Balb/c mice. In
addition, the cisplatin sensitizing effect of soluble PAR4 was
analyzed. Material and Methods: The 4T1 cell line was
treated in vitro using different concentrations of curcumin;
cell viability was analyzed using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay and PAR4
expression by western blotting. The expression of soluble
PAR4 in the serum of mice treated with intraperitoneal
curcumin was analyzed using the dot-blot method. Moreover,
MTT assay was used to analyze the effects of serum from
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curcumin-treated mice on cell viability. Tumor size was
analyzed in mice treated with curcumin alone and in
combination with cisplatin. Results: Curcumin showed a
dose- and time-dependent effects on cell viability on 4T1
cells, as well as increasing PAR4 expression. Compared with
the control group (phosphate-buffered saline), mice treated
with curcumin showed an increase in plasma PAR4. In the
Balb/C tumor model, mice treated with curcumin and
cisplatin showed greater tumor shrinkage than the control
group. Conclusion: These results indicate that curcumin
induces expression of soluble PAR4 and sensitizes tumor
cells to cisplatin.

Prostate apoptosis response 4 (PAR4) is a tumor-suppressor
gene that induces apoptosis via extracellular and intracellular
mechanisms in cancer cells without affecting normal cells (1,
2). Its expression is decreased in some neoplasms, and it is
associated with a poor prognosis (3, 4). In breast cancer,
metastasis, resistance, and recurrence require PAR4
dysregulation (5-7). Recently, PAR4 has been observed to be
secreted spontaneously in normal cell culture and not in
cancer cells by various agents that induce endoplasmic
reticulum stress in both mice and humans; this increases
cellular secretion of PAR4 via a P53-dependent mechanism
(5, 8, 9). Chloroquine and hydroxychloroquine are
antimalarial drugs that act as robust secretagogues of PAR4
(5). On the other hand, arylquinoline 1 disrupts the
integration between PAR4-vimentin, increasing its secretion
(9, 10). Through the extracellular interaction with glucose-
regulated protein 78 (GRP78), which is overexpressed on the
surface of cancer cells and is correlated with malignancy,
soluble PAR4 causes extrinsic apoptosis via FAS-associated
death domain/caspase 8 and caspase 3 pathways in various
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tumor cell types (8, 11, 12). Furthermore, the overexpression
of PAR4 has been observed to increase the translocation of
GRP78 from the endoplasmic reticulum to the cell surface
(13). Soluble PAR4 in the plasma of mice and patients with
kidney cancer (treated with chloroquine) induced the
inhibition of cell proliferation (5), and reduced tumor volume
and inhibited metastasis in a murine model (14).
Curcumin, which is highly effective at inducing cell death
in various types of cancer, is a polyphenolic yellow pigment
derived from Curcuma longa (15). It can selectively
chemosensitize tumor cells (16), thereby protecting normal
cells from chemotherapy and radiotherapy (17). As GRP78
silencing promotes resistance to curcumin, it is possible that
the GRP78 protein mediates the therapeutic effects of
curcumin in hepatocellular carcinoma and colon cancer (18,
19). On the other hand, curcumin has been reported to induce
reactive oxygen species-dependent expression of PAR4 (20).
Therefore, this study aimed to determine whether
curcumin can induce PAR4 secretion in vivo and affect
viability and tumor mass volume in the 4T1 murine breast
cancer model.

Materials and Methods

Breast cancer cell line culture. The murine breast cancer cell line 4T1
was cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium/nutrient
mixture F-12 medium, which was supplemented with 10% fetal
bovine serum and 1% antibiotic-antimycotic solution, at 37°C in an
atmosphere containing 5% COs..

Viability testing using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-
tetrazolium bromide (MTT). To determine the cytotoxic effects of
curcumin on the 4T1 cell line, 5x103 cells were incubated in a 96-
well plate in Dulbecco’s modified Eagle’s medium/F12  with
different concentrations (i.e.,, 0-50 puM) of curcumin (Sigma—
Aldrich, Saint Louis, MO, USA) using dimethyl sulfoxide (DMSO)
for solubilization. Treatments for 24 and 48 h were analyzed in
triplicate. After incubation, 20 pl of MTT (5 mg/ml) was added to
each well, and the plate was incubated for 1 h at 37°C.
Subsequently, the culture medium was removed, and 100 pl of
DMSO was added to each well. Finally, the plate was measured
using a plate reader at a wavelength of 570 nm (Microplate
Autoreader EL311; BioTek Instruments Inc., Winooski, VA, USA).

PAR4 protein expression. To determine the effects of curcumin on
PAR4 expression in 4T1 cells, 1x105 cells were cultured in 6-well
plates, and 0, 10 and 60 pM of curcumin was added. Cells were
harvested after 4 h and 24 h and lysed in 100 pl of lysis buffer (1%
Triton, 150 mmol/l NaCl, 25 mmol/l Tris, pH 7.6), and the protein
concentration was measured using a DC Protein Assay kit (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). Proteins were separated using 12%
polyacrylamide-sodium dodecyl sulfate gels and analyzed using
western blotting with anti-PAR4 (sc-1666 HRP; Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, USA). The samples were normalized
using anti-p-actin (Sigma, St. Louis, MO, USA). A Western Lumi-
Light sc-2048 Western blot system (Santa Cruz Biotechnology) was
used for detecting protein.

In vivo secretion of soluble PAR4. Approximately 8-week-old
BALB/c, mice were acquired from the Immunology and Virology
Department, School of Biological Sciences, Universidad Auténoma
de Nuevo Ledn, San Nicolas de los Garza, Nuevo Leoén, Mexico.
Mice were administered curcumin (100 mg/kg) and chloroquine (50
mg/kg) as a positive control of secretagogue of PAR4, or with 1x
phosphate-buffered saline (PBS) intraperitoneally, as a negative
control. After 24 h, mice were anaesthetized using
xylazine/ketamine (10 and 95 mg/kg) injections. Thereafter, whole
blood was obtained using cardiac puncture, samples were
centrifuged, and sera were inactivated at 56°C for 30 min. Soluble
PAR4 expression was determined using the immunodetection.

Immunodetection by dot-blot. Mouse serum (5 pl) was diluted in
200 pl of 1x PBS and was fixed on a nitrocellulose membrane by
suction through Bio-Rad Bio-Dot 96-Well  Microfiltration
equipment. Proteins were detected using anti-PAR4 (sc-1666 HRP;
Santa Cruz Biotechnology) and a Western Lumi-Light sc-2048
(Santa Cruz Biotechnology) transfer system was used for the
detection of proteins.

Effect of curcumin on cell viability. To determine the effect of serum
extracted from curcumin-treated mice on viability of 4T1 cells,
3,000 4T1 cells per well were cultured in a 96-well plate.
Thereafter, they were incubated for 24 h with 10% and 20% (v/v)
of serum in triplicate. Subsequently, the cell viability was assessed
using MTT assay as described above.

Chemosensitization assay. A total of 3,000 cells per well were
cultured in a 96-well plate and incubated with 10% (v/v) of mouse
serum in combination with 10 ng/ul cisplatin (Pisa, Ciudad de
México, México). After 24 h, cell viability was determined using
MTT assay as described above.

In vivo assay. Groups of five 7-week-old female BALB/c mice
acquired from the Immunology and Virology Department were used.
They were maintained under standard conditions, with 12-hour
light/dark cycles, as well as ad libitum access to water and food.
Animal maintenance was approved and granted by the Animal
Ethics and Management Committee of the Department of
Immunology and Virology (CEIBA-2022-004).

In total, 5x105 4T1 cells were implanted in the right upper breast
of each mouse. After 10 days, the measurement of the tumor mass
began and administration of treatments with curcumin (100 mg/kg),
chloroquine (50 mg/kg), cisplatin (70.5 pl), curcumin—cisplatin (100
mg/kg; 70.5 pul) and chloroquine—cisplatin (50 mg/kg; 70.5 pl) were
performed intraperitoneally every 3 days for a period of 21 days.

Statistical analysis. The results were evaluated using one-way
variance analysis and Tukey’s test, with p<0.05 being considered
statistically significant.

Results

Basal expression of PAR4 and GRP78. Before initiating
treatment with curcumin in the 4T1 cell line, the basal
expression of PAR4 and GRP78 was determined (Figure 1A)
using the MDA-MB-231 cell line as a control (21, 22).
Densitometric analysis revealed that compared with the
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Figure 1. Basal expression of prostate apoptosis response 4 (PAR4) protein and glucose-regulated protein 78 (GRP78). A: Basal expression of PAR4
and GRP78 proteins in 4T1 and MDA-MB-231 cell lines were determined using western blot. B: Densitometric analysis of PAR4 and GRP78 expression.
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Figure 2. Analysis of prostate apoptosis response 4 protein (PAR4) expression after curcumin treatment. A: Cell viability was analyzed after 24 and
48 h by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide assay. B: Cells were treated with curcumin for 24 and 48 hours, and the
analysis of PAR4 protein expression was conducted using western blot.
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Figure 3. Expression of soluble prostate apoptosis response 4 protein in
serum from mice treated with curcumin and chloroquine. Results from
independent mice are indicated for each treatment (1 and 2).

MDA-MB-23 cell line, the relative expression of PAR4 in
the 4T1 cell line was 0.58, whereas that of GRP78 was 1.64
(Figure 1B).

Curcumin increased PAR4 expression in 4T1 cells. Curcumin
concentrations used for PAR4 analysis by western blot were
determined based on cell viability assay. Cells were treated
with different concentrations of curcumin (0 to 50 uM) for
24 and 48 h. Cell viability decreased depending on the dose
and time (Figure 2A). Subsequently to analyze the effect of
curcumin on PAR4 expression, cells were treated with
curcumin at 10 and 60 uM for 24 h. The relative expression
of PAR4 at 10 uM was 0.88, and its expression increased to
1.60 at 60 uM (Figure 2B).

Curcumin increased PAR4 expression in mouse serum. To
determine whether curcumin increases the concentration of
PAR4 in mouse serum, 100 mg/kg was administered to
mouse intraperitoneally; chloroquine (50 mg/kg) was used as a
positive control as a PAR4 secretagogue, and PBS as a
negative control. The analysis using dot-blotting revealed an
increase in the PAR4 signal in the serum of mice treated with
curcumin compared to the negative control. Similar results
were observed for the serum from chloroquine-treated mice
(Figure 3).

Serum from mice treated with curcumin sensitized 4T1 cells
to cisplatin. To determine whether PAR4 in the serum of mice
treated with curcumin affected cell viability and sensitization
to cisplatin, 4T1 cells were treated with serum alone (10%
and 20%) and in combination with cisplatin. No significant
effects on cell viability were observed in cells treated with
10% serum from mice treated with curcumin, chloroquine, and
DMSO, whereas in cells treated with 20% serum from

DMSO-treated and chloroquine-treated mice, a slight
decrease in viability was observed. However, in cells cultured
with 20% serum, a 50.2% increase in cell proliferation
compared with the control was observed (Figure 4A).

For the analysis of the sensitization of 4T1 cells, culture
was performed using 10% mouse serum, which showed no
relevant effect on cell viability, in combination with 10 ng/ul
cisplatin. No significant effect on cell viability was observed
with sera from DMSO-treated and chloroquine-treated mice,
whereas a 26% decrease in viability was observed in cells
cultured with serum from curcumin-treated mice and treated
with cisplatin compared without cisplatin (Figure 4B).

Curcumin/cisplatin reduced tumor mass in BALB/c mice. To
determine whether curcumin in combination with cisplatin
inhibits the growth of the 4T1 cell-derived tumors in
BALB/c mice, treatment response was evaluated for 21 days.
The tumor mass was significantly lower in mice treated with
curcumin than in the controls (p<0.0001); however, a greater
effect was observed in those treated with the curcumin-
cisplatin combination than in those treated with curcumin
alone, although there was no significant difference between
the different treatments (Figure 5).

Discussion

Currently, breast cancer is a serious public health concern,
and the World Health Organization (23) reported that out of
19.3 million patients with cancer in 2020, 2.3 million had
breast cancer, making it the most common type of cancer in
women and the one with the highest mortality rate. Therefore,
it is crucial to continue searching for novel medications and
treatment approaches. The main causes of death in patients
with breast cancer are drug resistance, recurrence, and
metastasis (24-26). It has been observed that PAR4 is
involved in these oncogenic mechanisms. PAR4 is reduced in
patients in the late stages of the disease; this is considered a
poor prognostic factor (3). PAR4 protein plays a fundamental
role in the apoptosis of cancer cells but not in normal cells
(27, 28). It participates in cell apoptosis both intrinsically and
extrinsically through caspase-dependent mechanisms, and it
plays an important role in sensitizing cells to the action of
various therapeutic agents. It is known that PAR4 at baseline
expression levels is unable to induce massive apoptosis of
cancer cells and generating stress in the ER is necessary for
its induction and secretion (29). Rangnekar et al. have
extensively studied different secretagogues for the induction
of PAR4 secretion (5, 9, 29), including chloroquine an
antimalarial drug that has been used as an inhibitor of the
immune response in systemic lupus erythematosus (30, 31)
and against cancer (32-34). Thayyullathil et al. have reported
reactive oxygen species-dependent activation of PAR4 in
human malignant glioma cells (20). In this study, the effect
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Figure 4. Analysis of viability of 4T1 cells exposed to serum from curcumin-treated mice A: Viability of cells treated with 10% and 20% serum from
mice treated for 24 h with dimethyl sulfoxide (DMSO), curcumin (Cur) or chloroquine (CQ). B: Viability of cells incubated with 10% serum from
mice and treated with/without cisplatin. Significantly different at *p<0.05 and ****p<0.0001.

of curcumin was analyzed as an endogenous PAR4 inducer
and possible secretagogue. Before determining the effect of
curcumin on the 4T1 cell line, analysis of the basal
expression of PAR4 and GRP78 was performed; GRP78, an
ER chaperone protein which is also found in the cell
membrane, is preferentially overexpressed in aggressive,
metastatic and chemoresistant cancers (13). Moreover, PAR4
interacts with GRP78 (both are expressed in the 4T1 cell line)
and induces extrinsic apoptosis mediated by ER stress and
activation of the FAS-associated death domain-caspase-
8/caspase-3 pathway (8). Furthermore, the effect of curcumin
on cell viability and PAR4 modulation was analyzed. A dose-
and time-dependent decrease in cell viability was observed in
the present study, as reported by Meiyanto et al. (35, 36).
Curcumin dose-dependently increased PAR4 expression, and
this was associated with the inhibition of cell proliferation.
Similar results were published by Thayyullathil et al.,
wherein they observed dose-dependent expression with
maximal expression after 3 h (20).

Soluble PAR4 has been reported in conditioned media of
mouse cells, as well as in sera of mice stimulated with different
secretagogues, such as chloroquine, hydroxychloroquine and
arilquin 1, and these can sensitize cancer cells (5, 9, 29, 30).
In this study, we analyzed whether curcumin stimulates
secretion of soluble PAR4 in mouse serum, and an increase in
PARA4 expression in the serum of mice treated with curcumin
and chloroquine was identified. We found that treatment of
cells with 10% mouse serum did not significantly change cell
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Figure 5. Treatment with curcumin and cisplatin in 4T1 tumor-bearing
BALB/c mice. Tumor mass volume after treatment of BALB/c mice
dimethyl sulfoxide (DMSO), curcumin or chloroquine (CQ).

viability; these results are very similar to those found by
Burikhanov et al. (5). However, in cells cultured with 20%
mouse serum, an increase in cell proliferation of approximately
50% within 24 h was seen in both 4T1 cells and other breast
cancer cell lines (data not shown). The trace amounts of
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curcumin present in serum may have induced the increase in
cell proliferation, given the radio- and chemo-protective
capacity of curcumin, and it may have promoted the expression
of proliferation-inducing molecules (37, 38). Gardane et al.
reported that low concentrations of curcumin (10 pg/ml and 20
pg/ml) stimulated the proliferation of KG-1a cells, whereas
high concentrations (30 pg/ml to 100 pg/ml) induced an
inhibitory effect (39).

In this study, treatment of mice with curcumin led to a
decrease in tumor mass. However, treatment with curcumin
followed by cisplatin led to complete tumor mass regression in
mice compared with the control group. Zhao et al. reportedthat
high levels of PAR4 in the serum and plasma of mice inhibited
the growth of metastatic lung tumor nodules derived from
Lewis lung carcinoma cells in syngeneic mice (14). On the
other hand, Burikhanov et al. reported high levels ofPAR4 in
plasma samples from patients with renal cell carcinoma after
the use of chloroquine (5).

In our results, the mice treated with chloroquine showed
an unexpected effect because tumor inhibition was not
observed, rather, there was an increase in tumor mass
compared with the control group without treatment. Hence,
the effects of this treatment in this group of mice should be
analyzed in further studies.

Curcumin is a good inducer of PAR4 expression in breast
cancer cells and a secretagogue in non-tumor cells in vivo.
In addition, it sensitizes cells to the effect of cisplatin; hence,
curcumin, alone or in combination with chemotherapy, might
be used as an alternative treatment for breast cancer.
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8.4 CAPITULO IV

APOPTOSIS EN CANCER DE MAMA

La curcumina tiene un efecto anticancerigeno por su capacidad de inducir apoptosis en
muchas lineas celulares y el modelo molinos a través de p 53, de las vias de fas, NF-kB
sin embargo no se ha explorado su efecto en la expresion de los genes WT1 y Par-4, dos
proteinas importantes, en el proceso carcinogénico. se ha asociado con la resistencia a la

quimioterapia y un mal pronostico de cancer.

Objetivo
El trabajo analiza el efecto de la curcumina en la linea celular B16F10 como modulador
de la expresion de WT1, Par-4 y Bcl-2, proteinas involucradas en la inhibicion de la

proliferacion, la apoptosis y la quimiorresistencia celular.

Resultados

La curcumina disminuyé significativamente la viabilidad celular e incrementé la apoptosis
y la fragmentacion de ADN en las células B16F10. Asimismo, la curcumina redujo la
expresion de WT1 y elevd la expresion de Par-4. En comparacion con el cisplatino, la

curcumina tuvo mayor efecto en la induccion de muerte celular.

Conclusiones

Estos resultados sugieren que la curcumina podria representar una opcion terapéutica
prometedora en las terapias antitumorales, destacando el efecto sinérgico de la curcumina
en combinacion con el cisplatino. De manera que los datos obtenidos, permiten abrir la
posibilidad a futuras investigaciones con enfoque sinérgico entre curcumina y cisplatino,

resaltando el potencial de la combinacion de ambos como estrategia antitumoral.
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Abstract: Curcumin, a polyphenel derived from turmeric, has been shown to inhibit tumer growth
in several types of cancer. This study explored how curcumin induces cell death in the B16-F10 cell
ling, forusing on regulating WT1 and Par-4 expression. B16-F10 cells were exposad to various con-
centrations of curcumin and cisplatin. Different parameters were evaluated, inchuding cell viability,
DMA fragmentation, apoptosis, and the expression and localization of WT1 and Par-4 using immu-
noflucrescence and Pearson correlation analvsis. The results revealed that curcumin had a robust
impact on B16-F10 cells, which resulted in a significant reduction in cell viability, increased apopto-
sis levels, and substantial DMA fragmentation. Additionally, exposure to curcumin resulted in de-
creased WT1 and increased Par-4 expressions. These results suggest that curcumin may be a prom-
ising therapeutic option in antitumer therapies, highlighting the symergistic effect of curcumin in
combination with dsplatin. Thus, the data obtained opens the possibility of future research with a
symergistic approach using curcumin and cisplatin, emphasizing the potential of combining both as
an antitumor strategy.
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8.5 CAPITULO V

PAR-4 EN LA RECURRENCIA DE CANCER DE MAMA

En cancer de mama la recurrencia y metastasis, que son las principales causas de muerte
por esta enfermedad. El estatus hormonal del tumor influye en su capacidad de
diseminarse; los tumores que no expresan receptores de estrdgeno o que son triples
negativos tienen un peor prondstico. Par-4 es una proteina que se encuentra disminuida o
inhibida en los tumores mas agresivos, especialmente después de la quimioterapia o
durante la transicion epitelio-mesenquimal (EMT), que es un proceso clave para la
invasion y metastasis. Por lo tanto, Par-4 juega un papel importante en la recurrencia del

cancer de mamay podria ser un blanco terapéutico potencial.

Objetivo

En este capitulo, se analiza el papel de Par-4 en el cancer de mama, en los procesos
carcinogénico y la recurrencia de esta enfermedad. Para ello, se revisaron articulos
publicados en el PubMed y otros bancos de datos que abordan la relacién entre Par-4 y el
cancer de mama, asi como los mecanismos moleculares por los que Par-4 ejerce su funcion
antitumoral. Con esto se pretende aportar una visién actualizada y critica sobre el estado

del conocimiento de Par-4 en el contexto del cancer de mama.

Resultados

La expresion de Par-4 es un factor clave en la resistencia y la recurrencia del cancer de
mama. Par-4 es una proteina proapoptdtica que se expresa en las células normales y
tumorales, y que se activa por el estres celular. Cuando las células tumorales sufren una
transicion epitelio-mesenquimal, Par-4 se inhibe o se pierde, lo que favorece la
supervivencia y la invasién de las células remanentes. Por lo tanto, Par-4 es un objetivo
potencial para mejorar la eficacia de los tratamientos contra el cancer de mamay prevenir

Su recurrencia



Conclusiones
el conocimiento de la funcion del Par-4 en la oncogénesis mamaria ofrece una
oportunidad de utilizarlo como un agente terapéutico para potenciar la erradicacién de los

tumores de cancer de mama que presentan resistencia o recurrencia
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ABSTRACT

Role of Par-4 in late-stage and recurrent breast cancer tumors.

Deaths in patients with breast cancer occur mainly due to recurrence
and metastasis and not by the primary tumor, the aggressiveness of
the tumor is associated with hormonal status, and estrogen receptor
negative or triple negative tumors are neoplasms of poor prognosis
that can induce metastasis or recurrence the low expression of Par-4
is associated with a poor prognosis, for this reason, we analyzed the
involvement of Par-4 in tumor recurrence. A search was carried out
for articles related to breast cancer, recurrence, and Par-4 in PubMed
and other databases, to understand the relationship of Par-4 as a
tumor suppressor gene with the carcinogenic process and recurrence
of breast cancer. Low Par-4 expression is associated with estrogen
receptor negative tumors or with a high degree of transformation,
the expression of Par-4 decreases or is blocked in the remaining cells
after chemotherapy and during the process of epithelial mesenchymal
transition (EMT) in tumor recurrence, noting that Par-4 is necessary
and essential for the recurrence of breast cancer. The understanding of
the biology of Par-4 in breast cancer opens the possibility of being used
as a therapeutic strategy to contribute to the elimination of resistant or
recurrent breast cancer tumors.

RESUMEN

Las muertes en los pacientes con cancer de mama ocurren
principalmente por la recurrencia y metastasis y no por el tumor
primario. La agresividad del tumor se asocia al estatus hormonal;
tumores receptores de estrogeno o triple negativos son neoplasias demal
prondstico que tienen la capacidad de inducir metastasis o recurrencia.
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La baja expresion de la proteina Par-4 se asocia a
un mal prondstico, por esa raz6n analizamos la
participacion de la proteina de respuesta de apoptosis
protatica (Par-4) en la recurrencia tumoral. Se
realizé una busqueda de articulos relacionados con
cancer de mama, recurrencia y Par-4 en el PubMed
y en otros bancos de datos, con la finalidad de
comprender la relacion de Par-4 como gen supresor
de tumor con el proceso carcinogénico y recurrencia
de cancer de mama. La baja expresion de Par-4 esta
asociado con tumores receptor de estrogeno negativo
0 con alto grado de transformacion. La expresion
de Par-4 disminuye o es bloqueada en las células
remantes después de la quimioterapia y durante el
proceso de la transicién epitelian a mesenquimal
(EMT, por sus siglas en inglés) en la recurrencia
del tumor, observandose que Par-4 es necesaria y
esencial para la recurrencia del cancer de mama. El
entendimiento de la biologia del Par-4 en el cancer
de mama abre la posibilidad de ser empleado como
una estrategia terapéutica para que coadyuve con la
eliminacion de los tumores resistentes o recurrentes
de céncer de mama.

INTRODUCCION

Epidemiologia del cancer de mama

El cancer de mama es un conjunto de enfermedades
gue se caracteriza por una proliferacion excesiva de
las células como consecuencia de una inestabilidad
genoémica y se clasifican en cuatro subtipos
moleculares y 21 histoldgicos distintos, de acuerdo
con el tipo de tejido donde se originé el tumor.

El nimero de casos de céncer de mama va en
aumento constante, a nivel mundial ha superado
al céncer de pulmon como el tipo de cancer mas
comunmente diagnosticado. La probabilidad de que
una mujer desarrolle cancer de mama invasivo es de
12.9%. El nimero de casos nuevos diagnosticados
en 2021 en los Estados Unidos fue de 290,560 de los
cuales el 99.7% se presentd en mujeres y el 0.93% en
hombres. La mortalidad en mujeres fue de 98.79%
mientras que en hombres fue de 1.21% (1, 2).

La mortalidad por cancer de mama en mujeres
norteamericanas de raza negra es un 41% maés alto

que en mujeres blancas, a pesar de tener tasas de
incidencia similares o mas bajas, superando al
cancer de pulmén (1, 2). La severidad del cancer
depende de su carécter invasivo 0 no invasivo; el
cancer de mama in situ representa el 19 % del total,
siendo el carcinoma ductal y el carcinoma lobular
los dos tipos principales de cancer de mama in situ.
Por otro lado, el cancer invasivo o infiltrante se
presenta alrededor del 81 a 82% de los casos, y es el
carcinoma globular invasivo el subtipo histolégico
mas comun (2).

Clasificacion del cancer de mama

Con base en el conocimiento de la biologia del
cancer de mama y con la finalidad de contar con
herramientas que permitan un mejor diagndstico,
prondstico y estrategias terapéuticas, se clasifica de
acuerdo con su estatus hormonal. Existe una serie
de biomarcadores de céncer de mama asociados
a la evolucién tumoral, como son: receptor de
estrogeno (RE), receptor de progesterona (RP) y
receptor-2 del factor de crecimiento epidérmico
humano (HERZ2, por sus siglas en inglés); que se
usan en forma rutinaria en la evaluacion clinica y
permiten clasificarlos en tipo luminal con expresion
de RE y cuya frecuencia que oscila entre el 75y
80% de los tumores de mama y los no luminales
que no expresan RE, tienen un comportamiento méas
agresivo y representan entre el 20 y el 25% de los
tumores de mama. La proteina Par-4 se encuentra
disminuida en tumores receptor estrogeno negativo
y tumores triple negativos indicando que puede ser
considerado como un biomarcador predictivo del
pronostico del paciente (Figura 1). De acuerdo con
esta clasificacién surgen cuatro subtipos diferentes
descritos de forma ascendente de acuerdo con su
agresividad (3-5):

Luminal A [receptor hormonal (HR, por sus siglas
en inglés)+/HER2-): es el tipo mas comdn de cancer
de mamay se asocian a un prondstico mas favorable,

responde mejor a la terapia hormonal, presenta
menor recurrencia y su incidencia es del 50 al 60%.
Luminal B (HR+/HER2+/-): este grupo se
caracteriza por ser HR+ y HER2+/-, se asocian
con un peor pronoéstico en comparacion con el tipo
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luminal Ay se presenta entre un 10 y un 20% del
cancer de mama.

HER-2 +: tiene un pobre pronostico, responde a las
terapias anti HER-2 y a los inhibidores de Tirosina
quinasa.

Basal o triple negativo (HR-/HER2-): este tipo
de cancer se denominan triple negativo porque
no cuenta con expresion de RE, RP y HER2. Se
caracteriza por ser mas agresivo y tener un mal
pronostico. El céncer de mama triple-negativo
(TNBC) representa del 15 al 20% de los casos de
cancer de mama.

La baja expresion de Par-4 se asocia RE-TNBC

Pronostico favorable Pobre pronostico, agresividad

Luminal A Luminal B Her 2+ TNBC
e
4 ® e MO
oo v,

@ 8
RE+ RE+ RE- RE-
RP+ RP+ RP- RP-
HER2- HER2+ HER 2+ HER2-
Sobrevidaa o5 50% 30% 10%

los 5 aflos:

Figura 1. Expresion de Par-4y su relacion con el pronéstico
en cancer de mama. Tumores RE+, RP+ y HER2- tienen un
mejor pronostico que aquellos tumores con RE-, RP-y HER2+,
sin embargo, los tumores TNBC son més agresivos, por lo cual
los pacientes tienen un prondstico pobre.

Recurrencia de cancer de mama

Los avances tecnolégicos han impactado en
el diagnostico y la terapia del cancer de mama,
disminuyendo la mortalidad hasta en un 38%
de los casos (6). La mayoria de las muertes no
son consecuencia del tumor primario, sino como
consecuencia de la metéstasis y la recurrencia
del tumor, que suelen invadir érganos vitales y
generar resistencia a la quimioterapia. Estas dos
caracteristicas tumorales son los dos aspectos méas
desafiantes en el tratamiento del cancer de mama,
que la hacen ser una enfermedad incurable. La tasa

de supervivencia a5 afios para las mujeres con cancer
de mama invasivo localizado es del 90 %, para
cancer invasivo regional diseminado en ganglios
linfaticos regionales de 86% y para la recurrencia
metastasica diseminada a partes distantes del cuerpo
de 29 % (7).

Larecurrenciadel cancer de mamaes la reaparicion
del tumor después de cierto periodo, que puede ir de
meses a afios después de su tratamiento. Como se ha
mencionado previamente la recurrencia puede ser
local si presenta en la misma area donde se origin
el tumor, regional si aparece cerca del area donde se
origind o metastésico si la aparicion del tumor es en
areas distantes al sitio de aparicion original, como
son pulmones, hueso y cerebro (8-10). Por afios se
ha tratado de establecer el patrén de recurrencia de
cancer de mama, hasta el momento se sugiere que
el cancer de mama con RE negativo se asocia a un
mayor riesgo de recurrencia durante los primeros
5 afios desde su diagnostico, en comparacion con
los canceres de mama RE positivo. El subtipo
luminal A muestra tasas mas bajas de recurrencia en
comparacion con los otros, el luminal B es de riesgo
intermedio y TNBC el de mayor riesgo después de
la conservacion de la mama o mastectomia (11).
Los tumores TNBC se relacionan con alto riesgo de
recurrencias distales a cerebro y metastasis visceral
en comparacion con los tumores que tiene expresion
positiva de receptores hormonales (12). Los tumores
recurrentes de cancer de mama por lo general tienen
las mismas caracteristicas del tumor original en su
estatus hormonal; sin embargo, en algunos casos
éste puede cambiar, por ejemplo, el cancer de mama
RE positivo en la recurrencia puede convertirse en
estatus hormonal negativo (8, 9).

Las recurrencias regionales han disminuido con
el tiempo debido al diagndstico clinico y molecular
oportunos, asi como a los avances en el tratamiento.
Los factores que predisponen a la recurrencia
estan asociados con la aparicion del cancer en
etapas tempranas, tumores grandes con receptores
hormonales negativos e invasion en los ganglios
(8, 9). La obesidad juega un papel importante como
factor de riesgo que reduce significativamente la
sobrevida en los pacientes obesos con cancer de
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mama se incrementa el riesgo de recurrencia del
30 al 40%, debido a que se asocia con el aumento
de la supervivencia y persistencia de las células
tumorales residuales (13-16). En personas obesas se
ha observado una menor expresion de la proteina
Par-4 en comparacion con los delgados; tanto en
tejido adiposo como a niveles plasmaticos (17).
Conforme avanza el proceso carcinogénico los
factores genéticos y epigenéticos influyen en la
recurrencia tumoral por la pérdida de la expresion
de genes supresores de tumor como es el caso del
gen Par-4 (18).

Par-4

La proteina Par-4 fue identificada como un producto
de genes tempranos durante la apoptosis en cancer
de prostata mediante una seleccion diferencial, por el
grupo del Dr. V M Rangnekar (19). Par-4 es un gen
supresor de tumor que codifica una proteina de 40
kDa que contiene 340 aminodcidos, y se caracteriza
por tener en su extremo carboxilo terminal una
estructura de cremallera de leucinas, se encuentra
en la regién 12921 y esta altamente conservada en
humanos, ratones y ratas (20). Recientemente se le
han descubierto multiples funciones; no obstante, la
mas estudiada es su capacidad de inducir apoptosis
en células cancerigenas, pero no en células normales
(21, 22). Par-4 es una proteina que se encuentra
principalmente en citoplasma y se transloca al
nucleo, y su estructura cuenta con dos secuencias de
localizacion nuclear y una secuencia de exportacion
al nucleo, ademés, de una secuencia corta de 52
aminoacidos denominada dominio selectivo para
la induccién de apoptosis en células cancerosas
(SAC), que es la responsable de la actividad
apoptética. En su extremo carboxilo terminal donde
se encuentra la cremallera de leucinas, interacciona
con varias proteinas induciendo su autoregulacién o
la regulacidn de otras proteinas, por ejemplo, con la
proteina del tumor de Wilms (WT1) a través de sus
dedos de zinc modula la transcripcion y suprimiendo
la expresion de la proteina 2 del linfoma de células
B (Bcl-2) uniéndose directamente a su promotor
(23-25). Existe una relacién estrecha entre Par-4 y
Bcl-2, la induccidon de Par-4 en lineas celulares de

cancer de mama disminuye la expresion de Bcl-2,
asi como la reduccidn del crecimiento y la invasion
celular; por el contrario, la inhibicion de la expresion
de Par-4 con RNA de interferencia (iRNA) induce
un incremento de Bcl-2 (26, 27).

Par-4 es una proteina pro apoptdtica que se
encuentra de forma basal en muchos tipos de células
normales y tumorales, e induce apoptosis después
de un estimulo de muerte por drogas (22). Cuando
se encuentra presente en las células tumorales puede
sensibilizar a las células a diferentes tipos de drogas
anticancerigenas induciendo apoptosis tanto por via
intrinseca como por via extrinseca (28). Por la via
intrinseca, Par-4 endégeno migra del citoplasma
al nidcleo donde ejerce su accién apoptética a
través de su dominio SAC (29), mientras que Par-
4 soluble ejerce su efecto en forma exdgena
mediante la interaccion con la proteina 78 regulada
por glucosa (GRP78) (22). GRP78 es una proteina
chaperona del reticulo endoplasmico (ER, por sus
siglas en inglés) que ejerce su funcion en el control
de calidad durante el plegamiento de las proteinas
y en la sefializacion transmembrana del ER (22).
Esta proteina incrementa su nivel de expresion
conforme incrementa el proceso carcinogénico en
cancer de mama (29). GRP78 se encuentra en la
superficie celular y manda una sefial que promueve
la apoptosis a traveés de los dominios de muerte
y la activacion de caspasas 8 y 3 (30, 31). En las
células trofoblésticas se ha visto una relacién entre
la expresion de Par-4 y la localizacion de GRP78 en
la superficie celular (32). Por otro lado, las células
cancerigenas se caracterizan por tener una elevada
expresion de GRP78 relacionada con la agresividad
lo cual lo hace un blanco ideal para que Par-4
induzca muerte celular a través de esta via (31).
Otra particularidad de la proteina Par-4 es que esta
expresada en las células sanas (no cancerigenas) y
puede ser secretada por secretagogos que inducen la
activacion de la secrecién via p53, después de una
estimulacion del ER (33).

Par-4 en recurrencia
La pérdida de la expresion del gen Par-4 se ha
reportado como un marcador de pobre prondstico
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en pacientes con cancer de mama (34). Su expresidnse
encuentra disminuida en cancer de pancreas,
carcinoma renal, adenocarcinoma de pulmdn,
carcinoma de prdéstata y cancer de mama (34-37). Su
expresion disminuida es necesaria y suficiente

para promover la recurrencia y la resistencia a la
quimioterapia (Figura 2a); por lo tanto, su baja
expresion se asocia con una respuesta deficiente a la
qguimioterapia y con una posible recaida en los
pacientes con cancer de mama (18).

Quimioterapia
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Figura 2. Pérdida de la expresion de Par-4 y la promocion
de la recurrencia y/o metéstasis en cancer de mama. a: La
pérdida de la expresion de Par-4 después de la administracion de
quimioterapia puede inducir recurrencia tumoral y/o metéstasis
generando células cancerigenas con caracteristicas especiales
que incrementan su agresividad. b: La transicion epitelial
mesotelialesta implicada en el silenciamiento de Par-4 en a
través del factor de trascripcion de Twist y el secuestro por los
filamentos de vimentina en tumores recurrentes y metastasicos
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La baja expresion de Par-4 estd asociada con
los subtipos de cancer de mama agresivos y los
diferentes estudios muestran, una menor expresion
de la proteina en tumores receptores de estrogeno
negativo, tumores grado 3y de tipo basal (38). Estos
tipos presentan mayor riesgo de recurrencia (10-12).
Los trabajos realizados por nuestro equipo sugieren
que los bajos niveles de expresion de Par-4 estan
relacionados con un pronostico desfavorable, ya
gue se encontro baja reactividad de Par-4 en tejidos
de pacientes con una sobrevida corta comparado
con los pacientes con tumor benigno o con una
sobrevida larga, sugiriendo que Par-4 puede jugar
un papel como gen supresor de tumor (39, 40).

La regulacion de Par-4 es un proceso complejo
ya que existen factores que modulan su expresion
génica via promotor o a través de modificaciones
epigenéticas, ademas de las postraduccionales
y la interaccién con otras proteinas que activan o
reprimen su funcidn (18, 36, 41).

La fosforilacién juega un papel importante en la
actividad proapoptética, localizacion y escision de
la proteina Par-4 por las caspasas 3 y 8, asi como
la capacidad de inducir apoptosis selectivamente en
células cancerigenas (20). La apoptosis selectiva en
células cancerigenas y no de las células normales
estd dada en parte por la alta expresion de la proteina
quinasa A (PKA), que juega un papel precanceroso
en las células tumorales. PKA induce la capacidad
proapoptotica de Par-4 al fosforilar el residuo de
treonina 155 (T155) en el dominio SAC en células
cancerosas, el cual es esencial para la apoptosis
(41,42). La translocacion nuclear de Par-4 es
fundamental para la inhibicion de la actividad de
supervivencia celular por el factor nuclear kB [NF-
kB, por sus siglas en inglés] (20). Por el contrario,
la fosforilacién en los residuos de serina 124 y 231
(S124 y S231) por la caseina cinasa 2 (CK2, por sus
siglas eninglés) impide la escision de Par-4 mediada
por caspasas (43, 44). Ademas, la fosforilacion en el
residuo de serina 249 (S249) por proteina kinasa B
(Aktl) bloguea la traslocacién de Par-4 al nucleo,
alterando la funcion proapoptética de la proteina,
por lo que promueve asi la supervivencia celular
(41).

Se ha observado la disminucion de la expresion
de Par-4 en las células residuales después de la
administracion de quimioterapia (30). Ademas, en
un modelo murino genéticamente modificado con
una baja expresion de la proteina Par-4, se observé
la aparicion y recurrencia de cancer de mama, por lo
que Par-4 es considerado un regulador negativo de
la recurrencia del cancer de mama (38).

Par-4 en la transicidn epitelial a mesenquimal

La EMT se ha identificado como un impulsor
critico de la patologia del céncer, como son
carcinogénesis, metastasis y la resistencia a los
medicamentos por lo que promueve un pobre
pronostico clinico (45-48).

La EMT es un proceso biolégico involucrado
en la embriogénesis, en el que las células
epiteliales inmdviles adquieren las caracteristicas
de movilidad de las células mesenquimales. Para
que se lleve a cabo el proceso de transicién de
células epiteliales a células mesenquimatosas, se
requiere una reprogramacion genética donde se
reprimen los genes epiteliales y se activan los genes
mesenquimales (48). Existen tres grupos principales
de genes que intervienen en el desarrollo de la
EMT, los inductores como factor de crecimiento
transformante B (TGF-B), Wnt (el nombre del gen
proviene de la fusion de las palabra Wingless e
integrated), Notch (nombre del gen proviene de
la cepa de la mosca Notch donde se observo por
primera vez), factor de necrosis tumoral o (TNF-a)
y factor inducible por hipoxia (HIF) (49-52), que
activan a los factores de transcripcion dedos de Zinc
de la caja E vinculantes con la caja homedtica (Zeb,
por sus siglas en ingles), Twist [también conocida
como class A basic helix—loop-helix protein 38
(bHLHa38 por sus siglas en inglés)] y Snail,
denominados reguladores (53-55), y estos a su vez
modulan la expresién de E-cadherina y vimentina,
genes efectores que reorganizan a las proteinas de
unién y de citoesqueleto (Figura 2b) para disociar
el arreglo de las células epiteliales (56, 57).

Se ha propuesto que la EMT contribuye a la
diseminacion metastasica de las células de cancer
de mama. Los factores de transcripcion que
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promueven la EMT determinan un continuo
cambio de diferentes estados del proceso. Por
el contrario, el receptor de estrogeno a (REa)
ayuda a mantener el fenotipo epitelial de
las células de cancer de mama, afectando los
factores de transcripcion que modulan la EMT y su
expresion es crucial para las terapias endocrinas
eficaces (54, 55).

Durante el proceso de transicion de las células
epitelialesamesenquimatosas entumores recurrentes
de cancer de mama se promueve el silenciamiento
epigenético, a través de modificaciones bivalentes
de las histonas de Par-4 y de la represion de Twist
sobre el promotor de Par-4. Se ha observado que
el silenciamiento de Par-4 puede revertirse con
inhibidores farmacoldgicos de la modificacion de
las histonas y sensibiliza a los tumores recurrentes
a la quimioterapia tanto in vivo como in vitro (18).
Por otra parte, en células de cancer de pancreas
metastasico se ha observado una doble funcion de
Par-4 en la anulacién de la EMT y el cambio en la
transicion mesenquimal a epitelial (58).

Uno de los principales problemas en cancer
de mama es la resistencia a la quimioterapia en
células triples negativas; el cisplatino o cis-
diaminodicloroplatino (CDDP, quimioterapéutico
que inhibe la sintesis de DNA y se usa para
diferentes tipos de cancer, puede revertir la
metastasis del céncer de mama mediante el
bloqueo de la EMT (59). La sobreexpresion de Par-
4 combinada con CDDP ejerce un efecto sinérgico
en lineas celulares y suprime el crecimiento del
xenoinjerto en ratones desnudos (60). La curcumina
incrementa la expresion de Par-4 y sensibiliza la
linea celular de céancer de mama murino 4T1 al
CDDP (61). Por otra parte, Tan y col. observaron
que la regulacién negativa de Par-4 confiere
resistencia a CDDP a través de la EMT dependiente
de la via fosfatidilinositol-3-kinasa (PI3K/Akt) en la
linea celular primaria de tumor pancreatico
humano (BXPC-3); por lo tanto, Par-4 puede ser un
objetivo potencial para superar la resistencia a
CDDP en el céancer de pancreas. Ademas, la
expresion ectopica de Par-4 revirtio la resistencia a
EMT y CDDP en células BXPC-3/CDDP (62).
Durante la apoptosis

inducida por CDDP y otros compuestos en lineas

celulares humanas normales y tumorales, Par-4 es

cortado por las caspasas 3 y 8 en el &cido aspartico
47, de la posicion 131 de la proteina
generando dos productos, el fragmento de 25
kDa se acumula en el nucleo generando
apoptosis y bloqueando la actividad de NF-xB
(63-65).

El restablecimiento en la expresiéon de Par-4
revierte el proceso de laEMT, restringe la resistencia
a la quimioterapia y promueve la regresion tumoral.
Enun modelo murinoy en pacientes con cancer renal
se ha observado un incremento en la expresion de
la proteina Par-4, en suero o plasma, después de la
administracion de cloroquina o hidroxicloroquina,
induciendo una marcada reduccion del volumen
tumoral o inhibicién de la metastasis (66). Por otro
lado, laregulacion ascendente de Par-4 por Forkhead
box 03 (Foxo3a, por sus siglas en inglés) después
del tratamiento con medicamentos, dirigidos
hacia la via de sefalizacion fosfatidilinositol-3-
kinasa/proteina kinasa B/diana de rapamicina en
células de mamifero (PIBK/Akt/mTOR, por sus
siglas en inglés), limita la supervivencia a largo
plazo de las células de cancer residuales (67).
El incremento de Par-4 mediado por el farmaco
1,1’-p-d-glucopiranosil-3,3’-bis(5-bromoindolil)-
octilmetano (NGD16) inhibe la capacidad de las
células de cancer de mama triple negativo (MDA-
MB-231) para migrar e invadir (68).

Por lo tanto, la proteina Par-4 puede ser una buena
propuesta terapéutica contra diferentes tipos de
cancer (69-71), como el cancer de mama agresivo
(HER-2 positivo o triple negativo), por su capacidad
de inducir apoptosis selectivamente en células
cancerigenas, su capacidad de quimio sensibilizar
y bloquear o revertir los procesos de recurrencia
y metastasis a través de la sobreexpresion de la
proteina con pldsmidos o vectores virales, asi como
la induccion de Par-4 soluble por secretagogos (72,
73).
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10. CONCLUSIONES

La curcumina inhibe la viabilidad celular de las lineas celulares tratadas e indica
que no hay sobrevivencia en células Hela tratadas con 15 pM/ul curcumina.
Curcumina quimiosensibilizé las células asi es platino en concentraciones
pequefias y mostro sinergismo (curcumina 15puM/pl-cisplatino 2.5 ng/pl).
Curcumina induce muerte mediada por apoptosis modulando genes involucrados
en ella.

Curcumina incrementa la expresion de par cuatro en todas las lineas celulares
tratadas e induce su movilizacion hacia el nucleo.

Curcumina incrementa la secrecion de Par-4 en medios condicionados de FDHn,
pero no en medios condicionados de células de cancer de mama.

Curcumina induce la secrecidn de Par-4 soluble, en plasma de ratones tratados.
El plasma de ratones tratados con curcumina incrementa la proliferacion en células
de cancer de mama humanas y murina, Sin embargo, las sensibiliza frente a
cisplatino.

Curcumina potencia el efecto de cisplatino en la disminucion de la masa tumoral

“In vivo”, presumiblemente via Par-4.



11. PERSPECTIVAS

Analizar mediante inmunoprecipitacion si existe un incremento en la interaccion
Par-4/WT1.

Analizar por inmunofluorescencia la fosforilacion de WT1.

Analizar activacion de caspasas.

Analizar si dosis menores a 10uM/ml de curcumina inducen la secesion de Par-4.
Analizar el uso la proteina recombinante de Par-4 como terapia en cancer de mama

Analizar la capacidad de curcumina para revertir el proceso de TEM
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