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Resumen Antecedentes: El cancer de mama es la primera causa de muerte por cancer en Mé-
xico. La mayoria de las muertes se relacionan con la forma de presentacion de la enfermedad
como localmente avanzada o metastasica. La transicion epitelio-mesénquima (TEM) es uno de
los pasos indispensables para la metastasis. Diversos factores desencadenan la TEM, entre los
que destacan el factor de crecimiento transformante beta, el factor de crecimiento epidérmi-
co y la interleucina 6 (IL-6), entre otros. La TEM se caracteriza por la pérdida de la expresion
de E-cadherina y la expresion de N-cadherina y vimentina. En este estudio investigamos el
papel de la IL-6 sobre la induccion de TEM. Método: Se utilizaron los cultivos primarios MBCDF
y MBCD17. Se midio la expresion de E-cadherina mediante Western blot. Se estimularon las
células con IL-6 para inducir la TEM. Se midi6 la activacion de STAT3 mediante anticuerpos fos-
foespecificos y la expresion de E-cadherina como marcador de TEM. Resultados: La estimula-
cion con IL-6 de los cultivos primarios MBCDF y MBCD17 indujo la fosforilacion de STAT3-Tyr705
sin alteracion de sus valores totales; ademas, se demostrd que la estimulacion con IL-6 en las
células induce una TEM evidenciada por la pérdida de E-cadherina. Conclusiones: Los resul-
tados del presente trabajo sugieren que la IL-6 induce TEM en cultivos primarios de cancer de
mama a través de la fosforilacion de STAT3. (creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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INTRODUCCION

El cancer de mama representa globalmente el 25% de todas
neoplasias malignas en las mujeres, situandose como la mas
frecuente en este grupo. En México representa desde el afo
2006 la primera causa de muerte por cancer en las muje-
res’?. En 2012 se reportd un incremento en la incidencia de
cancer de mama, siendo del 2% en 1980 y reportandose para
el ano 2010 un 5%’. El sistema de vigilancia epidemioldgica
de México publico en 2009 una incidencia nacional de 15
casos por 100,000 habitantes, notandose las mayores inci-
dencias en Ciudad de México, Coahuila y Nuevo Ledn, con
17, 18 y 14 casos por 100,000 habitantes, respectivamente,
y el Estado con menor incidencia documentada fue Chiapas,
con 1.5 casos por 100,000 habitantes. De los datos anterio-
res hay que hacer notar que en México no existe un registro
nacional de cancer, por lo que lo reportado solo hace un
estimado de la situacion real del cancer de mama en el pais.

El estudio molecular del cancer de mama ha permitido
clasificar la enfermedad en diferentes subtipos, con el fin
de traducir dicha informacion en terapias dirigidas y definir
grupos pronosticos. En las Ultimas décadas, dicha clasifica-
cion ha sufrido modificaciones que representan los avances
en investigacion y las adaptaciones para la global interpre-
tacion de los criterios de clasificacion, eliminando un valor
en especifico del Ki6é7 y agregando parametros clinicos y
marcadores moleculares multiparamétricos como principa-
les modificaciones. Asi, ahora se reconocen como subtipos
los luminales, caracterizados por la expresion de receptores
hormonales y la no expresion de HER2; estos se subdividen
en el tipo luminal A, como aquellos tumores en los que el
analisis de inmunohistoquimica evidencia una alta expresion
del receptor de estrogenos y del receptor de progestero-
na, una determinacion claramente baja del Ki67, y tumo-
res clasificados por tamano como T1y T2 y una afeccion de
ninguno a tres ganglios linfaticos. Si se dispone de acceso
a una determinacion de marcadores moleculares multipa-
ramétricos (Oncotype DX®, MammaPrint®), el resultado debe
ser una valoracion de riesgo favorable. Este subtipo repre-
senta el 40% de los canceres de mama y se relaciona con un
prondstico favorable. El subtipo luminal B lo caracteriza la
baja expresion de receptores hormonales, un Ki67 claramen-
te alto, la afeccion nodal mayor de tres ganglios, un grado
histologico 3 (tumor poco diferenciado), invasion linfatica
vascular extensa y tumores voluminosos (T3); estos repre-
sentan el 20% de los canceres de mama y se relacionan con
un riesgo de muerte de 1.96 (intervalo de confianza del 95%
[IC 95%]: 1.08-3.54). La sobreexpresion de HER2 (25% de los
tumores) o la ausencia de expresion del receptor de estroge-
nos, del receptor de progesterona y de HER2 se define como
«triple negativo» (15-20% de los canceres de mama). Ambos
grupos se consideran de mal pronédstico, con un riesgo de
muerte de 7.39 (IC 95%: 1.72-31.77) y 12.41 (IC 95%: 5.82-
26.49), respectivamente. Cabe destacar que en las mujeres
menores de 40 afios con cancer de mama los factores que
mas influyen negativamente en la supervivencia global son
la infiltracion ganglionar o ser del subtipo molecular triple
negativo’*. La introduccion de agentes dirigidos a blancos
moleculares especificos, como el receptor de crecimiento
epidérmico (trastuzumab, TDM-1, pertuzumab), han logrado
respuestas objetivas en los tumores hasta de un 70% cuan-
do son combinados con quimioterapia, y han mejorado la

supervivencia global. Esto solo es efectivo para un grupo
seleccionado de pacientes; sin embargo, se ha visto que con
el tiempo la enfermedad logra progresar y adquirir la capa-
cidad de generar metastasis en otros sitios’.

Uno de los primeros eventos en la diseminacion de las
células tumorales es la pérdida de la mayoria de las caracte-
risticas epiteliales, a través de cambios drasticos en el cito-
esqueleto. Esta serie de eventos se conoce como transicion
epitelio-mesénquima (TEM), un proceso en el que las células
epiteliales sufren cambios bioquimicos para transformarse
en células mesenquimatosas, se pierden las uniones inter-
celulares y, por lo tanto, se vuelven alargadas y no pola-
rizadas, lo que les permite moverse a través de la matriz
extracelular, con lo cual generan un nuevo tejido con una
polaridad diferente al epitelio que le dio origen®’. La TEM
no es un proceso exclusivo de las células tumorales; se ha
descrito en tres diferentes escenarios biologicos: la TEM tipo
1 participa en la implantacion del embrion, la embriogénesis
y la organogénesis; la TEM tipo 2 se asocia a la cicatrizacion
de heridas, la regeneracion tisular y la fibrosis en 6rganos
como el rindn; y la TEM tipo 3 es la que se encuentra im-
plicada en la tumorigénesis, explicando la progresion de un
carcinoma in situ a uno invasor?, y también se ha asociado
con la resistencia a la apoptosis y a farmacos de quimiote-
rapia’. El papel de la TEM en el cancer ya esta bien estable-
cido, y se asume que es un componente indispensable para
la metastasis'®. Una vez que las células tumorales alcanza-
ron el sitio de metastasis distante, retoman el fenotipo del
tumor primario a través de un proceso llamado transicion
mesénquima-epitelio. Por lo tanto, los pasos de la TEM pare-
cen ser reversibles, indicando la existencia de componentes
dinamicos en la progresion tumoral''.

Se han descrito diversos marcadores implicados en la
TEM. Uno de los mas estudiados es la disminucion de la ex-
presion de E-cadherina, proteina involucrada en las uniones
célula-célula, la cual baja sus valores al minimo, con un in-
tercambio por N-cadherina. Existen otros marcadores que
son regulados positivamente en la TEM, como son la vimen-
tina, la fibronectina y la actina de musculo liso, y factores
de transcripcion como Snail, Twist, Slug y ZEB, ademas de
factores de crecimiento como el factor derivado de plaque-
tas'?". Otras moléculas de adhesion célula-célula, como las
claudinas 3, 4y 7, la o-catenina, la y-catenina y las ocludi-
nas, son reguladas negativamente en células con fenotipo
mesenquimatoso’>'>. La TEM es un proceso dinamico y es
activado por diversos estimulos del microambiente tumoral,
que incluyen factores de crecimiento, interacciones célula
tumoral-estroma e hipoxia'. Dentro de las senales que ac-
tivan la TEM se encuentran factores de crecimiento, como
el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B, trans-
forming growth factor-beta), el factor de crecimiento de
los hepatocitos (HGF, hepatocyte rowth factor), el factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF, fibroblast growth factor),
los factores de crecimiento similares a la insulina (IGF, insu-
lin growth factor) 1y 2, y el factor de crecimiento epidér-
mico (EGF, epidermal growth factor)".

En los Gltimos afos se ha empezado a tomar en cuenta la
influencia del microambiente tumoral en el desarrollo y el
comportamiento de los tumores. Se ha visto que existen ci-
tocinas y factores de crecimiento secretados por las células
que rodean al tumor como agentes cruciales en los procesos
bioldgicos de proliferacion, migracion, invasividad y metas-
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tasis de las células tumorales. Debido a esto se han explora-
do biomarcadores sistémicos y del microambiente tumoral,
que estan relacionados con la respuesta inmunitaria innata y
adquirida, los cuales han mostrado tener un papel importan-
te en la respuesta antitumoral'®. El microambiente tumoral
esta conformado por diversos tipos celulares, que incluyen
fibroblastos asociados al tumor, células neuroendocrinas,
adipocitos, células inflamatorias del sistema inmunitario,
células endoteliales y células de la cadena linfatica™. Todas
estas estirpes celulares contribuyen al desarrollo del tumor
secretando factores de crecimiento, metaloproteinasas y ci-
tocinas que son necesarios para el desarrollo del tumor??',

Una de las citocinas que ha sido implicada en la progre-
sion tumoral es la interleucina 6 (IL-6), una citocina pleio-
tropica producida por las células hematopoyéticas y las cé-
lulas epiteliales. Desde su identificacion en sobrenadantes
de cultivos de células mononucleares, se describio su papel
en funciones bioldgicas como la diferenciacion de los linfoci-
tos By la proliferacion de los linfocitos T22%. En los canceres
de mama, rifdn, prostata y mieloma multiple se ha correla-
cionado con mal prondstico y agresividad tumoral. Estudios
recientes sitUan a la IL-6 como un regulador positivo del fac-
tor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, vascular endo-
thelial growth factor)*?. Se ha encontrado que los valores
de IL-6 circulante en las pacientes con cancer de mama son
10 veces mayores que en las mujeres sanas, existiendo una
correlacion entre los valores mas altos de IL-6 y los estadios
mas avanzados del cancer de mama?*%. El estudio de la IL-6
en células de cancer de mama in vitro ha arrojado resulta-
dos controversiales; por una parte, se ha demostrado su im-
plicacion en la resistencia a la doxorubicina y la promocion
de la motilidad celular requerida para la metastasis?’ %, y
por otra parte se ha visto que el tratamiento con IL-6 por 6
dias a bajas dosis inhibe la proliferacion in vitro por via de
la activacion de la apoptosis por fragmentacion del ADN en
las células con expresion del receptor de estrogenos”. La
IL-6 también se ha implicado como un promotor de la TEM,
induciendo la represion de la expresion de E-cadherina™®.

La senalizacion de la IL-6 se produce a través de la in-
teraccion con su receptor y la glucoproteina de unién a
la membrana gp130, que se encuentra unida a las cinasas
Janus (JAK) 1y 2. Las JAK se encargan de fosforilar el do-
minio citoplasmico distal de la gp130, y esta fosforilacion
sirve para reclutar proteinas que contienen dominios SH2,
como STAT3, la cual es posteriormente activada mediante la
fosforilacion del residuo de tirosina 705 (Tyr705)%**"*, indu-
ciendo asi su dimerizacién. El dimero de STAT3 se transloca
al ndcleo, dando lugar a la transcripcion de sus genes blan-
co. En la TEM mediada por IL-6, STAT3 induce la expresion
de otros factores de transcripcion como Snail, ZEB, Twist y
Slug, que en comun generan la represion de la E-cadherina
y la transcripcion de genes mesenquimales n-cadherina, vi-
mentina, lo que genera la desintegracion de las uniones ce-
lulares y la pérdida de la polaridad epitelial*’. Reportes re-
cientes destacan la importancia oncogénica de la activacion
persistente de STAT3, proponiendo a la produccion autocrina
y la estimulacion paracrina de IL-6 como el mecanismo de
la activacion constitutiva de STAT3. En el microambiente tu-
moral, y los frentes invasivos tumorales, se ha observado
la presencia de células inflamatorias, lo que propone a IL-6
como agente tumorigénico a través de la activacion de la
via de JAK/STAT'"*, Lo anterior sitla a la TEM como indis-

pensable para la generacion de metastasis, observando a la
vez que dicho proceso es reversible y permite a la célula
tumoral retomar un fenotipo epitelial una vez alcanzado el
sitio de la metastasis'.

Por otra parte, en nuestro laboratorio se encontré que el
EGF induce TEM medida como la disminucion de E-cadheri-
na y la expresion de vimentina a través de la induccion del
factor de transcripcion Snail**. Dados estos antecedentes,
en el presente trabajo analizamos el efecto de la IL-6 en la
induccion de TEM. Se utilizo un modelo de cultivos primarios
de cancer de mama a los cuales se indujo la TEM con IL-6, y
se investigd el cambio en los marcadores epiteliales (E-cad-
herina). Los resultados mostraron que la IL-6 induce en la
TEM con la caracteristica pérdida de E-cadherina.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Se utilizaron anticuerpos primarios contra E-cadherina, tu-
bulina, pSTAT3 (Tyr705) y STAT3 de Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, CA, EE.UU.). La E-cadherina se obtuvo de Cell
Signalling Technology (Cambridge, MA, EE.UU.). Los anti-
cuerpos secundarios frente a ratéon o conejo se adquirieron
de Jackson ImmunoResearch (West Grove, PA, EE.UU.). La
IL-6 se obtuvo de PeproTech (RockyHill, NJ, EE.UU.).

Cultivo celular

Los cultivos celulares primarios MBCDF y MBCD17, que se
derivaron a partir de una biopsia del producto de una mas-
tectomia realizada a una paciente con cancer de mama
(protocolo aprobado por el Comité de Etica del Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran,
Ref. 1549, BQO-008-06/9-1), fueron mantenidos en medio
RPMI-1640 suplementado con un 10% de suero fetal bovino,
antibidtico y antimicético (Invitrogen Corporation, Camari-
llo, CA, EE.UU.) a 37 °C en una atmosfera humidificada con
un 5% de CO,.

Estimulacion celular

Se realizaron ensayos de estimulacion con IL-6 para evaluar,
mediante Western blot, la fosforilacion de STAT3 usando un
anticuerpo fosfoespecifico contra pSTAT3 Y705 en células
MBCDF y MBCD17. Para ello se sembraron 1 x 10° células en
platos de cultivo de 60 mm, mantenidas con medio RPMI-
1640 suplementado con un 0.1% de suero fetal bovino. Las
células se dejaron adherir toda la noche a 37 °C con un 5%
de CO2. Se estimuld con IL-6 1 ng/ml por los siguientes tiem-
pos: 0, 5, 15, 30 y 60 minutos.

Para los ensayos de induccion y reversion de la TEM en cé-
lulas con fenotipo epitelial MBCD17 se disefaron dos mode-
los experimentales; en el primero se utilizaron tiempos cor-
tos de induccion de TEM con IL-6, de 0, 4, 8, 12 y 24 horas.

Ensayo de inmunoblot (Western blot)

Las células estimuladas fueron lisadas con un buffer de lisis
que contiene HEPES 50 mM (pH 7.4), EDTA 1 mM, NaCl 250
mM, un 1% de nonidato, NaF 10 mM y 1X de inhibidores de
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Figura 1. La IL-6 induce la fosforilacion de STAT3 en células de cancer de
mama MBCDF y MBCD17. Las células fueron tratadas con 5 ng/ml de IL-6
a0, 5, 15, 30 y 60 minutos, se realizd Western blot para analizar la
fosforilacion de STAT3 en la Tyr705, y se utilizd6 como control STAT3 total.

proteasas (Complete, EDTA-free, Roche). Se sometieron a
electroforesis 25 ug de proteina total en geles de poliacrila-
mida desnaturalizante y fueron transferidos a una membrana
de Immobilion-P PVDF (Millipore Corp Bedford, MA, EE.UU.);
estas fueron bloqueadas durante 60 minutos en leche des-
cremada al 5% en PBS-Tween al 0.05%. Posteriormente se
incubaron con los respectivos anticuerpos primarios toda la
noche a 4 °C en agitacion. Después, las membranas se in-
cubaron con los anticuerpos secundarios contra raton-HRP
o contra conejo-HRP, segun fuera el caso, por 45 minutos.
La senal fue visualizada mediante quimioluminiscencia uti-
lizando el kit Super Signal West Pico (Thermo, Rockford, IL,
EE.UU.), y finalmente se expuso a una pelicula radiografica
Kodak.

RESULTADOS

La interleucina 6 induce la fosforilacion de
STAT3 en células de cancer de mama

Esta bien establecido que la IL-6 sefaliza a través de la
activacion de STAT3®'. Para demostrar que en los cultivos
primarios de cancer de mama que utilizamos la IL-6 indu-
ce la activacion de STAT3, estimulamos las células MBCDF
y MBCD17 con 5 ng/ml de IL-6 por diferentes tiempos. La
activacion de STAT3 se midi6 como la fosforilacion de la
Tyr715 de STAT3 utilizado anticuerpos fosfoespecificos. Los
resultados demuestran que la IL-6 induce la fosforilacion de
STAT3. La cinética de la fosforilacion en pSTAT3-Tyr705 tuvo
un pico de activacion en las células MBCDF entre los 15y 30
minutos, mientras que en las células MBCD17 tuvo un pico
de activacion de pSTAT3-Tyr705 a los 15 minutos (Fig. 1). Es-
tos resultados confirman que, en los cultivos, la IL-6 sefaliza
a través de la activacion de STAT3.

La interleucina 6 induce la transicion
epitelio-mesénquima

Una vez demostrado que la IL-6 induce la fosforilacion de
STAT3 en células de cultivos primarios de cancer de mama,
investigamos si la estimulacion con IL-6 provoca una dismi-

Figura 2. La IL-6 induce la pérdida de la expresion de E-cadherina en
células de cancer de mama MBCDF y MBCD17. Las células fueron tratadas
con 5 ng/ml de IL-6 a 0, 4, 8, 12 y 24 horas, se realizd Western blot
para analizar la expresion de E-cadherina (panel superior) y se utilizd

un anticuerpo antitubulina como control de carga (panel inferior).

nucion en la expresion de E-cadherina como marcador de
TEM. Se encontré que la IL-6 induce una ligera caida en la
expresion de E-cadherina a partir de las 4 horas, que se
vuelve mas pronunciada a partir de las 12 horas; como con-
trol de carga se utilizd un anticuerpo contra la tubulina.
Estos resultados sugieren que la IL-6 induce cambios rapidos
en la expresion de E-cadherina, como un marcador de que la
célula tumoral entra en el proceso de TEM (Fig. 2).

DISCUSION

La TEM es uno de los pasos mas criticos en el desarrollo de
la metastasis, y por ello la descripcion de los mecanismaos
moleculares por los cuales se activa y el modo en puede ser
inhibida o revertida son de gran relevancia para el desarro-
llo de nuevas estrategias terapéuticas. En el presente tra-
bajo presentamos evidencia de que, en células primarias de
cancer de mama, la IL-6 induce TEM a través de la disminu-
cion de E-cadherina. Estos datos sugieren que la IL-6 es una
citocina importante dentro del microambiente tumoral que
participa en el proceso de metastasis en el cancer de mama.

Una de las principales causas de muerte de las pacientes
con cancer de mama es la metastasis. En el proceso de la
metastasis se incluyen diversos pasos por los que una célula
transformada tiene que pasar para migrar a un sitio distan-
te. Entre los pasos cruciales de este proceso se encuentra
la TEM, que se caracteriza por la pérdida de la polaridad de
la célula y la adquisicion de propiedades invasivas®''. Para
poder estudiar las propiedades metastasicas de una célula
desarrollamos un modelo in vitro de TEM basado en cultivos
primarios de cancer de mama. La TEM es un proceso dinami-
co y es activado por diversos estimulos del microambiente
tumoral que incluyen factores de crecimiento, interacciones
célula tumoral-estroma e hipoxia®. Dentro de las sefales
que activan la TEM se encuentran factores de crecimiento,
como el TGF-B, el HGF, el FGF, los IGF 1y 2, y el EGF". La
IL-6 es una citocina inflamatoria que se ha asociado a la
TEM*®*¥. En nuestro modelo de cultivos primarios de can-
cer de mama, estimulamos con IL-6 células con marcadores
epiteliales (MBCDF y MBCD17) tratando de inducir TEM, y
demostramos que la IL-6 induce una disminucion de la ex-
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presion de E-cadherina, en horas, a través de la via de
fosforilacion de STAT3. Estos resultados demuestran que,
en nuestro modelo in vitro de cultivos primarios de can-
cer de mama, el tratamiento con IL-6 es capaz de inducir
la TEM, como lo demuestra la pérdida de la expresion de
E-cadherina.

CONCLUSIONES

En resumen, nuestro trabajo demuestra que la IL-6 es un
potente inductor de la TEM a través de la activacion de
STAT3 en cultivos de primarios de cancer de mama. Las im-
plicaciones de esto sugieren que la presencia de IL-6 en el
microambiente tumoral confiere un alto potencial metasta-
sico. Estos datos apoyan el desarrollo de nuevas estrategias
de tratamiento para el cancer de mama, como podria ser la
inhibicion de la IL-6 como un abordaje atractivo para inter-
ferir con la TEM.
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