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RESUMEN

La progesterona es una hormona esteroidea esencial en el desarrollo de la
gldndula mamaria, sin embargo, hay evidencia que indica que se encuentra
involucrada en el desarrollo del cancer de mama. A pesar de esto, poco se
conoce sobre el efecto de la progesterona en la secrecion de moléculas
involucradas en procesos de migracion como las metaloproteinasas (MMPS),
especificamente la MMP-2 y MMP-9, asi como la activacion de factores de
transcripcion importantes para la proliferacién y supervivencia celular como AP-1
y NF-kB. En este estudio observamos que la estimulacion de las células MCF-7
con progesterona promueve la secrecion de la MMP-9, ademas encontramos que
la secrecion de esta MMP se encuentra regulada por la activacion de c-Src, del
EGFR y parcialmente de la activacion de las MAPKs. Demostramos que la
progesterona induce la activacion de los factores de transcripcion AP-1y NF-«B
de las células que fueron tratadas. Finalmente mostramos que la progesterona no
tiene un efecto sobre la expresion de la MMP-2 y MMP-9 en la membrana
plasmatica. Estos resultados demuestran que la progesterona induce la secrecion
de la MMP-9 de manera dependiente de una via de sefalizacion que involucra a
c-Src, EGFR y parcialmente MAPKSs, por otra parte induce la activacion de los
factores de transcripcion AP-1 y NF-xB en la linea celular de cancer de mama

MCF-7.
Palabras claves: MCF-7, cancer de mama, MMP-2, MMP-9, progesterona, c-Src, EGFR,
MAPKs, AP-1, NF-kB.



ABSTRACT

Progesterone is a steroid hormone that regulates the development of
normal mammary gland. However, there is evidence indicating that this hormone
is implicated in the growth of breast tumors. Little is know about the role of
progesterone on the secretion of molecules involved in cell migration such as
MMP-2 and MMP-9 and on the activation transcription factors that regulate
survival and proliferation such as AP-1 and NF-xB. Here, we demonstrated that
stimulation of MCF-7 cells with progesterone promotes the secretion of MMP-9.
We also found that this secretion is regulated by c-Src and EGFR activation and
partially by activation of the MAPKs pathway. On the other hand, our results show
that progesterone induces activation of AP-1 and NF-xB in MCF-7 cells. Finally,
we assessed the effect of progesterone on the expression of MMP-2 and MMP-9
in the plasma membrane, and we found that progesterone does not affect MMP-2
or MMP-9 expression in the plasma membrane. Our results demonstrate for first
time that progesterone induces the secretion of MMP-9 via c-Src, EGFR and
MAPKs signaling pathways. Moreover we demonstrated that progesterone

induces the activation of the transcription factors AP-1 and NF-kB in MCF-7 cells.

Key words: MCF-7, breast cancer, matrix metalloproteinase-2 (MMP-2), MMP-9, progesterone, c-
Src, EGFR, MAPKs, AP-1, NF-«B.



INTRODUCCION

El cancer de mama es considerado la primera causa de muerte en México
por neoplasias en mujeres entre 45 a 54 afos de edad. Sin embargo, el grupo de
mujeres que se encuentran en un rango de edad entre los 35 a 44 afios posee
una tasa de mortalidad muy parecida (Knaul F., et al., 2008). En el caso particular
del estado de Guerrero, las muertes registradas por cancer de mama ocupan el
segundo lugar después de las ocasionadas por el cancer cérvicouterino (SSA,
2005). La incidencia de cancer de mama presenta variaciones alrededor del
mundo, debido a que los cambios en el estilo de vida pueden modificar el riesgo
de desarrollar este padecimiento (McTiernan A., 2003). El desarrollo de cancer de
mama ha sido vinculado a factores de riesgo que poseen una asociacion con los
niveles hormonales, la edad, la aparicion de la menarquia, el comienzo de la
menopausia, el uso de contraceptivos y la terapia de reemplazo hormonal
(ESHRE Capri Workshop Group, 2004), esto debido a que el comportamiento
biologico del cancer de mama depende en gran medida de la accion de hormonas,
como estrogenos Yy progesterona (Pg) (Haslam S., 2005). En la glandula mamaria
normal, los estrégenos son responsables del alargamiento y ramificacion de los
ductos mamarios (Althius M. et al., 2004), mientras que la Pg juega un papel
importante en el desarrollo, crecimiento y mantenimiento de los tejidos
reproductivos femeninos (Boonyaratanakornkit V. et al., 2007). Ambas hormonas
regulan una variedad de funciones celulares, principalmente a nivel transcripcional
(Ballaré et al., 2006). La mayoria de las funciones de la Pg son mediadas por el
receptor de la progesterona (PR), el cual se encuentra en dos isoformas: PR-A 'y
PR-B (Mulac-Jericevic B. y Conneely O., 2004), pertenecientes a la superfamilia
de receptores nucleares de factores de transcripcion. La accidon de estos
receptores se caracteriza por la formacion de complejos de manera directa o
indirecta con elementos de respuesta en regiones no codificantes de genes
blanco (Conzen S., 2008; Chang E., 2006), y su actividad es regulada a través de
modificaciones post-traduccionales, como la fosforilaciéon (Wu R. et al., 2005). La
sefalizacion de la Pg mediada por su receptor ocurre a través de 2 distintas vias.
En el modelo clasico o via gendmica, los receptores activados se unen
directamente, a través de su dominio de unién al DNA (DBD), a elementos de

respuesta a progesterona (PRES), situados en las regiones promotoras de genes



blanco (Lange C., 2008), reclutando a co-activadores o co-represores con los que
interaccionan via sus dominios activadores de la funcion 1 (AF-1) y AF-2 (Cui X.,
et al., 2005; Mulac-Jericevic B. y Connely O., 2004; Bramley T., 2003). En la via
no gendmica o extracelular, la Pg se une a su receptor activando proteinas
cinasas citoplasmicas, las cuales incluyen a la proteina cinasas activada por
mitdgeno (MAPK), la fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K) y la cinasa p60-Src (Saitoh
M., 2005), esta Ultima puede interactuar con substratos citoplasmaticos y
promover la sefializacion de moléculas rio abajo de la cascada de sefalizacion,
como la cinasa de adhesion focal (FAK) o al substrato asociado a Crk (CAS), el
cual juega un papel notable en la sefializacibn mediada por integrinas (Finn, R.,
2008).

Recientemente en varios modelos celulares se ha descrito la
transactivacion del receptor al factor de crecimiento epidermal (EGFR) por
diferentes ligandos, ademas se ha observado que la expresion de las isoformas
del PR, en respuesta a la Pg, requiere la presencia del factor de crecimiento
epidermal (EGF), lo cual sugiere la existencia de una transactivacion importante
entre los EGFR y/o los miembros de esta familia con receptores hormona-
esteroideos, especificamente PR (Lange C., 2008). Aunado a lo anterior, ha sido
reportado que el EGF incrementa la proliferacion de las ramificaciones ductales
durante el desarrollo de la glandula mamaria normal (Ruan W., 2005); de la
misma forma, la actividad del EGFR se ha detectado incrementada en todos los
estados de la progresion tumoral de la glandula mamaria (Vlahovic G. y Crawford
J., 2003), pero aun mas en los estados tardios, lo que sugiere que este receptor
se encuentra desempefiando un papel importante en el proceso metastasico del
cancer de mama humano (Biscardi J., 2000). Para que la diseminacion
metastasica se lleve a cabo se requiere de la invasion de células tumorales, lo
cual es un evento tardio, pero esencial para la progresion neoplasica (Ozanne B.,
et al., 2007), involucrando una cascada de eventos, que incluyen el rompimiento
de la matriz extracelular (ECM) por metaloproteinasas de matriz (MMPs) (Figueira
R., et al., 2009). Las MMPs comprenden una gran familia de endopeptidasas
dependiente de zinc (lllemann M. et al., 2006), cuya actividad proteolitica es
regulada principalmente a tres niveles, la transcripcion, la activacion de la
proenzima y la inhibicion (Overall C. y Lopez-Otin C., 2002). Entre estas enzimas,

la MMP-9 o gelatinasa de tipo B, y la MMP-2 o gelatinasa de tipo A, juegan un
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papel importante en la invasion del tumor y la metastasis (Cortes-Reynosa P. et
al., 2007) debido a su especificidad por el colageno de tipo IV, principal
componente de la ldmina basal (Lungu G. et al., 2008; Taniwaki K. et al., 2007).
Adicionalmente, ambas MMPs no son expresadas en el tejido mamario normal
pero si son comunmente expresadas en el cancer de mama (American Society
from Reproductive Medicine, 2007).

La proteina activadora-1 (AP-1) y el factor nuclear kappa B (NF-kB) son
factores de transcripcion importantes en la regulacion de la transcripcion del gen
de la MMP-9, debido a que el promotor del gen de esta MMP contiene sitios de
unién tanto para AP-1 como para NF-xB (Lungu G. et al., 2008), por lo cual su
activacion ha sido asociada a la invasion de células tumorales. AP-1 es un factor
de transcripcion que transduce multiples sefiales de crecimiento mediadas por
factores de crecimiento, principalmente EGF y hormonas esteroideas, como
estrogenos y progesterona (DeNardo D. et al.,, 2005). NF-xB es un factor de
transcripcion pro-inflamatorio asociado con el desarrollo y progresion de diversos
canceres, entre ellos se encuentra el cancer de mama. La via de sefalizacion que
estimula la activacion de este factor de transcripcion es mediada por diversas
moléculas que incluyen el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a), el EGF, la
interleucina 1 beta (IL-1pB), los lipopolisacaridos (LPS), las proteinas virales, asi
como también por el estrés celular y los virus (Sethi G., et al., 2008).

Diversos estudios indican que tanto la Pg como su receptor estan
involucrados en el desarrollo y control de la tumorogénesis en la glandula
mamaria, a pesar de esto poco se sabe de la respuesta celular a la Pg con una
delimitaciéon clara de los efectos dependientes del PR en vias de sefalizacion a
receptores de factores de crecimiento (EGFR), secrecion de moléculas
involucradas en procesos de migracion e invasion (MMP-2 y MMP-9), asi como de
la participacion de los factores de transcripcion (AP-1 y NF-kB), importantes para
la proliferacién y la supervivencia celular. Por lo anterior, planteamos la hipotesis
de que la Pg induce la secrecion y expresion en membrana citoplasmatica de la
MMP-2 y la MMP-9, asi como la activacion de los factores de transcripcion AP-1y
NF-«xB en lineas celulares de cancer de mama.

El objetivo principal de este trabajo fue estudiar el efecto de la Pg sobre la

secrecion y expresion en la superficie de la membrana plasmética de la MMP-2 y
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la MMP-9 en lineas celulares de cancer de mama, y las posibles vias de
sefalizacion (EGFR, PI3K, mTOR) involucradas en este proceso, asi como el
papel de la Pg en la activacion de los factores de transcripcion como AP-1 y
NF-xB.

El tener conocimientos méas claros sobre los efectos de la Pg y la
sefalizacion de su receptor en la progresion del caAncer de mama pueden proveer
nuevos blancos moleculares para el tratamiento de este padecimiento, puesto que
a lafecha existe poca informacion al respecto.
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MATERIAL Y METODOS

Cultivos celulares

Se realizé un estudio de tipo experimental en el Laboratorio de Biologia
Celular del Centro de Investigaciones y de Estudios Avanzados del I. P. N. Las
células MCF-7 fueron cultivadas en medio DMEM suplementado con suero fetal
bovino (SFB) al 5% y anfotericina 2.5 pg/mL, asi como células MCF-10A, que
fueron cultivadas en medio DMEM/F-12 suplementado con SFB al 5%,
hidrocortisona (0.4pg/mL), insulina (0.12U/mL), EGF (5ng/mL), estreptomicina
(100pg/mL) y penicilina (100U/mL), ambas crecieron en una atmosfera
humidificada con 5% de CO,, permitiéndoles su crecimiento hasta la confluencia

deseada.

Ensayos de estimulacion con progesterona

Para llevar a cabo estos ensayos, los cultivos de células MCF-7 con una
confluencia del 100% fueron mantenidos en medio sin suero 24 horas antes de la
estimulacion, mientras que las células MCF-10A solo permanecieron 4 horas en
medio sin suero antes del tratamiento con Progesterona (Pg), a diferentes tiempos
y a diferentes concentraciones. La estimulacién se concluy6 colectando el medio
para los ensayos de Zimograma Yy solubilizando las células en 0.5 mL de buffer
RIPA (ortovanadato de sodio 1mM, pirofosfato de sodio 10 mM, floruro de sodio
10 mM, glicerol 10%, triton X-100 1%, tris 50 mM, cloruro de sodio 150mM,
bicloruro de magnesio 1.5mM, EGTA 1mM, SDS 0.1%, PMSF 1mM y desoxicolato
de sodio 1%, pH 7.4) a 4°C. Los extractos se centrifugaron a 12,000 r.p.m. a 4°C
por 10 min y los sobrenadantes se colectaron en tubos Eppendorf para la

cuantificacion de proteinas.

Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se realizé mediante el método de Bradford,
utilizando un estuche de la marca BioRad (Bradford, 1976) de acuerdo a las

especificaciones del fabricante.
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Zimograma

Los sobrenadantes de los cultivos con o sin estimulacion con Pg y tratados
con o sin inhibidores, fueron concentrados mediante centrifugacion en tubos
centricones con filtro (Millipore) a 4 °C, y separadas las proteinas por
electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida al 10% co-polimerizados con
gelatina (Img/mL). Al concluir el corrimiento electroforético los geles fueron
lavados 3 veces por 30 minutos en agitacion constante, empleando una solucion
de Tritén X-100 al 2.5% para retirar el exceso de SDS. Posteriormente, fueron
incubados con buffer de activacion de proteasas (Tris 0.050 M pH 7.4, NaCl 150
mM, CaCl, 10mM y NaN3; 0.02%) por 24 horas, para luego tefirlos con azul de

Coomasie R-250, visualizando asi las bandas de degradacion.

Obtencion de extractos nucleares

Luego de ser lavados, los cultivos celulares fueron colectados vy
resuspendidos en 50 volumenes de buffer hipotonico de lisis (Tris-HCI 10 mM pH
7.0, CaCl; 3 mM, MgCl, 1.5 mM, DTT 0.5 mM, PMSF 0.5 mM) e incubados por 5
min a 4°C, posteriormente se centrifugaron a 2500 r.p.m., a 4°C por 5 min; se
descartdo el sobrenadante y la pastilla fue resuspendida en agitacion suave,
durante 5 min en buffer hipotonico con IGEPAL al 0.1%. Con la finalidad de
remover el material citoplasmatico residual, los nucleos fueron lavados en dos
ocasiones con buffer hipotonico. Las proteinas contenidas en el nucleo se
extrajeron mediante la adicion de 50 pL de buffer hipertonico de extraccion
(HEPES 20 mM pH 7.9, NaCl, 420 mM, MgCl, 1.5 mM, EDTA 0.2 mM, DTT 0.5
mM, PMSF 0.5 mM y 25% de glicerol) con agitacion vigorosa por 15 min y
finalmente fueron centrifugadas por 15 min a 12,000 r.p.m., recuperandose el
sobrenadante, el cual contiene las proteinas nucleares que fueron cuantificadas

por el método de Bradford.

Ensayos de retardo de entrada al gel (EMSA)

A los extractos nucleares estimulados con o sin Pg en presencia o
ausencia de inhibidores se les adicion6 20 pmol de una sonda de doble cadena, la
cual contiene  sitios  especificos  de unién para  AP-1 (5°-
GATCCTTCGTGACTCAGCGGGATCCTTCGTGACTCAGCGG-3) y otra sonda
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especifica para NF-kB (5~ AGCTAAGGGACTTTC CGCTGGGGACTTCCAGG-3)
marcandola con ATP(y-**P) mediante la T4 polinucleétido cinasa.
Aproximadamente 1 pg del oligonucle6tido marcado fue incubado con 5 ug de
extracto nuclear en una mezcla de reacciéon conteniendo 3 pg de poly (dI-dC)
como competidor inespecifico, HEPES 0.25 M pH 7.5, KCI 0.6 M, MgCl, 50 mM,
EDTA 1 mM, DTT 7.5 mM y glicerol al 9% por 20 min. Se utilizé un exceso de la
misma sonda no marcada como control de competencia especifico y un
oligonucledtido irrelevante como competidor no especifico (sonda especifica para
STAT-5). Las muestras fueron separadas en un gel de poliacrilamida al 6% en
solucion amortiguadora de tris borato-EDTA 0.5x y analizadas por autoradiografia.

Citometria de Flujo

Los cultivos celulares tratados con o sin Pg fueron recolectadas con 1500
uL de PBS 1x frio y centrifugadas por 5 min a 3000 r.p.m.; posteriormente fueron
reconstituidas con 1250 uL de DMEM no estéril sin suero, mas 250 uL de
paraformaldehido al 2% por 10 min a temperatura ambiente (TA), para permitir la
fijacion de las células. Transcurrido este tiempo se centrifugd por 5 min a 3000
r.po.m. y se adicion6 PBS 1x — BSA 0.5% para lavar las células 3 veces,
retirandose el sobrenadante. Adicionalmente se afiadié 100 pL del anticuerpo
primario de conejo contra MMP-2 y MMP-9 (Santa Cruz Biotechnology) en PBS
IXx-BSA 0.5% a una dilucion 1:50, incubando toda la noche a 4 °C. Posterior a
esto se adicion0 el anticuerpo secundario de raton anti-conejo FITC (Zymed) en
una dilucién 1:5000, permitiéndose la interaccion por un tiempo de 30 mina 1 h a
TA. Finalmente las muestras fueron resuspendidas en 200 puL de PBS 1x para ser
analizadas por citometria de flujo en el FACScalibur™ (BD Biosciences®). Los

datos resultantes se analizaran con el software Summit 4.3.

Analisis de Datos

Los datos fueron analizados por medio del programa estadistico Prisma
Graph pad version 4.0, realizandose pruebas de ANOVA de una sola via y
Newmann-Keuls para medir la variabilidad entre los grupos. Los resultados fueron
reportados como la media de al menos tres repeticiones de experimentos

independientes para variables continuas.
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RESULTADOS

La progesterona induce la secrecion de la MMP-9 en la linea celular
MCF-7. Primero decidimos examinar el efecto de la Pg en la secrecion de la
MMP-2 y la MMP-9 en la linea celular de cancer de mama MCF-7. Las células se
mantuvieron en supresion de suero por 24 h y posteriormente fueron tratadas con
diferentes concentraciones de Pg (0-100 uM) por 24 h; transcurrido este tiempo el
sobrenadante se sometié a ensayos de zimografia con gelatina. Como se muestra
en la Fig. 1A, el tratamiento de las células con Pg induce un marcado incremento
en la secrecion de la MMP-9, alcanzando una secrecion maxima con 100 uM de
Pg. Para una caracterizacion mas precisa de la secrecién de la MMP-9 en las
células MCF-7, decidimos realizar una cinética de tiempo (0 a 30 h), utilizando la
Pg a una concentracion de 100 uM, en la cual los niveles maximos de secrecion
se obtuvieron a las 10 h, observandose un comportamiento dependiente del
tiempo (Fig. 1B). Estos resultados muestran que la Pg induce la secrecion de la
MMP-9 en la linea celular MCF-7, pero no en la linea celular de epitelio mamario
normal MCF-10A (Fig. 1C). En estas lineas celulares no se observaron cambios

significativos en la secrecion de la MMP-2 (Fig. 1A, 1B, 1C).

A
MCF-7

;  MMP-9
d MMP-2

PguM) O 5 10 30 60 100 EtOH

B C
MCF-7 MCF-10A
MMP-9 MMP-9
MMP-2 VIMP-2
Tiempo(h) 30 5 10 15 20 25 30 EtOH Tiempo(h) 25 5 10 15 20 25 EtOH
Pg (100 pM) Pg (100 pM)

Fig.1. La progesterona induce la secrecion de la MMP-9. En el panel A, las células
MCF-7 fueron incubadas en medio DMEM sin suero por 24 h antes del tratamiento, posteriormente
se trataron con Pg a diferentes concentraciones por 24 h. En el panel B, las células MCF-7
recibieron el mismo pretratamiento que en el panel A a excepcion de las células MCF-10A, las
cuales fueron mantenidas en medio DMEM sin suero 4 h en antes del tratamiento, después fueron
tratadas con Pg a 100 uM a diferentes tiempos. En ambos paneles, la actividad de la MMP-9 fue
analizado sometiendo el medio de la células tratadas a geles de sustrato de gelatina (zimografia)
como se describe en Material y métodos. El control positivo incluido es medio de células MCF-10A
tratadas con etanol (EtOH) a una concentracion de 400 mg/dL durante 25 h. Los experimentos
mostrados son representativos de al menos tres experimentos independientes.
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La secrecidon de la MMP-9 es dependiente de la actividad de c-Src y
EGFR pero independiente de la via de activacion PI3BK/mTOR. Los efectos del
PR son importantes para el desarrollo del cancer de mama; numerosos estudios
han demostrado que la Pg induce una activacion de c-Src, esta molécula puede
fosforilar al EGFR en la Tirosina-845 (Tyr845) contribuyendo a la activacion de las
vias de sefializacion dependientes de este receptor (Biscardi J. et al., 1999). Por
lo anterior decidimos evaluar la participacion de c-Src y EGFR en la secrecion de
la MMP-9 inducida por la Pg; para ello utilizamos inhibidores para c-Src (SU6656
y PP2) y EGFR (AG1478) en células MCF-7 y después de 10 h de estimulo con
Pg observamos que la secrecion de la MMP-9 se inhibe en presencia de los dos
inhibidores (Fig. 2A, 2B).

El EGFR activa diversas vias de sefializacion, siendo la via de PI3K/mTOR
una de las principales, después de la via de las MAPKs. Por lo cual empleamos
inhibidores de PI3K (Wortmanina), mTOR (Rapamicina) para evaluar la
participacion de estas moléculas en la secrecion de la MMP-9. Encontramos que
el tratamiento con los inhibidores no inhibe la secrecion de la MMP-9. Sin
embargo, encontramos que al utilizar un inhibidor para ERK1/2, una molécula final
de via de las MAPKs, disminuye de manera parcial la secrecion de la MMP-9
(Anexo 1A). Estos resultados muestran que la secrecion de la MMP-9 inducida
por Pg no depende de la via de sefalizacion PI3BK/mTOR (Fig. 2C), pero si
depende tanto de la actividad de c-Src como de EGFR y parcialmente de la

activacion de las MAPKs (Anexo 1A).

La Pg induce la activacion del factor de transcripcion NF-sB y AP-1
en la linea celular MCF-7. Receptores a hormonas esteroideas como el ER
(Receptor de estrogeno) inducen la activacion tanto de AP-1 como de NF-«xB
(DeNardo D., et al., 2005), pero poco se sabe acerca de que si la Pg a través de
su receptor puede mediar efectos similares. Por lo tanto, se propuso investigar si
la Pg induce la activacion de factores de transcripcion como NF-xB y AP-1. Para
esto, se decidi6 realizar analisis por ensayos de retardo de entrada al gel (EMSA)
utilizando oligonucledtidos especificos, primero para el factor de transcripcion
NF-kB en los extractos nucleares de células MCF-7 control y tratadas con Pg en

un curso temporal. En la Fig. 3A se observa que el tratamiento con Pg induce una
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Fig. 2. La secrecion de la MMP-9 es dependiente de la actividad de c-Src y EGFR
pero independiente de la via de sefializacion PI3K/mTOR. En el panel A, By C las células
MCF-7 se mantuvieron en supresion de suero 24 h. Panel A y B. 30 min antes del tratamiento con
Pg, las células fueron tratadas con los inhibidores SU6656, PP2 y EGFR los dos primeros a
concentraciones de 10 uM y el dltimo a 300 nM. Panel C, las células se trataron con los inhibidores
Rapamicina y Wortmanina a concentraciones de 30 nM y 60 nM respectivamente 1h antes del
tratamiento con Pg. En todos los paneles, pasando el tiempo de pre-tratamiento con los
inhibidores se tratataron con Pg a 100 uM por 10 h a 37 °C. Se recolectaron los medios y fueron
sometidos a zimografia como se indica en el Material y métodos. El control positivo incluido es
medio de células MCF-10A tratadas con EtOH a una concentracién de 400 mg/dL durante 25 h.
Los experimentos mostrados son representativos de al menos tres experimentos independientes.

marcada activacion de NF-xB a los 15 min de tratamiento y que disminuye en
relacion al tiempo, comparada con las células control (MCF-7 no tratadas).

Utilizando los mismos extractos, se hizo el andlisis de EMSA con
oligonucledtidos especificos para AP-1. Como se muestra en la Fig. 3B el
tratamiento con Pg aumenta la actividad de este factor de transcripcién a un
tiempo de 15 min, disminuye con el tiempo y se reactiva a los 90 min.

Estos datos nos indican que la Pg incrementa la actividad de NF-xB y AP-1
para unirse al DNA en la linea celular de cancer de mama MCF-7 y que esta

actividad es dependiente del tiempo.
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Fig. 3. La progesterona induce la activacion del factor de transcripcion NF-xB y
AP-1. Los ensayos EMSA fueron llevados a cabo para determinar la activacion de NF-xB y AP-
1como se describe en el material y métodos. En el panel A y B el tratamiento de las células MCF-7
con Pg (100 uM) se realizé en tiempos de 0 a 90 min (carril 1 al 6), solo en el panel A el DMSO fue
introducido para descartar la posibilidad de que los resultados obtenidos se debieran al diluyente
de la Pg y no por accién de la hormona misma (carril 7). En ambos paneles, la sonda fria o de
competencia fue una sonda no marcada especifica para NF-xB (panel A) o AP-1 (panel B) contra
una marcada, como sonda irrelevante se utiliz6 una secuencia conocida en este caso EBP
(proteina de union al enhancer)(panel A, carriles del 8 al 10; panel B, carriles del 7 al 9). En todos
los carriles se agregd una solucién de unién BDG 1x (solicion de union BDG 2x (HEPES 240 mM
pH 7.8, EDTA 1mM pH 8.0, MgCl, 8 mM, KCI 120 mM, Glicerol 50%), DTT 100 mM, H,O
desionizada), espermidina 4 mM, MgCl, 2mM, poliDi:DC 0.1 ug/uL y sonda radio marcada a
excepcion del carrill 10 (panel A) y 9 (panel B) que solo se les colocé los 4 primeros reactivos y la
sonda radio marcada, sin muestra. Los experimentos mostrados son representativos de al menos
tres experimentos independientes.
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La Pg no induce cambios en la expresién en membrana de la MMP-2 y
MMP-9. Las proteasas, como las MMP’s, pueden ser secretadas o ancladas en la
membrana celular o ambas (Chakraborti S., et al., 2003; Nelson A. et al., 2000).
Esto explicaria la especificidad de su actividad catalitica sobre substratos
determinados en el espacio pericelular. El siguiente paso del trabajo fue
demostrar que la Pg induce la expresion de la MMP-2 y la MMP-9 en la
membrana plasmética mediante citometria de flujo, para lo cual las células MCF-7
estimuladas con Pg a diferentes tiempos y las células control fueron incubadas
con anticuerpos primarios para la MMP-2 o la MMP-9 y posteriormente con
anticuerpos secundarios acoplados a un fluorocromo, seguido de la lectura en el
citbmetro de flujo. La expresion de ambas MMPs en membrana no tuvo cambios
significativos con respecto al tiempo comparadas con las células control (Fig.4A 'y
4B), por lo que podemos concluir que la Pg no altera la presencia de la MMP-2 y

la MMP-9 en la membrana plasmatica de las células MCF-7.
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Fig. 4. La Pg no induce cambios en la expresion de membrana de la MMP-2 y MMP-9.
En el panel A y B, las células fueron incubas en medio sin suero 24 h antes del tratamiento con
Pg. Posteriormente las células fueron tratadas con Pg a una concentracién de 100 uM a diferentes
tiempos, se retird el medio y se recolectaron las células para ser sometidas a citometria de flujo
siguiendo el protocolo marcado en el Material y métodos. Las células control son células MCF-7
sin estimulo. Los resultados son presentados como la media + 2 SD de al menos tres
experimentos independientes.
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DISCUSION

La Pg es una hormona esteroidea ovérica que regula la reproduccion y el
desarrollo de la glandula mamaria en los humanos. Por otro lado la Pg y sus
analogos sintéticos son empleados en la clinica como un método de
contracepcion y de terapia de reemplazo hormonal (TRH). Sin embargo, se ha
demostrado que el uso de esta terapia confiere un mayor riesgo para el desarrollo
del cancer de mama (Chlebowski R., et al., 2003). Por otro lado, un estudio
realizado in vitro reporté que los componentes de la TRH inducen un incremento
en la expresion de la MMP-2 y la MMP-9 en células de cancer de mama
(American Society from Reproductive Medicine, 2007).

Con base a lo anterior, considerdbamos que la Pg regularia la secrecion de
la MMP-2 y la MMP-9 en células de cancer de mama. Nuestros resultados
demuestran que la Pg induce un incremento en la secrecion de la MMP-9, pero no
de la MMP-2 en la linea celular de cancer de mama MCF-7. En células del epitelio
mamario normal humano (MCF-10A), las cuales poseen una secrecion
constitutiva de estas MMPs y, sin embargo, el tratamiento con Pg no promueve en
ellas el incremento de la MMP-9. Esto puede deberse a que la secrecion de las
MMPs en la glandula mamaria normal es un proceso fuertemente regulado por
hormonas (progesterona, hidrocortisona y prolactina), y que varia con los
diferentes estados del desarrollo de la mama (Lee P., et al., 2001). Apoyando
nuestros resultados, se ha demostrado en un andlisis de la expresion de la
MMP-2, la MMP-9 y la MMP-14 en las lineas celulares de cancer de mama MCF-7,
ZR-75-1, MDA-MB-231, MDA-MB-435 y Hs578, que la actividad y los niveles
proteicos de estas MMPs se encuentran elevados en cultivos celulares
sembrados con Matrigel, en comparacion con los cultivos que no tenian (Figueira
R. et al., 2009).

Los PRs pueden actuar rapidamente a través de vias de sefializacién
extranucleares tales como la via PI3K/Akt/mTOR o la via c-Src/Erk1/2, las cuales
juegan un papel importante en el desarrollo del cancer de mama
(Boonyaratanakornkit V. et al., 2007; Boonyaratanakornkit V. et al., 2001). Los
efectos no gendmicos de la Pg se han estudiado a través de experimentos
realizados con progestina, un analogo sintético de la Pg, y se ha demostrado que

el tratamiento de células de cancer de mama T47D activa la transduccion de
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sefiales de la via c-Src/p21™/MAPK, la cual tiene como resultado un aumento en
la proliferacion de esta linea celular (Castoria G. et al., 1999; Migliaccio A. et al.,
1998). Otro estudio realizado en una linea celular de cancer mamario murino
C4HD, coincide en gue la progestina también activa vias como MEK1/2 MAPK y
PI3K/Akt, pero la secrecion de MMP-2 y MMP-9 por estas vias se ve inhibida por
este tratamiento (Carnevale P. et al., 2007). Nuestros resultados con Pg en
células MCF-7 demuestran la participacion de c-Src en la secrecion de la MMP-9
y la participacion parcial de la via Erk1/2 MAPK en la secrecion de esta MMP.
Como c-Src es una cinasa que puede inducir la activaciéon de la via Erk1/2 MAPK
y se ha comprobado su implicacion en la activacion del EGFR mediante la
estimulacion con progestina en la linea de cancer de mama T47D (Faivre E. et al.,
2007), evaluamos el papel del EGFR en la secrecion de la MMP-9 y demostramos
gue la activacion de este receptor tirosina cinasa se requiere para la secrecion de
esta protesa, ademas nuestros resultados sugieren fuertemente una
transactivacion del EGFR por c-Src en la secrecion de la MMP-9.

La regulacion de la Pg sobre la secrecion de la MMP-9 por la via
PISK/AKt/mTOR, en cancer de mama, sigue siendo poco estudiada. Nuestros
resultados obtenidos in vitro con Pg demuestran que la via PI3K/Akt/mTOR no
esta participando en la secrecion de esta MMP en células MCF-7; sin embargo, el
tratamiento con MPA (acetato de medroxiprogesterona) en células T47D ha
demostrado la activacion de esta via de sefalizacion (Saitoh M. et al., 2005).

La activacion de los factores de transcripcion NF-xB y del complejo AP-1
constituye una respuesta universal a una amplia variedad de estimulos externos
gue incluyen factores de crecimiento, citocinas y componentes de la ECM (Matriz
extracelular) (Aggarwal B. et al. 2006; Chen R. et al., 1996). El PR puede unirse a
factores de transcripciéon como la proteina especifica 1 (SP1), AP-1y el activador
y transductor de la sefal de la transcripcion 5 (STAT5) (Faivre E., et al.,2008).
Ademas, en un estudio realizado en células de adenocarcinoma endometrial se
observo que el PR puede activar directamente a AP-1 en ausencia completa de
ligando o de otros estimulos extracelulares (Mamberger A. et al., 1996). Por otro
lado, la regulacion de los factores de transcripcion NF-xB y AP-1 se encuentra
alterada en células tumorales. Debido a esto y a que no existe literatura
consistente que demuestre la regulacion de la activacion de ambos factores de
transcripcion por la Pg, evaluamos este efecto en células MCF-7 y nuestros
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resultados muestran que la Pg puede inducir la activaciéon de ambos factores de
transcripcion en esta linea celular. Sin embargo, permanecen por determinarse
las vias de sefializacién por las que se regula esta activacion y si el PR también
participa en la misma.

Muchos de los eventos de sefalizacion extracelular que regulan el
comportamiento celular ocurren en o cerca de la membrana celular y son
regulados por proteolisis pericelular (Werb Z. 1997). Las MMPs secretadas
pueden, sin embargo, estar localizadas en la superficie celular unidas a integrinas
(Brooks P. et al., 1996), a CD44 (Yu Q. 1999) o a través de interacciones con
proteoglicanos de heparan sulfato asociados a superficie celular, colageno de tipo
IV o con el inductor de metaloproteinasas de matriz extracelular (EMMPRIN)
(Sternlicht M., et al., 2001). Debido a que la Pg induce la secrecion de la MMP-9
decidimos evaluar los niveles en membrana tanto de la MMP-2 como de la MMP-9,
en la linea celular MCF-7. Nuestros resultados mostraron que no hubo cambios
en la expresion de ambas MMPs en respuesta a la Pg. Esto puede deberse a que
el anclaje en membrana de las MMPs sirve como reserva para requerimientos
posteriores de la célula; en este caso en particular, las células responden al
estimulo de la Pg y como prueba fehaciente de ello, observamos la degradacion
en geles co-polimerizados con gelatina. Sin embargo, esta linea celular no es
altamente invasiva, sugiriendo que la secrecion de la MMP-9 ayuda al
establecimiento y crecimiento del tumor primario. Lo anterior puede efectuarse a
través de la liberacion de factores de crecimiento de la ECM (Mafies S. et al.,
1999) o bien, a través de la regulacion de sefiales de proliferacion mediante
integrinas (Agrez M. et al., 1994).

En resumen, hemos demostrado por primera vez, que la Pg induce la
secrecion de la MMP-9 de una manera dependiente de c-Src y EGFR vy
parcialmente dependiente de Erkl/2 MAPK; ademas de que la Pg es capaz de
activar factores de transcripcion como NF-kB y AP-1. En contraste, el tratamiento
con Pg no induce secrecion de la MMP-2 y no produce cambios en la expresion
en membrana de la MMP-2, asi como tampoco de la MMP-9. Estos hallazgos nos
permiten entender el papel de la sefalizacion de la Pg en el establecimiento del
tumor primario y nos proveen nuevos blancos terapéuticos para el tratamiento del

cancer de mama.
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ANEXOS

A
MCF-7
EtOH
ERK-I (20 uM)  ~ + -t
Pg (100 pM) - - + +

Anexo 1. La secrecion depende parcialmente de la activacion de la via de las MAPKs.
En el panel A, las células MCF-7 fueron incubadas en medio DMEM sin suero 24 h, transcurrido
este tiempo las células se les coloco el inhibidor a una concentracion de 20 uM 1 h del tratamiento
con progesterona. Posteriormente fueron tratadas con Pg a una concentracion de 100 uM por 10 h,
se recolecto el sobrenadante, el cual fue sometido a zimografia como se indica en el Material y
métodos para analizar la actividad de la MMP-9. EIl control positivo incluido es medio de células
MCF-10A tratadas con EtOH a una concentracion de 400 mg/dL durante 25 h. Los experimentos

mostrados son representativos de al menos tres experimentos independientes.
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