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RESUMEN

En México se diagnostican 25 nuevos casos de cancer de mama (tasa de incidencia
de 100.000 mujeres mayores a 25 anos). La principal causa de muerte por cancer es
la metastasis, donde la trombina y su receptor PAR1, constituyen un sistema factor
de crecimiento/receptor relevante en el proceso invasivo del cancer. El objetivo de
este estudio fue determinar la actividad de las ERKs en relacién al potencial invasivo
de dos lineas celulares de cancer de mama asociado a la expresion del receptor PAR1
de trombina, y conocer la contribucién especifica de las MAP cinasas como inhibidor
especifico. En las dos lineas celulares se encontré un incremento significativo de
ERK2. Esto sugiere que las diferencias entre la activacion de las isoformas de ERKSs,
podria evidenciar algun tipo de regulacion entre ellas.

ABSTRACT

25 new cases of breast cancer (death rate of 100,000 women over 25 years) are
diagnosed in Mexico. The leading cause of death by cancer is metastasis, where
Thrombin and its receptor, PAR1, constitute a system relevant receptor/growth fac-
tor in the invasive cancer process. The objective of this study was to determine the
activity of the ERKs in relation to the invasive potential of two cell lines of breast
cancer associated with the expression of Thrombin receptor PAR1, and know the
contribution specified in the MAP kinase inhibitor specific. A significant increase of
ERK2 were found in the two cell lines. This suggests that the differences between
the activation of ERKs isoforms, could reveal some type of regulation among them.
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INTRODUCCION

El cAncer de mama, es el cancer mas comuln entre
las mujeres con casi 1.7 millones de casos diag-
nosticados en 2012, esto representa 1 de cada 3
canceres detectados en pacientes femeninas (1,2).
Su evolucién es compleja y a pesar de los avances
en los tratamientos oncoldgicos en México, la tasa
de incidencia en 2014 fue de 28.75 casos nuevos
por cada 100 mil mujeres de 20 anos y mas, la tasa
de mortalidad de mujeres mayores a 25 afos, a
consecuencia de cancer de mama ascendio a 100
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mil entre 2002 y 2011, lo que equivale al diag-
nostico de 25 nuevos casos diarios de este tipo
de neoplasia (3). Una de las principales causas
de mortalidad por céncer es la metastasis (4). La
tasa de mortalidad en México se ha incrementando,
el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia e
Informatica (INEGI) reportd que en 2016 se pre-
sentaron 16 defunciones por cada 100 mil mujeres
de 20 afos y mas; por lo tanto en nuestro pais a
nivel legislativo se han promovido cambios en los
procesos médico sanitarios para tratar de contener
esta tendencia, la Norma Oficial Mexicana NOM-
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041-SSA2-2011 para la prevencion, diagnostico,
tratamiento, control y vigilancia epidemioldgica
del cancer de mama, propone tres medidas de
deteccidn: la autoexploracion, el examen clinico
de las mamas y la mastografia (5).

La autoexploracion es cuestion de conciencia
poblacional, se debe realizar a partir de los 20 afos;
el examen clinico a partir de los 25 afios y la mas-
tografia entre los 40 a los 69 afios; esto dependera
de los antecedentes clinicos familiares, se reco-
miendan los estudios cada dos afos. Aunque esta
situacion se puede atender en cualquier momento
que la paciente detecte indicios de alteraciones en
sus senos y/o ganglios linfaticos debajo del brazo
(Diario Oficial de la Federacion [DOF], 2011). La
metastasis es un proceso de multiples etapas que
implica la difusién de las células cancerosas de un
tumor primario a 6rganos distantes (6). Algunos
ejemplos de biomarcadores son glucoproteinas
que debido a su falta de sensibilidad y especifici-
dad diagnosticas, no sirven para la deteccién del
cancer en los estadios iniciales de la enfermedad,
su concentracion se dispara en presencia de célu-
las cancerosas y se relaciona directamente con el
tamafno del tumor, varias sustancias se clasifican
como biomarcadores tumorales, los cuales pueden
ser producidos por el tumor o estar asociados a
este (antigenos, enzimas, proteinas especificas y
metabolitos) también depende de los antecedentes
patologico tumorales de la familia, son detectables
en diferentes fluidos bioldgicos (7). El PAR-1 es el
receptor principal de trombina en las plaquetas y
produce la activacion de la plaqueta con concentra-
ciones bajas de trombina (EC50, 50pM), mientras
que PAR-4 necesita concentraciones de trombina
mayores (EC50, 5.000pM). Se ha encontrado que
los receptores activados por proteasas (PAR),
estan implicados de manera importante en el de-
sarrollo del cancer de mama, ya que se expresa
en fibroblastos relacionados con la metastasis, en
vasos sanguineos, miocitos, y macroéfagos en el
microambiente tumoral (8).

Independientemente de la impactante situa-
cion emocional de las pacientes y su familia, el
sector salud nacional reporto en el afio 2002, que
la carga socio econémica anual promedio fue de
$ 110 459, esto varia con el grado de avance del
cancer mamario: para las mujeres diagnosticadas
en la estadio I tuvo un costo de $ 74 522, mientras
que para el estadio II fue de $102 042, $ 154
018 en el estadio III y de $ 199 274 en el estadio
1V, es decir que conforme avance el estadio de la
enfermedad asi se incrementaran los gastos de
su atencién médica. Diversos estudios realizados
sobre el costo de la atencién del cancer de mama
sefialan que la deteccidén temprana y oportuna es

la alternativa mas efectiva en términos del costo
(9).

Las MAP cinasas no se encuentran asociadas
directamente con el receptor membranal, necesitan
activarse por componentes intermediarios cuya
actividad si puede depender del propio receptor;
en modelos animales se ha demostrado que la
activaciéon de PAR1 aumenta muchas veces la
temprana incidencia de metdstasis e incrementa
la adhesion de células tumorales en el endotelio,
estas cascadas de senalizacion se activan por mito-
genos, los cuales son componentes frecuentes en
la transduccidn de sefales de células eucaridticas,
en donde su principal funcién en la transduccién
de estimulos extracelulares que son reconocidos
por los receptores especificos, integrando las
respuestas intracelulares correspondientes (10).

Existen estudios que indican que modificacio-
nes epigenéticas provocan cambios en el desa-
rrollo de la glandula mamaria, incrementando
su vulnerabilidad de blancos epiteliales para la
transformacion maligna, estos cambios se pueden
manifestar en la vida adulta por expresion alterada
de transcriptores como ER y MAP cinasas, y por
alteracion de la morfologia de glandula mamaria,
la cual induce cambios en las unidades terminales
ductales lobulares (12). La trombina es el ago-
nista plaquetario mas potente que también facilita
la produccién de fibrina desde el fibrindgeno. Se
ha demostrado la importancia del receptor de la
trombina: PAR1 en el cdncer de mama, en donde
presenta altos niveles de expresion en lineas ce-
lulares tumorales y cultivos primarios de células
tumorales y se correlacionan con su grado de
invasividad (11), se han detectado niveles altos
de mRNA de PAR1 en muestras de pacientes con
cancer de mama tipo carcinoma ductal infiltrante,
en comparacion con los bajos niveles encontrados
en células normales y de hiperplasia pre-maligna
atipica intraductal, existen otras isoformas PAR2,
PAR3 y PAR4 (18).

El PAR1 es un oncogén, sobre expresado en las
células cancerosas y su activacion contribuye a
la malignidad del tumor y al proceso metastasico
invasivo. Se ha demostrado que la trombina activa
a PAR1, y éste a su vez moviliza protein-cinasas
activadas por mitégenos (p44 y p42 también
llamado ERK1/2) que conducen a la proliferacion
celular. La trombina también utiliza al EGFR (fac-
tor de crecimiento epidérmico), para retransmitir
sefiales que promueven el crecimiento celulary la
invasion del tumor, demostrandose que el bloqueo
de EGFR puede disminuir de manera considerable
el aumento del crecimiento del tumor; este fend-
meno al parecer podria estar relacionado con los
efectos de activaciéon de ERK1/2 (19,20,21).
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Las protein-cinasas poseen una amplia variedad
de sustratos, tales como: proteinas estructurales,
enzimas metabodlicas, reguladores del ciclo celular,
factores de transcripcion. Debido a ello, las rutas
de transduccién de sefial, tienen un papel crucial
en la regulacién de procesos celulares fundamen-
tales como la proliferacion celular, la diferenciacion
celular; cualquier perturbacion en la via de trans-
duccion desregula los procesos celulares y da lugar
a la formacién de fenotipos malignos. (17). En la
cascada de sefializacidn, la secuencia de las isofor-
mas ERK1 y ERK2 es idéntica en un 84% y estan
involucrados en una gran variedad de procesos
celulares vy fisioldgicos. Sin embargo al igual que
todas las protein-cinasas, contienen extensiones N
y C terminal, lo que proporciona especificidad de
sefalizacion. ERK1 posee una insercion de 17 re-
siduos de aminoacidos en su extension N-terminal.
La familia ERK1/2 tiene una inserciéon de 31 re-
siduos de aminoacidos dentro del dominio cinasa,
que proporciona especificidad funcional. Existe
evidencia provisional de la funcion diferencial de
estas isoformas. ERK1/2 participan en la regulacién
de una gran variedad de procesos que incluyen la
adhesién celular, la progresion del ciclo celular, la
migracion celular, la transcripcion, la diferencia-
cion, el metabolismo, la proliferacion, la invasion
y la supervivencia celular (12, 13). ERK1/2 en la
cascada de sefializacién tienen varias funciones
distintas que difieren de acuerdo a su localizacion
subcelular, por lo que la actividad nuclear ERK1/2
(p-ERK), ha sido asociada con tumores malignos
mamarios y su mal prondstico (23). Se ha sugerido
que la hiperexpresion de estas MAP cinasas puede
ser un proceso clave en el potencial metastasico de
cancer de mama, y que su inhibicion puede ser un
método prometedor para disminuir el crecimiento
del tumor (3, 19). La cascada de sefnalizacion MEK /
ERK integra pistas extracelulares de los receptores
de la superficie celular para la expresion génica
y la regulacién de multiples proteinas celulares.
ERK cascada juega un papel crucial en multiples
procesos celulares como la proliferacion celular.
Sin embargo, el uso de inhibidor MEK para tratar
cancer de mama, no ha sido del todo exitosa (22).

Existen varias lineas celulares disponibles para el
estudio de cancer de mama. MCF-7 se le considera
de bajo potencial maligno y es la linea celular mas
extensamente usada para estudiar la biologia del
cancer; fue obtenida de un adenocarcinoma de
mama, es negativa a la expresion del receptor EGF
y al receptor PAR1 de la trombina, pero positiva al
receptor de estréogeno alfa. MDA-MB-231 también
usada ampliamente como una linea celular de
cancer de mama altamente invasiva; proviene de
una metastasis de glandula mamaria, es positiva

a la expresion del receptor EGF y al receptor PAR1
de la trombina (23, 24). El objetivo del presente
trabajo fue determinar la activacion de ERK ‘s en
relacién al potencial invasivo en la linea celular
MCF-7 y la linea celular MDA-MB-231, asociado
a la expresion del receptor PAR1 de trombina y
conocer la contribucidén especifica de MAP cinasas
como inhibidor especifico.

MATERIAL Y METODOS
Cultivo celular

Se emplearon dos lineas celulares epiteliales
humanas de cancer de mama, MCF-7 (negativa
al receptor PAR1) y MDA-MB-231 (positiva a la
expresion del receptor de EGF y al receptor PAR1
de la tromina), se crecieron en medio de cultivo
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium GIBCO-
BRL, Gaithersburg, USA) suplementado con 10%
de suero bovino fetal (FBS) (GIBCO-BRL, Gaithers-
burg, USA), L-glutamina (200mM) (GIBCO-BRL,
Gaithersburg, USA) y los antibidticos: penicilina
(10,000U) y estreptomicina (10mg/ml) (Sigma, St
Louis, USA). La linea MCF-7 se mantuvo con MEM
(GIBCO-BRL, Gaithersburg, USA), medio de cultivo
sin rojo de fenol. Todos los cultivos se mantuvieron
en una incubadora (REVCO, México) a 37°C y al
5% de CO,. Se tripsiniz6 una monocapa celular
totalmente confluente y se sembraron 750,000
células/mL de medio de cultivo, en cada pozo de
placas de 6 pozos. Se preincubaron por 24 hrs para
asegurar su adherencia a la placa; Después, se
cambié el medio sustituyendo el suero (FBS) por el
suplemento: Insulina, Transferrina y Selenio (ITS)
disuelto al 1% en medio de cultivo y se incubaron
nuevamente por 24 hrs.

Obtencion de lisados celulares

Para buscar inducir diferencias en las lineas celu-
lares a nivel experimental transcurrida la segunda
incubacion en presencia del medio suplementado
con ITS, la linea MDA-MB-231 se estimul6 con 10
nM de EGF (factor de crecimiento epidérmico) por
pozo a diferentes tiempos (5,15, 30 y 60 min),
como control negativo se empled un tiempo 0, sin
estimulacion. La linea celular MCF-7 se estimuld
con FBS que contiene estradiol y algunos otros
factores, se estimuld a los mismos tiempos y se
empled el mismo control de tiempo cero. Con ayuda
de un gendarme, se recuperaron las monocapas
celulares en buffer de fosfatos (PBS). Se obtuvieron
los pellet de células, a éstos ultimos se les agrego
buffer de lisis (Western Blotting buffer B 1X), adi-
cionado con inhibidores de proteasas (leupeptina,
pepstatina, acido okadaico y aprotinina), en con-
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centracion 1ul/mL. La incubacién durdé 20 min a
4°C. Posteriormente se recuperd el lisado celular
por centrifugacion a 14000 rpm/15 min/4° C). El
lisado se almacend a — 70° C para su uso posterior.

Cuantificacion e integridad de proteinas to-
tales

Se determind la cantidad de proteinas totales en
cada uno de los lisados celulares mediante el mé-
todo de Bradford 17. Se realizd la separacion de
proteinas (100ug/ml) por electroforesis en geles
de poliacrilamida al 12% a 70 V/15min, y a 80
V/2.30 horas en una camara CBG-250 (BioRAD,
México). Una vez concluida la electroforesis, para
verificar la integridad y la estimacion de p42 y p44
presentes en cada lisado celular, los geles fueron
tefiidos con azul de Coomasie. Como control de
peso molecular se empled el marcador Rainbow
Molecular Weigth Markers Amersham Biosciences,
gue posee proteinas recombinantes coloreadas,
dando diferente color a cada banda correspondiente
a cada peso molecular.

Determinacion de ERK1 y ERK2 por Western
Blot

Una vez separadas las MAP cinasas ERK1 (p44) y
ERK2 (p42), por electroforesis se transfirieron del
gel de poliacrilamida a una membrana PVDF, en una
camara semi-seca CBG-250 (BioRAD, México), a 12
V/1 hora. Concluida la transferencia, se bloquea-
ron los sitios de unidn inespecifica presentes en la
membrana de PVDF con una solucién Buffer de Tris
adicionada con Tween 20 al 0.05% y suplementada
con leche descremada al 5%. Se incubd una hora
en agitacion orbital suave a temperatura ambien-
te. Después se incubd la membrana en presencia
del anticuerpo primario p-ERK (IgG2a monoclonal
obtenido en ratén) (Santa Cruz, sc-7383) a una
concentracién final de 1:2000 disuelto en la solucién
bloqueadora. Las incubaciones con los anticuerpos
primarios se llevaron a cabo por 16 horas a 4°C con
agitacion orbital suave. Terminado este tiempo se
lavé la membrana con TBS-T y se puso en contacto
con el anticuerpo secundario anti-mouse (IgG-HRP;
Santaq Cruz, sc-2031) o anti-rabbit (IgG-HRP;
Santa Cruz, sc-2030) diluido en concentracion
1:6666. Este se incubo por 1hora a temperatura
ambiente con agitacion orbital suave. Después se
volvid a lavar con TBS-T para eliminar el exceso
de anticuerpo y se le adicionaron los reactivos de
deteccion ECL-Plus (Amersham PLC) a temperatura
ambiente. La membrana se incubo entonces por
5min mas, se absorbid el exceso de reactivo con
un papel y se revel6 mediante el uso de un equipo

automatizado KODAK Image Station. Los tiempos
de exposicion fueron variables dependiendo de la
intensidad de la sefial de luz emitida y se evalud
esta intensidad. Cada membrana se re-usé al menos
5 veces. En cada membrana se probé la presencia
de ERK fosforilado y de las proteinas ERK1 y ERK2
totales. Se empled el anticuerpo primario anti-ERK1
(IgG policlonal obtenido en conejo; Santa Cruz,
sc-94) y el anti-ERK2 (IgG monoclonal obtenido
en conejo; Santa Cruz, sc-1647).

Ensayos de fosforilacion in vitro (activadad
cinasa: KA)

Los ensayos de actividad cinasa (fosforilacion in
vitro) para ERK1/2, se llevaron a cabo empelando
los lisados celulares estimulados en las condiciones
y tiempos antes descritos para cada linea celular.
En este caso se inmunoprecipitaron especificamente
las ERK1/2 de cada lisado celular. Esto se logro
mediante una incubacién (20 min/4°C) de cada
lisado celular, en presencia de 1pg/pL del anti-
cuerpo dirigido contra ERK1 y ERK2. Transcurrido
este tiempo, los lisados celulares, se incubaron
en agitacion constante en presencia de perlas de
agarosa (beads) cubiertas con proteina G durante
2 horas a 4° C. Las proteinas G que recubren a
dichas perlas de agarosa, unen con alta afinidad al
tipo de IgG de los anticuerpos empleados. Después
de este tiempo de incubacidn y una vez eliminado
cualquier interaccidén no especifica con la proteina
G (mediante lavados con buffer de lisis), se desa-
rrollé el ensayo de actividad cinasa. Las perlas de
agarosa que contenian a las ERK1/2 recuperadas
de los lisados celulares, se incubaron en buffer de
MAPK cinasas, suplementado con inhibidores de
proteasas y ATP 100 uM marcado radioactivamente
y sin marcar en presencia de 1 ug de un sustrato
universal para MAP cinasas. La reaccion se llevo a
cabo por 30 minutos a 30° C y con agitacion sua-
ve (Thermoblock- eppendorf). Transcurrido este
tiempo de incubacién, se detuvo la reaccion, se
separaron las proteinas marcadas radioactivamen-
te de las perlas de agarosa (incubacidén a 95°C/5
min), y se vertieron en un gel de poliacrilamida
preparado al 12% para separar a las proteinas. El
gel se secd (Gel dryer-Amersham), y se expuso
a placas de auto radiografia para ser analizado
posteriormente en el Kodak Image Station.

Analisis estadistico

La significancia estadistica de los resultados se
analizé mediante el empleo de pruebas T de Stu-
dent de dos colas. Un valor de P<0.05 se considera
significativo.
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Figura 1. Gel de poliacrilmida al 12 %, tefiido con azul de Coomasie. En el primer carril se encuentra el marcador
de peso molecular. A la izquierda, se indica el peso molecular en KiloDaltones (KDa), de cada proteina presente
en el marcador. En los carriles marcados 1-8, se distingue claramente una serie de bandas definidas en cada uno,
gue muestra las diferentes proteinas presentes en los lisados celulares. Los carriles 4-7 parecen tener menor
concentracién de proteina (se observan menos bandas debajo de 50 KDa). No se observa ningun barrido que seria
indicativo de degradacién proteica. Se indican los pesos moleculares de dos receptores (EGFR y ERo,), sélo como
referencia. Se observa una diferencia en la concentracion de proteinas en cada carril.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cuantificacion e integridad de proteinas to-
tales

La cuantificaciéon de proteinas se realizé a partir
de una curva estandar, utilizando un stock de
albdmina humana 1.4ug/pL como control, obte-
niéndose un coeficiente de correlacion de 0.97 %
0.02. Asi mismo, mediante electroforesis y tincién
con azul de Coomasie, a través de la formacidn
de un complejo con las proteinas presentes en el
lisado celular, las cuales conservaron su integridad
y reflejan un patrén constante, bien definido en
los pesos moleculares. Al ser recuperados de la
monocapa de cultivo no presentaron degradacion,
el colorante se une principalmente a residuos de
arginina, triptéfano, tirosina, histidina y fenilala-
nina (Fig. 1).

Las EGFR pesan 175 KDa, FR 57KDa y las ERK1
y ERK2 pesan 44 y 42 KDa, respectivamente.
Generalmente se observan como un doblete. Es
decir, son dos bandas en paralelo, generalmente
separadas por la misma distancia, en el mismo gel.
Estas se observan entre las bandas del marcador
de peso molecular que corresponde a 35y 50 kDa.
En la figura 1, se observan muy claramente en los
lisados celulares de los carriles 1, 2, 3y 8 como lo
indica la flecha roja de la figura 1.

Expresion de PAR1 en lineas celulares de
cancer de mama

En lisados celulares de cada linea celular: la MCF-7
de bajo potencial invasivo y la MDA-MB.231 (MDA)
de alto potencial invasivo, se probd por inmunoblot
la presencia del receptor de trombina PAR1. Como
puede observarse en la figura 2, cuando se empled
el anticuerpo anti-PAR1 sélo se detecta una banda
que corresponde a la linea celular de alto potencial
invasivo (MDA) como lo indica la flecha roja.
Ademas de probar en estos lisados celulares la
presencia de PAR1, se determind en las mismas
muestras (misma membrana de PDV) otros dos
receptores de la familia del factor de crecimiento
epidérmico el EGFR1 (EGFR) y el EGFR2. Las lineas
celulares se obtienen de tejido metastasico y se
clasifican en funcion de la localizacion fisiopatolo-
gica a partir de la cual han sido aisladas, uno de
los prototipos mas utilizados para el estudio de
células hormonoindependientes ha sido la linea
MDA-MB231, permite identificar células malignas
compatibles con carcinoma primario de mama.
Estos también se encontraron presentes en la
linea celular de alto potencial invasivo MDA como
puede verse claramente en la Figura 2, donde en
el primer y segundo panel se observan bandas
muy claras en el carril de en medio (MDA). A fin de
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Figura 2. Expresion de PAR1 en lineas celulares de
cancer de mama. Se muestran las lineas celulares de
bajo (MCF-7) y alto potencial invasivo (MDA), asi como
una linea comercial (A-431). Se observa la respuesta
de las lineas celulares a diferentes receptores como son
HER2/Neu; EGFR; PARI.

contar con un control se emple6 un lisado celular
comercial. Este proveniente de una linea celular
epitelial (A-431) que se ha reportado positiva para
EGFR (Fig. 2, tercer carril), esta Ultima linea celular
muestra una banda muy tenue correspondiente al
peso molecular del receptor control (175 KDa).
Estos estudios confirmaron en la linea celular
poco invasiva MCF-7, bajos niveles de expresion
de PAR1 y la ausencia de EGFR, y corroboraron la
presencia del receptor PAR1 de la trombina y del
EGFR en la linea celular de cdncer de mama con
alto potencial invasivo MDA-MB-231, como lo re-
portaron Kamath y Meydani (20). Esto resulta con-
gruente, ya que PAR1 y EGFR, estan relacionados
con el estadio del tumor y el cAncer metastasico,
lo que justifica que la expresion de PAR1 y EGFR
se encuentren presentes en la linea MDA y no en
la linea MCF-7. Asi mismo, se ha demostrado que
PAR-1 recluta transitoriamente beta arrestinas,
gue funcionan como un andamio para promover
la activacion de ERK1/2 (9), lo cual concuerda con
los resultados obtenidos en esta investigacion.

Expresion y activacion de ERK1 y ERK2 en la
linea celular MCF-7

En la figura 3A, se muestran los resultados de la
estimulacion de las células MCF-7, con suero bovino
fetal (SBF) al 10%, y el anticuerpo dirigido contra
la forma activa (fosforilada) de las ERK (indistinta-

mente de ERK1 o ERK2), durante: 0 minutos (1),
5 minutos (2), 15 minutos (3), 30 minutos (4),
60 minutos (5) y 90 minutos (6). Se observa una
banda de diferente intensidad en todos los carriles.
A los 5 minutos se observa un claro aumento en
la intensidad de la banda correspondiente a una
mayor cantidad de la proteina ERK1 fosforilada. Esta
siguié aumentando hasta los 30 minutos; tiempo
en el que se observé la maxima respuesta de las
ERK1 a la estimulacién con SBF al 10%. Esta esti-
mulacion de la actividad de las ERKs diminuyo con
el tiempo. Sin embargo, no se regreso a los niveles
iniciales de ERKs observados en el tiempo cero, ni
siquiera después de 90 minutos de estimulacion
con SBF al 10% (carril 6). En cambio para ERK2,
se observd un incremento sostenido y significati-
vo en su activacién después de 5 minutos de la
estimulacion celular. Esta activacion fue baja y se
mantuvo constante hasta los 60 minutos en que
se observd un ligero incremento de la intensidad
de la banda (fosforilacion). Tiempo después del
cual, se observo una baja en la fosforilacion. Sin
embargo, tampoco en este caso se regresé a los
niveles de ERK2 previos a la estimulacion, obser-
vada a tiempo cero. En la figura 3B, se exhiben los
resultados representativos de varios blots en los
que se observd la misma tendencia de resultados
de la estimulacidn con suero bovino fetal (SBF) al
10 % vy el anticuerpo dirigido contra la ERK fosfo-
rilada a diferentes tiempos en la linea MCF-7. La
intensidad de las bandas se cuantific6 mediante
un analisis densitométrico realizado en el Kodak
image station.

Una vez aisladas las proteinas activas ERK1/2
en la linea celular de bajo potencial invasivo MCF-
7, se les sometid a un ensayo de fosforilacion in
vitro, con ATP marcado radioactivamente. Esto
permitio monitorear la cantidad de cada una de
las ERKs que se fosforilaron en cada lisado celular
in situ (Fig. 4A). En la figura 4B, se exhibe el ana-
lisis densitdmetrico realizado en el Kodak image
station.

La expresion directa y especifica obtenida de
ambas MAP cinasas en la linea MCF-7, al ser esti-
mulada con suero bovino fetal (FBS), se pudo deber
a que éste contiene un gran numero de factores
de crecimiento y estimuladores de la proliferacion
celular, entre los que se encuentran altos niveles
del receptor de estrogeno alfa, del cual se sabe
puede modular la activacion de las células MCF-7,
ya que estas células poseen su respectivo receptor
17. Sin embargo al parecer la forma estructural
de cada isoforma de ERK (Fig. 6), podria estar
influyendo en la forma de activacidn especifica de
cada una de ellas, lo cual podria justificar que en
este caso ERK1 presente una activacion maxima a
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los 30 minutos, es decir dependiente del tiempo;
mientras que ERK2 haya mostrado un significativo
incremento sostenido.

A fin de confirmar la contribucidn especifica de
las ERKs en la activacion antes presentada, este
ultimo ensayo de fosforilacion in vitro, se repitié en

la ERK fosforilada a 0 minutos
(1), 5 minutos (2), 15 minutos
(3), 30 minutos (4), 60 minutos
(5) y 90 minutos (6). B) Anélisis
densitométrico del inmunoblot
realizado para las ERK1 y ERK2
a diferentes tiempos. La gréfica
es el resultado del anélisis
densitométrico realizado en 10
experimentos independientes.
Cabe mencionar que hace falta
la presencia de una proteina
constitutiva que permita
realizar adecuadamente de la
cuantificacion densitométrica.

presencia de un inhibidor especifico de las ERKs.
MEK funciona como la cinasa que activa a ERK, por
lo tanto ERK es el sustrato de MEK, ademas U0126
es el inhibidor de MEK. Este se denomina U0126 e
interactla especificamente con la proteina cinasa
que funge como el sustrato de las ERK1/2 y que se
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Figura 4. Anélisis del ensayo de

—E 44 actividad cinasa: KA, realizado
= E':lll:l’ l:) 42 para las ERK1 y ERK2 en la

linea celular de bajo potencial
invasivo MCF-7. A) Se observa

un incremento de la ERK1 hasta
alcanzar un punto maximo de
estimulacion a los 30 minutos. Se
muestra que la ERK2 se activa en
menor proporcion que la ERK1 y
se mantiene constante hasta los
30 minutos después de estimular
a la linea celular MCF-7 con SBF
al 10%. B) Anaélisis densitométrico
del ensayo de actividad cinasa
para las ERK1 y ERK2. La gréfica
es el resultado del analisis
densitométrico realizado en 3
experimentos independientes.
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Figura 1. Se muestra un perfil de activacién (fosforilacion) de las ERK1 y ERK2 cuando se estimulé a las células de
alto potencial invasivo (MDA-MB-231), con EGF (10 nM). A) Se observan las 2 MAP cinasas de interés. B) Intensidad
de las bandas para ERK1 y ERK2 con sus pesos moleculares respectivos, obtenidas por Western Blot. C) Diferencia
en la intensidad de las bandas de la figura B, en relacion al tiempo, por Inmuno precipitacion. D) Se observan las
bandas resultantes de la fosforilacion obtenidas en el ensayo de Actividad cinasa. E) Andlisis densitométrico del
inmunoblot. La gréfica es el resultado del analisis densitométrico realizado en 10 experimentos independientes.

denomina MEK1 y MEK2. En presencia de U0126,
se inhibié por completo la actividad de las ERKs.
Es decir, que los lisados celulares de la linea con
bajo potencial invasivo, que fueron preincubadas
con U0126 por 20 minutos y después estimuladas
con SBF al 10% se sometieron a la inmunopreci-
pitacion (separacién especifica) de las ERK1/2 y
aunqgue se incubaron en presencia de un sustrato
de ERKs y ATP marcado radioactivamente. No se
observé ninguna sefal o banda. Es decir que la
inhibicion fuel del 100% (datos no mostrados). Esto
se debe a que el inhibidor especifico del sustrato
de las ERKs: MEK U0126, media la fosforilacién de
las ERK1 y ERK2 (19, 20).

Expresion y activacion de ERK1 y ERK2 en la
linea celular MDA-MB-231

En la figura 5A, se muestras los resultados que se
obtuvieron de la activacion (fosforilacion) de las
ERK1 y ERK2, cuando se estimul6 a las células de
alto potencial invasivo (MDA-MB-231), con EGF
(10 nM) durante: 0 minutos (1), 5 minutos (2),
15 minutos (3), 30 minutos (4), 60 minutos (5) y
90 minutos (6). Se muestran bandas de diferente
intensidad en cada uno de los carriles. En el primero
de éstos se observa una banda de muy baja inten-
sidad (aunque al tiempo cero no se estimuld a las
células, y no se esperaba activacion de las ERKSs,
se observa una banda tenue). Desde los primeros 5
minutos y hasta los 60 minutos en que se desarrolld

este experimento, se observé un claro aumento en
la intensidad de la banda correspondiente a una
mayor cantidad de ERK1 activa. En este ensayo, se
reportd una inhibicién en la expresion de ERK2, ya
que no se logré observar la banda correspondien-
te a esta cinasa. Este experimento se repitié en
forma independientemente, al menos 10 veces y
mostré gran reproducibilidad, independientemente
del tiempo de estimulacion de la linea celular con
alto potencial invasivo MDA-MB-231.

En la figura 5E, se muestra la intensidad de las
bandas se cuantific6 mediante un analisis den-
sitométrico realizado en el Kodak image station.
Estos resultados se confirmaron mediante la rea-
lizacion de una inmunoprecipitacion especifica de
las ERK1 y ERK2 del lisado celular total. Una vez
aisladas las proteinas activas ERK1/2 se les puso
en contacto con un sustrato especifico en presencia
de ATP marcado radioactivamente. Esto permitid
monitorear la cantidad de cada una de las ERKs
que se fosforildé en cada lisado celular in situ.

La activacién de las ERKs en la linea celular
MDA, podria atribuirse especificamente al recep-
tor de EGFR, ya que en éste estudio y en reportes
previos, se ha observado que en las células estimu-
ladas con EGFE, se encuentran expresados niveles
importantes de EGFE 20, 21, como se corroboro
en este estudio con la linea MDA y A-431 (Fig. 2).
Esta investigacion muestra por primera vez una
activacion selectiva de la ERK1 y una inhibicién de la
ERK2 en las células de la linea MDA, presentandose
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estos efectos en las ERKs de manera independiente
durante los diferentes tiempos de estimulacion con
EGF. Lo anterior podria evidenciar que la estructura
especifica de cada isoforma ERK (Fig. 6), cumple
una funcion bioldgica concreta, y podria apoyar la
hipdtesis de que aunque no se conocen funciones
Unicas para ERK1 y ERK 2, esto no significa que no
existan, puesto que se ha demostrado, que ningun
animal puede sobrevivir con un solo alelo ERK (20,
22, 23).

El ensayo de fosforilacion in vitro, también se
repitid en presencia del inhibidor especifico de las
ERKs: U0126, en donde se inhibié por completo la
actividad de las ERKs, debido a que no se realizd
la fosforilacion de ERK1 y ERK2.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio, sugieren
que existe una modulacion diferente de las vias
de transduccidn de sefales a nivel de las ERKs, en
el proceso de la progresién tumoral del cancer de
mama. Se resalta, que posiblemente las diferen-
cias entre la activacion de las dos isoformas de las
ERK, podria evidenciar algun tipo de regulacion
entre ellas. Estos trabajos de investigacion, son
importantes ya que aportan elementos sobre la
identificacion de los mecanismos moleculares que
regulan la sensibilidad/resistencia de las células
cancerosas, con el fin de mejorar la calidad de vida
de las pacientes con este tipo de neoplasia.
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