UNIVERSIDAD VERACRUZANA

M INSTITUTO DE CIENCIAS DE LA SALUD

DOCTORADO EN CIENCIAS DE LA SALUD

“Efecto de la hormona de crecimiento en las propiedades de migracion e

invasion de células cancerosas”

TESIS

Como requisito para obtener el grado de

Doctora en Ciencias de la Salud

PRESENTA:

M. en C. Eugenia Marina Olascoaga Caso

DIRECCION:

Dr. Enrique Juérez Aguilar

CODIRECCION:

Dra. Elisa H. Tamariz Dominguez

Xalapa, Ver. Junio de 2022.



Liniversidad Varacrurana

ACTA DE EXAMEN CERRADO
ACTA NUMERO VEINTICINCO. En la Ciudad de Xalapa-Enriquez, Veracruz, México siendo
las doce horas con treinta minutos del dia diecisiete del mes de junio de dos mil veintidés,
reunido el comité tutorial en la sala de juntas del Instituto de Ciencias de la Salud conformado
este por: Dra. Elisa H. Tamariz Dominguez, Dra. Rebeca Garcia Roman, Dra. Maria Gabriela
Nachén Garcia, Dr. Jonathan Garcia Roman y Dr. Juan Carlos Rodriguez Alba. Se procedié a
examinar a la C. Eugenia Marina Olascoaga Caso alumna de |la generacion 2015-2018 y con
matricula S16017369, quien presento la tesis titulada: “Efecto de la hormona de crecimiento
en las propiedades de migracién e invasion de células cancerosas”, como requisito para la
presentacion del examen abierto, dentro del programa del Doctorado en Ciencias de la
Salud. Acto seguido el comité deliberé en privado y, una vez hecho esto, se procedio a hacer
la votaciéon acerca del resultado, habiéndose determinado por unanimidad que la C. Eugenia
Marina Olascoaga Caso obtuvo la aprobacion para la impresién de la tesis y la presentacion
del examen abierto, para la defensa de la misma. Posteriormente el comité en pleno procedio
a notificar al alumno los resultados del examen cerrado, con las siguientes observaciones:
atender las observaciones emitidas por el jurado en el documento de tesis y en la presentacion.
Firmado para constancia los que en el intervinieron, siendo las quince horas con diez minutos
del dia antes mencionado.

Comité Tutorial

- N \
Dra. Elisa H?g’.eﬁs/iav T’a_‘ma{iz Dominguez Dra. Rebeca Garcia Roman
,7;}// . J (11—
_{/ / / ' _.' 7 N ‘\ "
(i M 4 xg/
Dra. Mat:ié Gabriela Nachén Garcia Dr. Jona;thén Garcia Roman

AL

Dr. Juan Carlos I"\\"Jdriguez Alba




Como siempre, lo dedico a mis padres. Por sembrar en mi la semilla del estudio y
la superacién profesional. Por ensefiarme a ser independiente y perseverante,

herramientas sin las que no hubiese podido terminar este ciclo.



AGRADECIMIENTOS

Agradezco especialmente al Dr. Enrique Juarez Aguilar, por la confianza para iniciar
este proyecto y por crecer juntos a lo largo de este periodo, tanto en el quehacer
cientifico como en lo personal. Le agradezco la confianza de permitirme
desenvolverme a mi ritmo, siguiendo mi camino, pero siempre guiandome para no
perderlo de vista. Le agradezco las tardes de platicas interminables, que me
mostraron a un ser humano cabal que siempre esta en busqueda del crecimiento
personal y que gracias a eso he aprendido a ser autocritica y fiel a mis convicciones.
Le agradezco haber sido ese cable a tierra que me permitio desarrollar la templanza
y fortaleza necesarias para solventar todos los altibajos que implica la ciencia. Le

agradezco infinitamente por ser mi maestro y mi amigo.

Ala M. en C. Eva Luz Montoya Hernandez, por ser un apoyo y contrapeso en el dia
a dia del desarrollo de esta tesis. Por su complicidad y carifio.

Al Dr. Juan Carlos Rodriguez Alba, por ensefiarme una perspectiva diferente de la
ciencia y por confiar en mi y apoyarme, aun sin conocer mi trabajo previamente.

Gracias por su amistad.

A mis asesores, la Dra. Elisa Tamariz Dominguez, la Dra. Isaura Meza Gémez-
Palacio, la Dra. Rebeca Garcia Roman, la Dra. Gabriela Nachén Garcia y el Dr.
Jonathan Garcia Roman, por siempre tener la disposicion de apoyarme vy
retroalimentar mi trabajo. Agradezco sus comentarios y sus aportaciones para la

mejora de este proyecto.

A mis compafieros y amigos del posgrado, el Dr. Juan David Olivares Hernandez y
la M. en C. Ana M. Vela Alcantara, por todo el apoyo técnico, la complicidad, la

amistad y el acompafiamiento que aligeraron este camino.

A mis asesorados y amigos del laboratorio Rubén Alejandro Fuentes Pascacio,
Mariana Villegas Santiago y Hazel Castillo, por su confianza, por su amistad y por

hacerme reir tanto.



RESUMEN

La transicion epitelio-mesenquimal (TEM) es un proceso de multiples etapas en el
que las células epiteliales adquieren caracteristicas mesenquimales. En el cancer, la
TEM esta relacionada con la iniciacion del tumor, la metastasis y la resistencia a la
quimioterapia. La hormona del crecimiento (GH) se ha asociado con la progresion
del melanoma, cancer de mama, colorrectal y endometrial principalmente a través
de una regulacion autocrina/paracrina de diversos procesos bioldgicos, incluida la
TEM. Sin embargo, se desconoce el papel de la GH exdgena en la TEM de las
células de cancer de cuello uterino. Ademas, se desconoce si la GH puede promover
la TEM en células cancerosas y no cancerosas. En el presente estudio mostramos
que la GH (100 ng/mL) mejora la dispersion celular y la tasa migratoria y produce
cambios morfolégicos como el aumento del area celular y la formacién de filamentos
del citoesqueleto de actina en la linea celular de cancer de cuello uterino, Hela.
Ademas, encontramos que, en estas células, la GH favorece la expresion de la
proteina mesenquimal vimentina, seguida de un aumento de la expresion de la
proteina epitelial E-cadherina. Estos resultados sugieren que la GH exdgena induce
un fenotipo hibrido epitelial-mesenquimal en las células HelLa. Diversos estudios
indican que el fenotipo hibrido se relaciona con una forma mas eficiente para hacer
metastasis que el fenotipo mesenquimal. En las células no cancerosas HEK293, la
GH solo promovi6é cambios morfolégicos, incluido el incremento del &rea celular y la
formacién de filopodios, pero no afecto la dispersion, la migracion, ni la expresiéon de
marcadores de TEM, lo que sugiere que la GH favorece la metastasis a través de la
TEM solo en etapas avanzadas del cancer, pero no afectan a la TEM durante las

etapas iniciales.

PALABRAS CLAVE. Hormona de crecimiento, Células de cancer cervical, Hela,

Células HEK293, Transicion epitelio-mesenquimal.
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INTRODUCCION

La progresion del cancer es un proceso complejo que involucra diferentes etapas,
hasta llegar finalmente a la diseminacion de las células cancerosas a otros tejidos,
fendmeno conocido como metastasis. Los modelos de progresion que se han
podido identificar son el modelo paralelo, el cual establece que las células son
capaces de desprenderse y circular por el torrente sanguineo o linfatico desde antes
de que se forme el tumor, en el sitio de lesién inicial. Y el modelo lineal, que
establece que la progresion se lleva a cabo después de un periodo extenso en el
cual ya se dio lugar al crecimiento de un tumor primario (Fabisiewicz et al., 2020).
En ambos casos se conoce que existe un mecanismo que puede favorecer la
migracion de las células hacia otros tejidos y la supervivencia de las mismas en la
circulacion. Este mecanismo es la Transicion Epitelio-Mesenquimal (TEM)
(Diepenbruck & Christofori, 2016; Nieto et al., 2016; Pastushenko & Blanpain,
2019a).

La TEM inicia con la pérdida de las uniones célula-célula producidas al
sustituir la proteina transmembranal E-cadherina y las integrinas epiteliales por las
proteinas dinamicas N-cadherina e integrinas mesenquimales. Posteriormente, las
células cancerosas se someten a una reorganizacion del citoesqueleto de actina,
donde las fibras de estrés y las protuberancias de la membrana naciente
reemplazan a la actina cortical. Ademas, los filamentos intermedios epiteliales
tipicos, como las citoqueratinas, son reemplazados por vimentina. Estos
reemplazos conducen a modificaciones morfolégicas de las células desde una
forma poligonal a una morfologia similar a la de los fibroblastos y permiten que las
células cancerosas invadan la matriz extracelular y se propaguen a tejidos distantes.
La TEM en las células cancerosas podria ser inducida por factores de sefializacion
pleiotrépicos que influyen en la expresion de factores de transcripcion especificos
(Snail, Zeb y Twist), asi como por citocinas, factores de crecimiento,
metaloproteinasas de matriz y hormonas (Lamouille et al., 2014; Nieto et al., 2016;
Ye & Weinberg, 2015).



Recientemente, se ha sugerido que la hormona de crecimiento (GH), sintetizada
localmente, induce la TEM parcial o total en células cancerosas de melanoma,
mama, colorrectal, endometrio y pancreas (revisado por Brittain et al., 2017). Sin
embargo, no existe evidencia sobre los efectos de la GH exdgena en la TEM en
otros tipos de canceres considerando que su efecto podria diferir dependiendo de
su fuente de origen (Nakonechnaya et al., 2013; Zhu et al., 2005). Ademas, se
desconoce si la GH puede promover la TEM por igual en células cancerosas y no
cancerosas. Por lo tanto, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto
de la GH exdgena en los eventos relacionados con la TEM, incluida la dispersion
celular, la migracion, los cambios morfolégicos y la expresion de marcadores
epiteliales y mesenquimales en la linea celular de cancer de cuello uterino humano,

HelLay en la linea celular embrionaria de epitelio de rifion, HEK293.



CAPITULO |
ANTECEDENTES

1. Aspectos generales del cancer

1.1 Caracteristicas de las células cancerosas

El cancer se define como un grupo de enfermedades caracterizadas por el
crecimiento incontrolado y la propagacion de células anormales (American Cancer
Society, 2012). Este padecimiento se desarrolla en un proceso denominado
carcinogeénesis, que tradicionalmente se ha dividido en tres etapas, la iniciacion, la
promocioén y la progresion. La fase de iniciacién se caracteriza por un dafio al ADN
provocado por carcinbgenos quimicos, virus oncogénicos 0 mutaciones
espontaneas que son consecuencia de errores en la replicacion. En esta fase no se
presentan cambios fenotipicos evidentes en las células. La fase de promocién es el
resultado de la clonacion de las células que poseen alteraciones genéticas, las
cuales favorecen la formacion de un tumor. Finalmente, la fase de progresion se
caracteriza por una alta inestabilidad genética y se presenta un crecimiento tumoral
acelerado aunado a la activacibn de mecanismos que les permiten a las células
desprenderse del tumor primario y diseminarse hacia otros tejidos, fendmeno

conocido como metéastasis (Fang et al., 2008).

Como consecuencia de la inestabilidad genética, las células cancerosas
desarrollan nuevas habilidades y mecanismos para adaptarse a todos los cambios
gue ocurren tras la formaciéon de un tumor. En el afio 2011, Hanahan & Weinberg,
describieron seis principales caracteristicas que adquieren las células cancerosas y
que les permite incrementar su malignidad. Como primer cambio adaptativo, las
células cancerosas son capaces de desarrollar una sefializacién proliferativa
sostenida. Para que la masa tumoral pueda crecer, requiere la activacion
constitutiva de sefiales de proliferacion, a diferencia de las células normales que
activan estas sefiales de manera transitoria. En condiciones normales, las sefiales
de proliferacion estan reguladas negativamente por oncoproteinas -como ras, myc
y raf- por lo que en las células cancerosas la desregulacion de estas oncoproteinas

conlleva a un estado de proliferacién constante.



El segundo cambio adaptativo se refiere a la capacidad de replicacion
inmortalizada. Para que las células cancerosas puedan mantener la alta tasa
proliferativa, requieren mantener una expresion constitutiva de la enzima
telomerasa. Esta enzima es capaz de contrarrestar la erosion progresiva de los
teldmeros que se produce como resultado de la division celular y de esta manera, a
diferencia de las células normales, las células cancerosas son capaces de tener un

amplio numero de ciclos celulares.

El tercer cambio adaptativo que desarrollan las células cancerosas es la
reprogramacion del metabolismo energético. Para cubrir los requerimientos
energéticos y la alta demanda de macromoléculas que sostengan la alta tasa
proliferativa, las células tumorales sufren una reprogramacion energética,
denominada efecto Warburg, en la que las células pasan de obtener sustratos
energéticos a partir de fosforilacion oxidativa a obtenerlos s6lo mediante glicolisis,
aun en presencia de oxigeno, por lo que se denomina glicélisis aerdbica. A pesar
de la baja producciéon de adenosintrifosfato (ATP) que conlleva la glicolisis aerobia,
este programa metabdlico les permite abastecerse de otros macronutrientes de alta
demanda como nucledsidos, aminoacidos vy lipidos, mediante los intermediarios

producidos en la glicdlisis aerobia (Vander Heiden et al., 2009).

El cuarto cambio adaptativo se refiere a la resistencia a la muerte celular.
Como resultado del crecimiento del tumor, las células cancerosas experimentan un
estrés fisioldgico que induce la respuesta apoptética. Sin embargo, se conoce que
las células son capaces de evadir o atenuar la apoptosis y eso les permite progresar
a un alto grado de malignidad y adquirir resistencia a la terapia médica. Las células
tumorales utilizan una serie de estrategias que limitan la apoptosis, dentro de las
mas estudiadas se encuentra la pérdida de la funcién del supresor tumoral p53,
incremento en la expresion de reguladores anti-apoptoticos -Bcl-2 y Bel-xL- y la

disminucién de factores pro-apoptéticos -Bax, Bim y Puma-.

El quinto cambio adaptativo corresponde a la induccion de la angiogénesis.
Similar a las necesidades de los tejidos normales, los tumores requieren nutrimentos
y oxigeno, asi como mecanismos para eliminar residuos metabdlicos y didxido de
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carbono. Para cubrir estas necesidades, las células cancerosas activan sefiales que
permite la formacién constante de vasos sanguineos, lo que se conoce como
angiogénesis. La formacion de nuevos vasos sanguineos circundantes al tumor
permite el abastecimiento de oxigeno en condiciones de hipoxia, la cual es

consecuencia de la baja difusion de oxigeno hacia el interior del tumor.

Finalmente, el sexto cambio adaptativo que ocurre en las células cancerosas
es la activacion de mecanismos de metastasis. Aunado a las habilidades
anteriormente descritas, las células activan mecanismos que les permiten transitar
hacia la metastasis. Para que este proceso inicie, las células cancerosas deben
adquirir la capacidad de desprenderse del tumor primario, degradar la matriz
extracelular e invadir el tejido adyacente al tumor; posteriormente, las células
atraviesan las paredes de los vasos e ingresan al torrente sanguineo o linfatico para
finalmente salir de los vasos e implantarse en algun nuevo tejido posibilitando el
crecimiento de un nuevo tumor (Talmadge & Fidler, 2010; Vanharanta & Massagué,
2013).

1.2 Modelos de progresién del cancer: progresion paralelay lineal

El proceso metastasico se ha descrito como una serie de pasos en cadena, a los
cuales se les denomina cascada metastasica. Anteriormente se pensaba que para
gue un tumor iniciara la cascada metastasica, tenia forzosamente que trascurrir un
largo periodo desde el inicio del dafio al ADN de las células hasta el establecimiento
del tumor primario. Y en la mayoria de los casos, se relacionaba con etapas
terminales y estadios muy avanzados de la enfermedad. Sin embargo, actualmente
se sabe gue este proceso metastasico puede iniciarse desde etapas muy tempranas
del desarrollo del cancer. Esto se ha podido conocer debido a que, en pacientes con
canceres insipientes, se han detectado células cancerosas circulantes, con las
caracteristicas propias de una célula metastasica (Fabisiewicz et al., 2020). Como
consecuencia de estos hallazgos, se han establecido dos hipétesis sobre como las

células cancerosas son capaces de diseminarse hacia otros tejidos.



El modelo de progresion lineal corresponde a la forma tradicional en donde las
caracteristicas metastasicas ocurren de forma gradual y después de afos de
formado el tumor (Figura 1A). EI modelo lineal inicia a partir de la formacion de un
tumor primario que proviene de una lesion celular temprana, en donde algunas de
las células son capaces de desprenderse del tumor y migrar hacia el tejido
adyacente, para posteriormente ingresar a los vasos sanguineos o linfaticos hasta
Su extravasacion, para finalmente colonizar un nuevo tejido. En el modelo paralelo
de progresion, la diseminacion de las células ocurre en fases muy tempranas del
desarrollo del cancer, e incluso antes de que existan manifestaciones clinicas de un
tumor (Figura 1B). En el modelo paralelo, desde el momento en el que se presenta
la lesion celular temprana, algunas de estas células son capaces de ingresar al
torrente sanguineo o linfatico. Las células que lograron ingresar a los vasos
sanguineos paralelamente forman nichos metastasicos y otras permanecen en un
estado latente, mientras se da el crecimiento del tumor primario (Fabisiewicz et al.,
2020).
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Figura 1. Modelos lineal y paralelo de la progresion del cancer. Fuente: elaboracion propia.



1.3 Latransicidn epitelial-mesenquimal como mecanismo de progresion del
cancer

Para que se puedan llevar a cabo los dos modelos de progresion del cancer
mencionados anteriormente, se ha propuesto un mecanismo por el cual las células
son capaces de adquirir todas las habilidades celulares que requieren, la Transicién
Epitelio-Mesenquimal (TEM). En el caso de la progresion lineal, la participacion de
la TEM es fundamental para que las células puedan desprenderse del tumor
primario y diseminarse hacia otros sitios. En el caso de la progresion paralela, se ha
considerado que la TEM puede contribuir més bien a una mayor heterogeneidad de
las células circulantes tumorales y desarrollar habilidades que les permita sobrevivir

a las condiciones de estrés al ingresar al torrente sanguineo.

La TEM es un programa biolégico reversible, empleado normalmente por las
células para el desarrollo de érganos durante la embriogénesis. En la etapa adulta,
la TEM es utilizada para la reparacion de tejidos que sufrieron algin dafio (Lambert
et al., 2017). En condiciones normales, las células epiteliales presentan una fuerte
cohesion célula-célula, con la finalidad de mantenerse confinadas en un mismo
espacio fisico y asi facilitar la formacion de las capas continuas de células que
integran a los tejidos. Por el contrario, las células mesenquimales o células
estromales multipotentes carecen de interacciones estables con otras células,
permitiéndoles migrar e incluso invadir otros tejidos. Es a través de la TEM, que las
células cancerosas de origen epitelial son capaces de adquirir caracteristicas
propias de las células mesenquimales que finalmente les permita iniciar el proceso
metastasico (Kolbl et al., 2016; Larue & Bellacosa, 2005; Micalizzi et al., 2010).

Tradicionalmente se consideraba que la TEM implicaba la transformacién
directa de las células epiteliales a células de tipo mesenquimal. Sin embargo,
actualmente se conoce que la transformacion es gradual e incluye estadios
intermedios. Las células pueden tener simultdneamente caracteristicas tanto
epiteliales como mesenquimales previo a tener un fenotipo completamente
mesenquimal, es decir, pueden tener un fenotipo hibrido (Dongre & Weinberg, 2019;

Lamouille et al., 2014; Nieto et al.,, 2016). Este fenotipo hibrido ha mostrado



presentar ventajas para las células al momento de diseminarse, ya que debido a las
caracteristicas epiteliales que mantiene, pueden formar grupos, es decir, pueden
mantener ciertas uniones celulares que les permite resistir la apoptosis o anoikis y
garantizar ciertas propiedades pro-metastésicas e incrementar las posibilidades de
encontrar un nicho metastasico (Genna et al., 2020).

Los cambios que ocurren durante los estadios intermedios de la TEM se
engloban en cinco aspectos: el desensamble de uniones celulares, los cambios en
la polaridad, la reorganizacion del citoesqueleto, la adquisicién de la capacidad de
migracion y cambios en la expresion de genes y proteinas especificos que regulan
los eventos anteriores (Figura 2). El desensamble de las uniones celulares es uno
de los eventos tempranos de la TEM, estas uniones permiten el establecimiento de
contactos célula-célula (uniones adherentes, uniones oclusivas, desmosomas y

uniones comunicantes) y contactos célula-membrana basal (hemidesmosomas).

El desensamble es consecuencia de la sustitucion de las proteinas
transmembranales E-cadherina e integrinas epiteliales -las cuales regulan
conexiones estables célula-célula y célula-membrana basal, respectivamente- por
las proteinas N-cadherina e integrinas mesenquimales, que les proporcionan
uniones transitorias y dindmicas. Asimismo, en este estadio temprano de la TEM,
se presenta la pérdida de dos complejos moleculares denominados PAR y SCRIB,
los cuales determinan la formacion del polo apical y basolateral de las células,
respetivamente; la disolucién de estos complejos produce la pérdida de la polaridad
apico-basal caracteristica de las células epiteliales. Es asi como la pérdida de los
contactos celulares estables y la pérdida de la polaridad apico-basal, permite que
las células cancerosas sean capaces de desprenderse del resto de las células

tumorales.

En etapas mas avanzadas de la TEM, el citoesqueleto celular que estaba
organizado en forma de filamentos de actina en la periferia celular (actina cortical)
sufre una reorganizacion y se forman fibras de estrés en el cuerpo de las células y
en protusiones membranales nacientes; mientras que los filamentos intermedios
epiteliales conformados por citoqueratinas son reemplazados por vimentina. Entre
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el citoesqueleto celular y el sustrato se forman unos complejos proteicos
denominados contactos focales de adhesion, lo cuales permiten que las células
tengan contacto dindmico con la matriz extracelular. Como resultado de estas
modificaciones en la expresion y distribucion de proteinas, las células sufren
cambios morfologicos y la forma cuboidal o poligonal caracteristica de las células
epiteliales cambia a una forma elongada o de tipo fibroblastoide, representativa del
fenotipo mesenquimal. Todos los cambios anteriormente mencionados permiten
que las células cancerosas adquieran la capacidad de migrar e invadir la matriz
extracelular, para finalmente ingresar a los vasos sanguineos o linfaticos y
diseminarse hacia otros tejidos (Kalluri & Weinberg, 2009; Lamouille et al., 2014;
Micalizzi et al., 2010; Ye & Weinberg, 2015).

Transicién epitelial-mesenquimal

Epltellal ' [ Mesenquimal
Polo apical
Polo basal
Actina cortical E Fibras de estrés
© Citogueratina Vimentina
—— E-cadherina @ N-cadherina

—— Integrinas epiteliales @@ Integrinas mesenquimales

eIz RS @ Contactos focales de adhesion

™ SNAIL, SLUG, TWIST, ZEB J

Figura 2. Cambios celulares y moleculares durante la transicion epitelial-mesenquimal. Fuente:
elaboracién propia.

Diferentes factores de transcripcién se relacionan con el inicio de la TEM, a los

cuales se les denomina factores de transcripcion inductores de la TEM (FT-TEM).



Los principales FT-TEM son la familia de las proteinas SNAIL (SNAIL 1 y SLUG)
gue actia en conjuncién con otras proteinas como el factor de crecimiento
transformante B (TGFB), WNT y SMAD3 para inhibir la transcripcion de genes
epiteliales como claudinas, ocludinas, E-cadherina, citoqueratinas y para inducir la
transcripcion de fibronectina, vitronectina, N-cadherina y de otros FT-TEM como son
TWIST y ZEB. Estos ultimos actdan de una manera similar a SNAIL, reprimiendo la
transcripcion de genes epiteliales y activando genes mesenquimales (Lamouille et
al., 2014, Dongre y Weinberg, 2018).

La actividad de estos FT esta regulada a su vez por el microambiente tumoral
(MAT), esto mediante diversas moléculas solubles producidas por los distintos tipos
celulares que lo componen como macréfagos, linfocitos, fibroblastos, células
endoteliales, entre otros (Kolbl et al., 2016). Dentro de las moléculas que se han
descrito que favorecen la activacion de estos FT y con ello la TEM se encuentran
factores de crecimiento como el TGF-B, el epidermal (EGF), el de hepatocitos
(HGF), el derivado de plaquetas (PDGF) y el de endotelio vascular (VEGF)
(Lamouille et al., 2014; Ye y Weinberg, 2015). Algunas hormonas también se han
relacionado con la TEM de células cancerosas, como hormonas tiroideas
(Weingarten et al., 2018) y algunas hormonas esteroideas como estrégenos y
progesterona (Jeon et al., 2016).

El estudio de la TEM ha resultado de gran importancia para entender los
procesos de diseminacion de las células cancerosas, ya sea que contribuya a la
adquisicion de propiedades de migracion para desprenderse del tumor primario
(modelo lineal) o para garantizar la supervivencia de las células tumorales
circulantes en el torrente sanguineo o linfatico (modelo paralelo). Sin embargo, ain
existe una gran controversia sobre el desarrollo de la TEM en modelos in vivo y mas
aun, existe un gran vacio en el conocimiento de cuales son aquellas condiciones
que favorecen la TEM en cada tipo de cancer. Actualmente se sabe que,
dependiendo la ubicacion del tumor son diferentes las moléculas que pueden
contribuir a la adquisicion de una mayor malignidad, esto debido a los diferentes

componentes del microambiente tumoral. Es por ello por lo que resulta fundamental
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estudiar cada tipo de cancer, considerando todas las caracteristicas propias de cada

tejido.
2. El cancer cervical
2.1 Oncogénesis y progresion del cancer cervical

De acuerdo con la Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer (IARC, por
sus siglas en inglés), el cancer cervical ocupa el quinto lugar de incidencia y séptimo
lugar en mortalidad en la poblacion general a nivel mundial. Especificamente en
mujeres, el cancer cervical es el cuarto tipo de cancer mas frecuente en todo el
mundo (Arbyn et al., 2019). Este tipo de cancer se caracteriza por aparecer en
cualquiera de las regiones del cuello uterino o cérvix, el cual es un canal estrecho
gue conecta al Utero con la vagina. El cuello uterino esta revestido en su totalidad
por mucosa. No obstante, dependiendo de la region, este se compone de distintos
tipos celulares y poseen diferentes caracteristicas.

A la porcién mas proxima al cuerpo del utero, se le denomina endocérvix y
estd constituida por células glandulares columnares. A la porcién préxima a la
vagina, se le denomina ectocérvix y estd formado por células escamosas
estratificadas. Adicionalmente, existe una zona de transicion entre estos dos tipos
de poblaciones celulares que se denomina juncion escamocolumnar, que comparte
tanto caracteristicas escamosas como glandulares. Los tumores cancerosos
pueden aparecer tanto en el ectocérvix, en el endocérvix, como en la juncién
escamocolumnar; siendo los mas comunes los tumores de células escamosas
(ectocérvix), seguido por los adenocarcinomas (endocérvix) y menos
frecuentemente los adenoescamosos (juncion escamocolumnar) (Small et al.,
2017).

El desarrollo del cancer cervical se asocia con el consumo de cigarro, un
estado de inmunosupresion, el uso de anticonceptivos orales, un alto nimero de
partos y particularmente, se ha asociado con la infeccion por virus de papiloma
humano (HPV, por sus siglas en inglés); e incluso se estima que el 95 % de los

casos de cancer cervical son resultado de la infeccion con HPV, especialmente tras
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la infeccién con los serotipos 16 y 18. Después de la infeccion aguda o persistente
con el HPV, se pueden desarrollar condiciones de pre-malignidad y en el transcurso
de afios 0 décadas, la displasia se puede convertir en un carcinoma in situ. El
mecanismo que se ha sugerido que conlleva a ese estado de pre-malignidad es la
expresion de dos oncoproteinas virales denominadas E6 y E7 (Figura 3).

Inicialmente, el HPV ingresa a las células basales del cérvix mediante micro
abrasiones de la zona superficial del epitelio cervical. Una vez que el virus ingresa
e infecta a las células hospederas, el ADN episomal viral se integra al genoma de
la persona infectada para su replicacion (Figura 3, ntcleos morados) y se produce
una sobreexpresion de las oncoproteinas E6 y E7. Estas oncoproteinas producen
la inhibicion de proteinas supresoras de tumores como p53 y retinoblastoma (pRb)
y con ello se evita la apoptosis de las células cervicales. La acumulacién de las
alteraciones en el ADN de las células epiteliales cervicales da lugar a un estado de
pre-malignidad, el cual se reconoce por una lesion intraepitelial de alto grado en la
region de las células escamosas. Cuando la paciente con una lesion pre-maligna no
se somete a ningun tratamiento médico, es cuando puede evolucionar hasta un
estado en el que las células cervicales poseen un nucleo con ADN viral integrado
(Figura 3, nucleos rojos) y se presenta el crecimiento exacerbado del tumor, en el
cual se inicia un proceso de micro invasion de la membrana basal que evoluciona

hasta un carcinoma invasivo (Balasubramaniam et al., 2019; Lin et al., 2019)

Los cambios moleculares en el proceso de oncogénesis del cancer cervical
se ven reflejados en las caracteristicas histopatolégicas de la regién cervical, las
cuales son utilizadas por los médicos para poder identificar de manera temprana las
lesiones pre-malignas o para diagnosticar los posibles casos de canceres
avanzados. La identificacion de los estadios del cancer cervical se realiza mediante
el sistema de estadio clinico de la Federacion Internacional de Ginecologia y
Obstetricia (FIGO, ultima actualizacion 2018). La evolucion del cancer cervical se
divide en cuatro estadios principales segun el nivel de invasion. Ademas, se dividen
en subestadios dependiendo del tamafio del tumor y de los sitios de invasion

especificos. El estadio | comprende a los carcinomas delimitados estrictamente al
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cérvix. El estadio Il se refiere al carcinoma que ya se extendié mas alla del utero,
pero que no se ha extendido mas alla de un tercio de la region vaginal. El estadio
incluye a los carcinomas que han invadido el primer tercio de la vagina y se extiende
hasta la pared pélvica y nddulos linfaticos circundantes. Finalmente, el estadio 1V,
incluye a los carcinomas que ya han invadido la region pélvica, vejiga, recto u otros
organos distantes (Lee & Atri, 2019).

Cérvix normal Lesion escamosa intraepitelial Cancer invasivo

Bajo grado Alto grado

Neoplasia cervical intraepitelial

Grado 1 Grado 2 Grado 3
°

Epitelio escamoso

Zona superficial

Zona media

Capa basal
Membrana basal

Dermis

@D Nucleo con ADN viral ) Sobreexpresion
episomal de E6y E7
€D  Nucleo con ADN viral O Expresion de
integrado genes tempranos
y tardios
@D Nucleo normal

Figura 3. Progresién del cancer cervical mediada por la infeccion del virus de papiloma humano.
Fuente:(Woodman et al., 2007).

2.2 Latransicion epitelial-mesenquimal en las células de cancer cervical

La progresion del cancer es un proceso complejo que tiene que ver con las
propiedades especificas del microambiente tumoral de cada tejido. Asi como en
otros tipos de canceres, el mecanismo que permite la progresion del cancer cervical
es la TEM. Y aunque se ha puesto en duda la existencia de la TEM como
mecanismos de progresion en modelos in vivo, Ran et al. (2015) reportaron que en
un panel de muestras de pacientes con cancer cervical de todos los estadios

reconocidos por la clasificacién FIGO, las células provenientes de tejidos con los
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estadios mas avanzados poseen caracteristicas mesenquimales, incluyendo la
sobreexpresion de vimentina; a diferencia de las células provenientes de canceres
de estadios iniciales, que poseian caracteristicas epiteliales, como una
sobreexpresion de E-cadherina. Adicionalmente, estos autores detectaron que
existe una correlacion entre la expresion del factor de transcripcion ZEB1 y los
estadios mas avanzados de la enfermedad. El factor ZEB1 esta relacionado con el
inicio de la TEM, como se explicd en el apartado “transicidon epitelio mesenquimal

como mecanismo de la progresién del cancer”.

El principal factor que se ha relacionado con la TEM del cancer cervical es el
virus de HPV. Especificamente, se ha reportado que la expresion de la oncoproteina
E7 (HPV16 E7) es capaz de favorecer la TEM en células de cancer cervical. El
mismo efecto se ha reportado en queratinocitos normales expuestos a la
oncoproteina E7, esto podria estar indicando que, tanto en células normales como
en células cancerosas, la infeccion con el virus de HPV16 podria provocar la TEM.
Ademas, en queratinocitos transformados con HPV16, las células pierden
caracteristicas epiteliales y adquieren rasgos mesenquimales incluso en etapas
iniciales o tempranas de la transformacion (Lee y Shen, 2012). Ademas del virus,
existen otros factores del microambiente tumoral que también pueden estar
participando en el inicio de la TEM del cancer cervical. En el cuadro 1 se enlistan
las moléculas que han mostrado promover la TEM de células cervicales, como el
TGF-, el EGF, la interleucina IL-6 y Jagged1, de las cuales se han podido elucidar

las vias de sefalizacion que activan y que llevan a dicha transicién (Figura 4).

3. Hormona de crecimiento

3.1 Caracteristicas y uso terapéutico de la hormona de crecimiento

La hormona de crecimiento (GH) es una hormona peptidica sintetizada en las
células somatotropas de la hipdfisis anterior, desde donde es enviada a diversos
tejidos como el 6seo, el adiposo, el muscular y el hepatico (Waters, 2016). La
secrecion de la GH es de manera pulsada en respuesta a dos factores
hipotalamicos, la hormona liberadora de hormona de crecimiento (GHRH, por sus

siglas en inglés) que estimula su secrecion y la somatostatina, que la inhibe
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(Vijayakumar et al., 2010). Las concentraciones séricas a lo largo del dia estan en

un rango entre 0 y 5 ng/mL y alcanzan un pico maximo de 20 ng/mL en las primeras

dos horas del suefio (suefio de ondas lentas) (Brandenberger et al., 2000).

en el cancer cervical

Cuadro 1. Moléculas de sefializacién involucradas en la activacion o supresion de la TEM

Promotores de metastasis
como activadores de la TEM

Reguladores de la TEM Categorias Moléculas
Oncoproteinas que | Proteinas virales del HPV HPV16 E7
promueven la transformacion
celular

Factores solubles TGF-B
EGF
Jaggedl
IL-6

Sistema de transportes de iones

Contransportador KCI (KCC3)

Moduladores del citoesqueleto

Rho-GTPasa
RhoC
Gelsolin

Factores de transcripcion

Snail

Twistl

Twist2

Six1 homeoproteina
Zebl

MMPs

Oncogenes

Sam68
AEG1
FTS

Supresores tumorales

LMX1A
Klotho

MiRNAs

MiR-139-5p-Zebl

Proteinas de matriz

P4HA2

Represores de metastasis
como supresores de la TEM

Factores secretados

SERP1/2

Factores de transcripcion

LMA-1A

Fuente: para la realizacién de este cuadro se integr6 la informacién contenida en (Lee & Shen,
2012; Qureshi et al., 2015; Ran et al., 2015; Cao et al., 2020; Kim et al., 2020; Sun et al., 2020).

La principal funcion de esta hormona es la regulacion del crecimiento longitudinal;

ademas, posee efectos pleiotropicos sobre el metabolismo de hidratos de carbono,

lipidos y proteinas (Flores-Morales et al., 2006). Cuando ingresan los alimentos al

organismo, los niveles de GH se mantienen bajos y es hasta el periodo de ayuno en

el que la secrecion de GH es activada, disminuyendo la captacion de glucosa al

interior de la célula, tanto por una menor expresion de los transportadores de

glucosa, como por la disminucién de insulina; esto aunado a que la GH favorece la

lipdlisis del tejido adiposo visceral y subcutaneo lo que conlleva a la elevacion de

acidos grasos libres y eventualmente la masa grasa del organismo decrece. Asi

mismo, algunos eventos como el ejercicio fisico o la produccion de hormonas
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esteroideas favorecen la secrecion hipofisiaria de GH y ésta estimula el consumo
de triglicéridos en el musculo esquelético, con la finalidad de inducir la liberacion de
energia mediante la oxidacion lipidica. En el caso del metabolismo proteico, la GH
tiene efectos anabdlicos, al inducir la sintesis de proteinas al mismo tiempo que

reprime la protedlisis (Vijayakumar et al., 2010).

Jagged 1 Carbonic 1GF-B  EGE
® anhydrase IX B

=3

N - ==
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\ Proteasomal
2 \degradation

BIeE Rhoc  Aberrant Rho
ot GTPase signaling

Actin

EMT program

Basement membrane Fibronectin

Figura 4. Vias de sefializacién involucradas en la TEM del cancer cervical. Fuente: (Lee y Shen,
2012).

Como consecuencia de los diversos efectos fisiologicos de la GH, la Administracion
de Alimentos y Drogas de E.U.A. (FDA, por sus siglas en inglés), ha recomendado
la utilizacion médica de la proteina recombinante de la GH en dos diferentes
contextos: cuando los pacientes sufren una deficiencia en la produccion hipofisaria
de la GH -tanto en poblacion infantil como adulta- y cuando no hay una deficiencia
en la produccién de la GH, pero beneficia el estado general del paciente. Tal es el
caso de nifios con diferentes sindromes que se caracterizan por talla baja como los

sindromes de Noonan, de Turner, de Prader-Willie, de SHOX o baja talla idiopatica
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(Carroll, 1998; Spiliotis, 2008; Kemp & Frindik, 2011; Johannsson et al., 2018).
Asimismo, es recomendado su uso en el caso de pacientes con enfermedad renal
cronica, el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) o en el sindrome de
intestino delgado. Actualmente, se considera el uso de la GH recombinante como
un coadyuvante en las Tecnologias de Reproduccion Asistida (ART, por sus siglas
en inglés). La GH ha mostrado mejorar la calidad de los ovocitos e incrementar la
tasa de embarazos exitosos (Liu et al.,, 2020). Sin embargo, existen otras
condiciones en las que la GH es ampliamente utilizada a pesar de no estar
aprobadas por la FDA, como el caso de atletas de alto rendimiento, fisico-
contructivistas, fibrosis cistica, quemaduras cutaneas graves y como tratamiento

anti-envejecimiento (Kemp y Frindik, 2011).

El tratamiento con GH se realiza a través de inyecciones subcutaneas y
dependiendo de las caracteristicas de los pacientes, dosis, periodo, via de
administracion y estado de salud, las concentraciones séricas de la GH varian en
un rango entre 0.1 y 120 ng/mL (Cuadro 2) muy por encima de las alcanzadas tras
su produccién hipofisiaria (0.1-20 ng/mL). A pesar de los claros beneficios
fisiologicos, se ha sugerido que las altas concentraciones séricas que alcanzan los
pacientes tras el tratamiento farmacolégico con GH podrian relacionarse con el
desarrollo de patologias cardiovasculares (Deodati et al., 2014), resistencia a la

insulina, diabetes (Vijayakumar et al., 2010) y cancer (Perry et al., 2013).

3.2 Lahormona de crecimiento y su asociaciéon con el cancer

La posible relacion entre el tratamiento con GH y el cancer es actualmente
controversial, derivado de resultados contradictorios de investigaciones recientes.
Algunos grupos de investigacién reportaron que el tratamiento con GH puede
incrementar la mortalidad en pacientes con cancer colorrectal y linfoma de Hodgkin
(Swerdlow et al., 2002). Mas adelante, en el afio 2014, Deodati et al., realizaron un
metaanalisis para establecer el riesgo de desarrollar cancer tras el tratamiento con
GH recombinante, utilizando como base de datos todos los estudios publicados
hasta el 2013. Este grupo de investigacion evalué la tasa de incidencia

estandarizada (SIR, por sus siglas en inglés) y el riesgo relativo (RR), y obtuvieron
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gue existe una mayor tasa de incidencia de cancer tras el tratamiento con GH (SIR

2.74), asi como un mayor riesgo relativo de desarrollar una segunda neoplasia, tras

iniciar el tratamiento con GH cuando se esta en remision del cancer (RR 1.99).

Cuadro 2. Concentraciones séricas de GH después del tratamiento con GH recombinante
Marca de GH Via/dosis/poblacion Niveles séricos de GH Referencia
recombinante bibliografica

Subcuténeo 2.66-5.99 ng/mL después | (van Dijk et al.,

Norditropin® 0.0333 mg/kg/d del tratamiento. 2006).

Nifios con baja talla para la | 5.99-26.64 ng/mL a los
edad gestacional seis meses.
Subcutaneo 0.66-5.99 ng/mL después | van Dijk et al.,

Norditropin® 0.067 mg/kg/d del tratamiento. 2006.

Nifios con baja talla para la | 12.32-35.63 ng/mL a los
edad gestacional seis meses.
Subcutaneo 5-30 ng/mL a las 2-6 h. (Keller et al.,

Humatrope® 0.033 mg/kg/d 2007).

Adultos sanos

Intramuscular 10-60 ng/mL a las 2-6 h. Keller et al.,
Humatrope® 0.033 mg/kd/d 2007.

Adultos sanos

Subcutanea Pacientes renales: (Langbakke et

0.050 mg/kg/d 30-120 ng/mL alas 3-6 h. | al., 2007).
Norditropin® Pacientes con enfermedad | Pacientes sanos:

renal en hemodidlisis y | 5-40 ng/mL a las 4-6 h.

pacientes sanos

Subcutanea 10 ng/mL tras la inyeccion | (Hou et al,
Jintropin® 0.0286 mg/kg/d y 0.1 ng/mL a las 24 h. 2015).

Nifios deficientes de HC

Subcutaneo 40 ng/mL a la 4-7 h. (Toffoletto et al.,
Genotropin® 129 1U 2016).

Adultos sanos

En ese mismo afo otro estudio reporté que no hay relacion alguna entre el
tratamiento con GH y el desarrollo del cancer, ni se asocia con la sobrevida de los
pacientes que ya cursan con algun tipo de neoplasia (van Bunderen et al., 2014).
Recientemente, como resultado de esta controversia, la Sociedad Europea de
Endocrinologia Pediatrica (ESPE, por sus siglas en inglés) y la Sociedad Endocrina
Pediatrica (PES, por sus siglas en inglés) convocaron a investigadores de todo el
mundo para analizar los diferentes estudios que intentan establecer la posible
relacion entre el tratamiento con GH y el cancer y concluyeron que no se tiene
suficiente informacion para establecer una relacion concreta, por lo que se requiere
de mayor investigacion epidemioldgica por tiempos mas prolongados (Allen et al.,
2016).
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Aun cuando la relacién entre el tratamiento con GH y el cancer no esta confirmada
a nivel clinico, ha permanecido el interés de la comunidad cientifica por estudiar el
posible papel de la GH sobre las células cancerosas. De manera interesante,
algunos grupos de investigacion han reportado que tanto la GH como su receptor
(GHR) se expresan localmente en tejidos provenientes de pacientes con cancer de
mama (Gebre-Medhin et al., 2001; Wu et al., 2011), cancer de endometrio (Wu et
al., 2011) y cancer de pancreas (Subramani et al., 2014). Es importante mencionar
que, en estadios mas avanzados del cancer como el carcinoma invasivo, la
expresion de la GH y del GHR es mayor en comparacion con estadios tempranos,
y mas aun con la expresion basal en tejidos normales. Estos estudios sugieren que
la produccion local o autocrina de la GH podria estar participando en la progresion

del cancer mas que con el desarrollo de éste (Perry et al., 2017).

Como se menciond al inicio, la progresion del cancer se caracteriza por el
desarrollo de metastasis a través de la TEM y en este sentido, existen estudios que
relacionan la expresion autocrina de GH en las células cancerosas con la pérdida
de contactos célula-célula, el incremento en la migracion, cambios morfolégicos y la
disminucién de proteinas epiteliales e incremento de proteinas mesenquimales, es
decir, favorece la TEM (Cuadro 3). Sin embargo, no es claro si la administraciéon
exdgena de la GH pudiese tener el mismo efecto que la produccién autocrina sobre
las células cancerosas debido a que se han reportado diferentes efectos
dependiendo del origen de la hormona.

Algunos estudios han comparado el efecto de la GH autocrina, la cual
favorece eventos relacionados con la progresiéon del cancer como la proliferacion y
migracion, en contraste con la GH exdgena que no presenta tales efectos (Cuadro
4). Al parecer, esto es resultado de diferencias en la interaccion de la GH y su
receptor. Cuando se da la produccion de GH de manera autocrina, la unién de ésta
con el GHR se lleva a cabo desde el interior de la célula, especificamente en el
reticulo endoplasmico, lo que se considera que beneficia la maduracion y transporte
del GHR hacia la membrana plasmatica y con ello se produce una respuesta mas

efectiva. En comparacion con la GH exdgena que se une al GHR en la membrana
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plasmatica y no participa en su maduraciéon (Lea et al., 2015; van den Eijnden y

Strous, 2007).

Cuadro 3. Antecedentes del efecto de la expresién autocrina de GH (inducida mediante
transfeccién) en la transicion epitelial-mesenquimal de células cancerosas

. Incremento Marcadores .
. . Cambios Referencia
Tipo de célula P moleculares de la o e
morfolégicos . - bibliografica
migracion TEM
tvimentina
Linea celular de Fenotino tfibronectina 1
cancer de mama mesenp Limal Si locludinas (Mukhina et
MCF-7 q lplacoglobina al., 2004).
—FE cadherina
Lineas celulares de tfibronectina 1
adenocarcinoma de | Fenotipo . (Pandey et al.,
. Si (ARNmM)
colon DLD-1y mesenquimal ta-catenina (ARNM) 2008).
CaCo2
Linea celular de . _
cancer de mama NA S lplacoglobina (Z%rcl)zl;lel et al.,
MCF-7 '
Lineas celulares de tvimentina
adenocarcinoma de Fenotipo S 1fibronectina 1 (Wang et al.,
colon DLD-1y mesenquimal locludinas 2014).
CaCo2 |E cadherina
Linea celular de (Chen et al
carcinoma NA Si |Claudina 1 2017) "
hepatocelular Huh7 '

(NA) no analizado; (1) (|) (<) aumento, disminucion, sin cambios, respectivamente; en la
expresién de la proteina (excepto cuando se aclara que es el ARNm).

Cuadro 4. Comparacion del efecto bioldgico de la GH autocrinay exégena en lineas

celulares de cancer

Tipo de célula

GH autocrina

GH ex6gena

Referencia
bibliografica

Linea celular de
cancer mamario
MCF-7

111 proliferacion (100
pM)

1 proliferacion (100
nM)

Kaulsay et al., 1999.

Linea celular de
cancer mamario

1 proliferacion
1 migracién e

«> proliferacion (100
nM)

(Brunet-Dunand et al.,
2009).

cancer prostatico
LNCaP

MCF-7 y endotelial invasion < migracion e
HMEC-1 invasién (100 nM)
Linea celular de 1 apoptosis 1 proliferacion (10 (Nakonechnaya et al.,

ng/mL)

2013)

(1) (1) («») aumento, disminucién, sin cambios, respectivamente.
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En resumen, la GH ha mostrado favorecer la TEM de algunos tipos de canceres
como melanoma, mama, hepatocelular y colon, pero solo cuando esta se expresa
de manera autocrina. Y considerando los efectos diferenciales segun el origen de la
GH, se requiere desarrollar mayor investigacion sobre si la GH exdgena, como
producto del uso de terapia de reemplazo o niveles elevados de GH en sangre,
pueden favorecer también la TEM de estos tipos cancerosos. No es claro, ademas,
si la GH exdgena es capaz de regular la TEM de células de cancer cervical ni si
puede regular la TEM en células con caracteristicas similares a las lesiones pre-
cancerosas, como ocurre en las primeras fases de la progresion paralela o silo hace
solo en aquellas células que ya poseen caracteristicas cancerosas y que pertenecen

a un tumor primario, como ocurre en el modelo de progresion lineal.

3.3 Lahormona de crecimiento y su relacion con cancer cervical

La GH se ha relacionado con la progresion y la TEM de células de céancer
endometrial, de mama, de melanoma, hepatocelular y de colon. Sin embargo, no se
ha probado el posible rol que la GH pudiese tener en células de cancer cervical a
pesar de que existe evidencia que la relaciona con la progresion del cancer cervical.
En un estudio realizado por Dehari etal. (2008), encontraron que la expresion
nuclear del GHR est4 incrementada en células de cancer cervical proveniente de
mujeres de menos de 40 afios de edad. En contraste, el porcentaje de expresion
del GHR tanto de células estromales como de células cancerosas, provenientes
tanto de mujeres menores de 40 afios, como mayores de esa edad, mostraron altos
niveles de expresion de GHR citoplasmaético. En este mismo estudio se discute que,
si bien los niveles de GHR citoplasmatico son elevados tanto en células normales
como en células cancerosas, los niveles de GHR nuclear son mas evidentes en las
células cancerosas, lo cual se ha relacionado con una mayor tasa de proliferacion

en estas células.

4. Modelo de estudio
4.1 Lalinea celular de cancer cervical HelLa

Para conocer si la aplicacion exogena de la GH puede favorecer la TEM de las

células de cancer cervical, en el presente trabajo, se utilizé a la linea celular HeLa
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como modelo de estudio. La linea celular HeLa fue desarrollada en la década de
1950 y proviene de una lesion agresiva de adenocarcinoma cervical, diagnosticado
en una mujer afroamericana de 30 afios. Existe evidencia que sugiere que el cancer
se desarroll6 a partir de una infeccion por el virus de HPV18. Al ser la primera linea
celular establecida en un laboratorio, es la linea mas empleada para la investigacion
en biologia celular y especificamente, en cancer (Landry et al., 2013). Para el
desarrollo de esta linea celular, la muestra fue tomada de un adenocarcinoma
primario, por lo que el uso de esta linea celular es un modelo adecuado para poder
estudiar la TEM. Sin embargo, a pesar de ser una linea celular ampliamente
utilizada, no se tiene informacién sobre la etapa especifica o estadio de la

enfermedad en la que se encontraba la paciente.

4.2 Lalinea celular de epitelio normal embrionario HEK293

Para conocer si la aplicacion de la GH puede favorecer la TEM de células normales,
se utilizd a la linea celular HEK293 como modelo de estudio. Estas células
corresponden a un fenotipo epitelial normal y se derivan de riidn de embrion
humano. Debido a su origen embrionario, esta linea celular representa un buen
modelo para el estudio de la TEM ya que incluso se ha demostrado que, bajo ciertas

condiciones, son capaces de realizar dicha transicion (Fischer et al., 2017).
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JUSTIFICACION

Las enfermedades oncoldgicas forman parte de las principales causas de
mortalidad dentro de las enfermedades no transmisibles a nivel mundial (OMS,
2014) y representan la tercera causa de muerte en México (INEGI, 2014). El cancer
cervical representa la tercera causa de muerte en mujeres en todo el mundo y el
cuarto tipo de cancer mas frecuente en mujeres. Aunque el cancer cervical no es el
tipo de cancer mas frecuente, suele tener una tasa de supervivencia menor que
otros tipos de canceres. Aproximadamente la tasa de supervivencia a 5 afios
después del diagndstico es del 66 %, eso siempre y cuando el diagnéstico se realice
en una fase temprana. Y se estima que solo el 44 % de los casos se diagnostica
oportunamente (GLOBOCAN, 2020).

Un aspecto importante para destacar es que la causa de muerte mas
frecuente de los pacientes que padecen cancer -y el principal reto en la practica
clinica-, es el desarrollo de metastasis. Aproximadamente el 90 % de muertes ocurre
durante esta fase y como consecuencia de alguna complicacion de este proceso
(Lambert et al., 2017). La metastasis es un fendbmeno complejo que se relaciona
con etapas terminales del cancer y si bien es la méas evidente en el paciente, este
proceso inicia desde etapas tempranas, a través de la TEM. Al ser la TEM un
fendbmeno reversible, esta puede ocurrir en multiples ocasiones a lo largo de la
enfermedad. Pero, en qué momento ocurre y por qué ocurre, son preguntas
relevantes, cuya solucion podria favorecer el desarrollo de terapias mas adecuadas.
La GH se ha relacionado con la regulacion de la TEM y la metastasis; sin embargo,

no es claro si la GH es capaz de favorecer la TEM de las células de cancer cervical.

Diversas areas de la medicina utilizan el tratamiento con GH para diferentes
enfermedades, asi como coadyuvante de los tratamientos de reproduccion asistida
y pérdida de peso en atletas por lo que la relevancia del presente estudio radica en
la generacion de conocimiento sobre las posibles afectaciones del uso de esta

hormona en pacientes con neoplasia cervical.
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HIPOTESIS

La aplicacion exdgena de la GH favorece la transicion epitelio-mesenquimal de las

células de cancer cervical, HelLa.

La aplicacién exdgena de la GH no favorece la transicion epitelio-mesenquimal de
células normales HEK293.

OBJETIVOS
Objetivo general

Evaluar el efecto de la GH en la transicion epitelio-mesenquimal de las células de

cancer cervical HeLa y de las células epiteliales normales HEK293.

Objetivos especificos

e Conocer los niveles de expresion del GHR de las células de cancer cervical
HelLa y de las células epiteliales normales HEK293.

e Analizar el efecto de la aplicacion de GH en la dispersién de las células de
cancer cervical HeLa y de las células epiteliales normales HEK293.

e Evaluar el efecto de la aplicacién de GH en la migracion de las células de
cancer cervical HeLa y de las células epiteliales normales HEK293.

e Estudiar el efecto de la aplicacién de GH en las caracteristicas morfologicas
y organizacion del citoesqueleto de actina de las células de cancer cervical
HelLa y de las células epiteliales normales HEK293.

e Evaluar el efecto de la aplicacion de GH en la expresién de las proteinas E-
cadherina y vimentina, utilizadas como marcadores de la transicion epitelial-
mesenquimal de las células de cancer cervical HeLa y de las células
epiteliales normales HEK293.
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CAPITULO II
MATERIALES Y METODOS
Lineas celulares

La linea de células embrionarias epiteliales de rifion HEK293 y la linea de células
cancer cervical HeLa proporcionadas por el Instituto Nacional de Cancerologia
(INCan) y autentificadas (STRP, short tandem repeat profiling) por en el Instituto
Nacional de Medicina Gendmica (INMEGEN). Los cultivos fueron mantenidos en
medio de cultivo RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) completo, es decir, suplementado con
suero fetal bovino (SFB) al 8 % utilizando como antibibticos
penicilina/estreptomicina (P/E) al 1 %, incubadas a 37 °C y 5 % de CO2 en un
ambiente humidificado. En todos los ensayos, las células se mantuvieron en medio
de cultivo RPMI 1640 bajo en suero (MBS), suplementado con 1 % de SFBy 1 %
de P/E. El medio MBS fue utilizado para disminuir el potencial efecto GH de
cualquier otro factor presente en el suero. La concentracion de 1 % de SFB es
suficiente para mantener la viabilidad y potencial proliferativo de los cultivos

celulares (datos no mostrados).

Uso de EGF como control positivo

El papel del EGF en el desarrollo y progresién del cancer ha sido ampliamente
estudiado. Especificamente, se conoce que este factor es capaz de favorecer la
TEM de células de cancer mamario (Kim et al., 2014), cervical (Lee et al., 2008) y
prostatico (Gan et al., 2010) a una concentracion de 10 ng/mL. Por esta razén, en
este estudio se utilizé el EGF como control positivo a la concentracion mencionada

anteriormente.

Tratamiento con HC

En el presente estudio, los experimentos se realizaron con GH recombinante
(Humatrope® Eli Lilly, USA) preparada siguiendo las indicaciones del fabricante.
Las concentraciones iniciales se seleccionaron considerando las concentraciones

gue alcanza la GH en la circulacién sanguinea de los pacientes bajo tratamiento con
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GH (Cuadro 1); ademas, se agreg6d una concentracion que supera los niveles
fisioldgicos: 10, 100 y 1000 ng/mL. A partir de la realizacion de experimentos piloto,
se selecciond la concentracion de 100 ng/mL de GH para el resto de los

experimentos.

Ensayo de dispersion celular

Las células cancerosas adquieren la habilidad de separarse entre si al inicio de la
TEM. Para el andlisis del efecto de la GH sobre la pérdida de los contactos
intercelulares se utilizo el ensayo de dispersion. Este ensayo consiste en permitir la
formacion de colonias compactas (grupos de células provenientes de una Unica
célula) y observar la pérdida de las uniones oclusivas y adherentes que da lugar a
la dispersién de las colonias (Fram et al., 2011) como resultado de un estimulo
externo. Las densidades de sembrado y los tiempos de incubacion se
estandarizaron previo a la realizacion de los experimentos con GH (datos no

mostrados).

Las lineas celulares HEK293 y HelLa se sembraron a una densidad celular
de 1,050 cel/cm? en medio completo e incubadas durante 48 (HeLa) o 72 h
(HEK293) para permitir la formacion de colonias compactas y aisladas. Después de
transcurrido ese tiempo, las células se incubaron con MBS durante 24 h. A
continuacion, se incubaron con 10 pg/mL de mitomicina C (Sigma-Aldrich) por 2
horas, para inhibir la proliferacion de las células (Di et al., 2015). Posteriormente, se
realizaron dos lavados con PBS, y a continuacion, se agregé medio MBS,
conteniendo GH (100 ng/mL) o EGF (10 ng/mL). Como control se utiliz6 medio MBS
sin GH ni EGF. Después de 0, 24 y 48 h se seleccionaron y fotografiaron 30 campos
por condicién (tres experimentos independientes), a través de un microscopio de
contraste de fases con un objetivo 4x (Nikon Eclipse TS100). Para la cuantificaciéon
de la dispersién celular, las colonias de cada campo fotografiado se clasificaron en
dispersas y no dispersas y el resultado se expresé como porcentaje. Una colonia se
clasific6 como dispersa cuando alrededor de la mitad de células de la colonia habian
perdido contacto con las células circundantes o cuando exhibieron una morfologia
de tipo fibroblastoide (Fram et al., 2011; Lai et al., 2012).
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Ensayo de reparacién de la monocapa

Ademas de adquirir la capacidad de dispersarse, durante la TEM, las células
cancerosas adquieren la capacidad de migrar. Para conocer si la GH puede ser un
factor que favorezca la migracion celular se utilizé el ensayo de reparacion de la
monocapa. Este ensayo consiste en permitir la formacion de una capa celular
homogénea (monocapa) a la que se le realiza un raspado que produce un espacio
libre de células (herida) que, eventualmente es cubierto por las células que hayan
sido capaces de migrar desde el borde de la herida. Las condiciones del ensayo,
tales como densidades de sembrado y tiempos de incubacion se estandarizaron

previo a la realizacion de los experimentos con GH (datos no mostrados).

Inicialmente, para este ensayo se sembraron las células en multiplatos de 24
pozos recubiertos con poli-L-lisina [500 pg/mL], a una densidad celular de 3.1 x 104
cel/cm? para células HEK293 y de 2 x 10* cel/cm? para las células HeLa en medio
completo. Después de 48 (HEK293) y 72 h (HeLa) del sembrado, las células fueron
incubadas en medio MBS por 24 h hasta la formacion de la monacapa.
Posteriormente, las células fueron incubadas con mitomicina C (10 pg/mL) durante
2 h para inhibir la proliferacion y subsecuentemente, se realiz6é la herida de la
monocapa utilizando una punta de micropipeta de 200 uL. Las células residuales se
desprendieron mediante dos lavados con PBS y se agregd medio MBS sin GH, con
GH (100 ng/mL) o con EGF (10 ng/mL).

Las micrografias se tomaron de una region central de cada herida a las 0, 24
y 48 h bajo un microscopio de contraste de fases con un objetivo 4x. Las
micrografias se analizaron mediante el software ImageJ con la herramienta wound
healing tool (v. 1.51j8). La tasa de migracion fue calculada como se describid
anteriormente (Sridaran et al., 2016). Brevemente, con el dato obtenido con la
herramienta wound healing tool, se calcul6 la tasa de migracion restando del area
total de la imagen el area de la herida y a esto se le denomind area de migracion.
El area de migracion del tiempo 24 y 48 se dividid entre el area de migracion del
tiempo O para obtener la tasa de migracion de las 24 y 48 h, respectivamente.
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Andlisis de morfologia y citoesqueleto celular mediante tincién con faloidina

Durante la TEM, las células presentan cambios en la morfologia, la cual a su vez
esta determinada por modificaciones en la organizacion del citoesqueleto de actina
(Lyons et al., 2016). Para conocer si la aplicacion de la GH puede favorecer cambios
en la morfologia y organizacion del citoesqueleto de actina de las células de cancer
cervical, se utilizo el ensayo de dispersion celular, mismo que se describié en el
apartado anterior, excepto que las células se sembraron sobre cubreobjetos. Al
finalizar ese ensayo, las células fueron tefiidas con faloidina, una micotoxina que se
une y estabiliza los filamentos de actina de las células y que, mediante el
fluorocromo al cual estd unida (Alexa Fluor® 594) se puede visualizar el

citoesqueleto celular utilizando microscopia de fluorescencia.

Después de transcurrido el tiempo de incubacion, alas 0, 24 y 48 h las células
se fijaron con paraformaldehido al 4 % por 20 min. A continuacion, las células fueron
incubadas con faloidina conjugada con Alexa Fluor 594® (Invitrogen; Carlsbad, CA,
USA) diluido en PBS (1:100) con 0.1 % de Triton X-100 Sigma-Aldrich) y con
Hoechst (Invitrogen) para la visualizacion de los nudcleos celulares por 45 min a
temperatura ambiente. Finalmente, se realizaron tres lavados con PBS y se
montaron los cubreobjetos sobre portaobjetos para su visualizacion. Las
observaciones se realizaron mediante un microscopio de epifluorescencia Nikon
Eclipse 400. Las micrografias se tomaron de 10 campos aleatorios usando un
objetivo de 10x, de dos experimentos independientes.

El analisis de la morfologia y organizacién del citoesqueleto de actina se
realizd bajo dos enfoques, el cualitativo y el cuantitativo. Para el andlisis cualitativo
se consideraron las caracteristicas morfoldgicas tipicas de las células durante la
TEM, como la morfologia poligonal, elongada, también llamado de tipo
fibroblastoide y morfologia circular, de acuerdo con (von Laue et al.,, 2000).
Asimismo, también se analizaron las protuberancias de la membrana tales como
lamellipodia, pseudopodia y filopodia. Finalmente, se realizé un analisis morfoldgico
cuantitativo midiendo algunos parametros morfoloégicos como el area, la
circularidad, la relacion de aspecto y la redondez, utilizando el software ImageJ.
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Para el andlisis cuantitativo, todas las micrografias se convirtieron a 8 bits y se
procesaron con el filtro de mascara de enfoque (radio sigma 1,5 px y peso de

mascara 0,60) para mejorar la visualizacion de los filamentos de actina.

Anadlisis de la expresion del GHR y de las proteinas E-cadherina y vimentina

mediante citometria de flujo

Para el andlisis de la expresion del receptor de la GH (GHR los cultivos (cajas petri
de 100 mm) de las lineas celulares HEK293 y Hela se transfirieron hasta el quinto
pasaje después de la descongelacion. Las células (1 x 10°) se lavaron con suero de
albumina bovina en PBS (PBA) al 1 % y se incubaron con Triton X-100 al 0,1 %.
(Sigma-Aldrich) durante 15 min. Finalmente, las células se tifieron con anticuerpo
anti-GHR (B10) Alexa Fluor® 647 (Biotecnologia de Santa Cruz; Dallas, TX, EE.
UU.) y se fijaron con formaldehido (FA) al 4 %.

Los eventos celulares de dispersion, migracion y cambios morfolégicos son
resultado de cambios en las células a nivel molecular que conllevan a la TEM,
especificamente la disminucion de proteinas epiteliales como e-cadherina y el
incremento de proteinas mesenquimales como vimentina. Para conocer si la GH
puede favorecer la TEM, se evalud la expresion de las proteinas e-cadherina y
vimentina, mediante citometria de flujo. Inicialmente, las células HEK293 y HelLa se
sembraron a 5 x 10® células/cm? (HEK293) o 2,5 x 102 células/cm? (HeLa) en
condiciones de control con medio MBS, tratamiento con GH (100 ng/mL en medio
MBS) o EGF (10 ng/mL en medio MBS).

A las 12 y 24 h, las células se tripsinizaron y se incubaron con anticuerpo
anti-E-cadherina PE-Cy®7 (Biolegend; San Diego, CA, EE. UU.) durante 30 min. A
continuacion, las células se lavaron con PBA al 1 % y se fijaron con formaldehido al
4 % durante 15 min. Posteriormente, las células se incubaron con Triton X-100 al
0,1 % (Sigma-Aldrich) durante 15 min. Después de la permeabilizacion, las células
se incubaron durante 45 min con el anticuerpo anti-vimentina-PE (Becton-Dickinson;
San José, CA, EE. UU.) y se fijaron con formaldehido al 4 %. Los datos se

adquirieron en un citometro de flujo BD LRS Fortessa™ (Becton-Dickinson) y se
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analizaron con el software FlowJo® (FlowJo, Tree Star; Ashland, OR, EE. UU.).

Para este analisis se llevaron a cabo dos experimentos independientes.

ANALISIS ESTADISTICO

Los analisis y graficos se realizaron utilizando GraphPad Prism® version 6 para
Windows (software GraphPad, La Jolla, CA, EE. UU.). Antes del analisis estadistico,
todos los datos fueron sometidos a las pruebas de Shapiro-Wilk o Kolmogorov-
Smirnov para evaluar si los datos cumplian con el supuesto de normalidad. Para los
ensayos de dispersion y reparacion de la herida, los datos se representan como las
medias + errores estandar de la media (E.E.M.) de tres experimentos
independientes. El analisis estadistico se llevo a cabo mediante Analisis de Varianza
(ANOVA) de medidas repetidas; cuando se encontraron diferencias entre
tratamientos se utilizé la prueba post hoc de Holm-Sidak. Para el andlisis de
morfologia y citoesqueleto de actina, las medidas de todas las células de 10 campos
de dos experimentos independientes se representan en diagramas de caja (rango
de celdas 45-125) y se realiz0 la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Cuando
se encontraron diferencias entre tratamientos se utilizé la prueba de comparaciones
multiples de Dunn. Un valor de P<0,05 se consider0 significativo para todos los

analisis.
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CAPITULO Il
RESULTADOS

Las células de cancer cervical HeLa y las células epiteliales embrionarias
HEK293 expresan al receptor de GH, pero solo la GH promueve la dispersion
de células HeLa

La expresion del GHR fue analizada en las células HeLa y HEK293 para conocer si
estas lineas celulares son responsivas al tratamiento con GH. Existen algunos
reportes que sefialan que el GHR se expresa en las células HEK293 (von Laue et
al., 2000); sin embargo, existe muy poca informacion sobre la expresion del GHR
en las células HelLa. Lo resultados de este estudio muestran que ambas lineas
celulares tienen una elevada expresion de la proteina de GHR, desde el
descongelamiento de las células (Figura 5A, T1) hasta el quinto pasaje (Figura 5A,
T2-T5).

A continuacion, se evaluo la dispersién celular, uno de los eventos celulares
tempranos de la TEM. Inicialmente, se realiz6 un experimento piloto para
seleccionar la concentracion de GH ideal para llevar a cabo los experimentos. Para
ello se probaron diferentes concentraciones fisioldgicas (1, 10, 100 ng/mL) y una
concentracion suprafisiolégica (1000 ng/mL). De acuerdo con los resultados
obtenidos en esta prueba piloto (Anexo 1), se selecciond la concentracién de 100
ng/mL para los experimentos subsecuentes. En condiciones basales, las células
HelLa forman colonias no compactas, con las células distinguibles (Figura 5D,
paneles superiores) presentando una dispersion celular del 5.76 + 0.55 % a las 24
hy de 37.31 £ 0.97 % a las 48 h (Figura 5B).

Contrariamente, las células HEK293 crecen en colonias compactas bajo
condiciones basales (Figura 5E, paneles superiores), con un porcentaje de
dispersién celular de 6.75+0.88 % alas 24 hy de 14.38 £ 1.14 % a las 48 h (Figura
5C). En contraste, aunque ambas lineas celulares expresan el GHR, solo las células

cancerosas HelLa fueron sensibles al efecto de dispersion de la GH. Por otra parte,
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las células HelLa presentaron, 48 h después de iniciada la exposicion con GH, un
porcentaje de dispersion de 59.4 + 2.02 %, es decir, 22 % mas respecto a las
condiciones control (p<0.001, Figura 5B), Como se esperaba, el EGF incrementé la
dispersion de las células HelLa desde las 24 h (38.91 + 8.58 %, p<0.0001) siendo
mas evidente a las 48 h (88.64 + 3.99 %, p<0.0001). Similar a lo ocurrido con GH,

el EGF no afectd la dispersion de las células HEK293.
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Figura 5. Tanto la linea celular HEK293 como HelLa expresaron la proteina GHR durante la
transferencia de subcultivos. Sin embargo, la GH solo promueve la dispersion de células
HelLa. (A) Las lineas celulares HEK293 y HelLa (T1-T5) se tifieron con anticuerpo anti-GHR Alexa
Fluor 647 y se analizaron mediante citometria de flujo. Los histogramas de color gris claro
representan el control de isotipo. Los histogramas de color gris oscuro representan la expresion de
la proteina GHR. Los nimeros dentro de los recuadros representan el porcentaje de células que
expresan la proteina GHR. (B, D) Las células HeLa y (C, E) HEK293 fueron incubadas hasta formar
colonias compactas. Después de 48 (HelLa) o 72 h (HEK293) de sembradas, las colonias se trataron
con mitomicina C (10 pg/mL) durante 2 h y se incubaron con o sin GH (0, 100 ng/mL) o EGF (10
ng/mL). Las colonias seleccionadas aleatoriamente en cada condicion fueron fotografiadas a las 0,
24 y 48 h y clasificadas en dispersas y no dispersas (un total de 30 campos obtenidos de tres
experimentos independientes n=3). Las micrografias son colonias representativas (objetivo con
magnificacion 20X). * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001. Barra de escala 50 um.

La GH incrementalamigracion de las células HelLa, pero no afecta a las células
HEK293

Una caracteristica central de las células cancerosas durante la TEM es la
adquisiciéon de la capacidad migratoria. Para evaluar si la GH es capaz de
incrementar la migracion de las células cancerosas y no cancerosas, se llevé a cabo
el ensayo de reparacion de la monocapa. Inicialmente, se realizé un experimento
piloto para determinar la concentracion 6ptima de GH que estimula la migraciéon
celular. Para ello se probaron diferentes concentraciones fisioldgicas (1, 10, 100
ng/mL) y una concentracion supra fisiolégica (1000 ng/mL). De acuerdo con los
resultados obtenidos en esta prueba piloto (Anexo 2), se determind que la
concentracion 6ptima para evaluar el efecto de la hormona es de 100 ng/mL en los

experimentos subsecuentes.

En condiciones basales, las células cancerosas HelLa tienen una alta tasa de
migracion (1.153 + 0.02 a las 24 hy 1.294 + 0.02 a las 48 h) (Figura 6C). En
contraste, las células HEK293 presentan una baja tasa de migracion en condiciones
basales (1.094 + 0.02 alas 24 hy 1.095 £ 0.02 a las 48 h) (Figura 6D). Después de
48 h de incubacion, la GH favorecié la tasa de migracion de las células HeLa a 1.316
+ 0.04, p<0.05, pero no afecté a las células HEK293 (Figura 6A, B). De manera
similar, el EGF potencié la migracion de las células HeLa (24 h: 1.263 + 0.03,
p<0.05; 48 h: 1.361 + 0.01, p<0.01), pero no afectd6 a las células HEK293.
Considerando los resultados obtenidos en los ensayos de dispersion y migracion

celular, se sugiere que la GH puede favorecer la dispersion y migracién de las

33



células cancerosas HelLa, pero no produce ningun cambio en las células no

cancerosas HEK?293.
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Figura 6. La hormona del crecimiento potencia migracién de las células cancerosas Hela,
pero no de las , HEK293. Inicialmente, se permitid que las células (A, C) HeLa y (B, D) HEK293
formaran una monocapa, y se hizo una herida lineal en cada monocapa usando una punta de
micropipeta de 200 pL. Después del tratamiento con mitomicina C (10 pg/mL durante 2 h), las células
se incubaron con o sin GH (0, 100 ng/mL) o EGF (10 ng/mL). Las heridas seleccionadas al azar en
cada condicion se fotografiaron a las 0, 24 y 48 h (un total de 9 campos o heridas de tres
experimentos independientes n = 3). La tasa de migracién se midi6é usando el software ImageJ como
se indica en el apartado de métodos. Las micrografias son heridas representativas de cada condicion
(objetivo con magnificacién 4X). * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001. Barra de escala 300
pm.

La GH incrementa el area celular y promueven la formacion de protusiones

membranales en las células cancerosas HelLay en las no cancerosas HEK293

Los eventos celulares de dispersion y migraciébn estan regulados por la
reorganizacion del citoesqueleto de actina, el cual produce cambios en la morfologia
celular. A través de la tincion de faloidina se lograron visualizar los filamentos de

actina y se realiz6 un andlisis morfolégico cualitativo y cuantitativo para determinar
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si la GH afecta la estructura de las células cancerosas y no cancerosas. En
condiciones basales, a las 24 h, las células HeLa tienen una morfologia poligonal y
presentan algunos microfilamentos. A las 48 h, las células presentan la misma
morfologia y se observan otro tipo de proyecciones membranales ademas de las
observadas a las 24 h. Sin embargo, si se observa un incremento en el area de las
células cuando las células son incubadas con GH. El incremento en el area de las
células Hela es evidente desde las 24 h, y aunque algunas células mantienen una
morfologia poligonal, tal como se observa en las células control, otras células
adquieren una morfologia polarizada, caracteristica de un estado migratorio
convencional. A las 48 h, se observé un gran numero de microfilamentos distribuidos

en la periferia de las células (Figura 7A, cabezas de flechas).

En el caso del EGF, este produce efectos mas evidentes en la morfologia de
las células HelLa. Tal como se esperaba, este factor de crecimiento induce una
morfologia de tipo fibroblastoide en las células HelLa desde las 24 h de incubacién
(Figura 7A, flechas); aunque algunas células permanecen con una morfologia
redondeada. Por otro lado, tanto a las 24 como a las 48 h, las células no cancerosas
HEK293 mostraron una morfologia ligeramente alargada en condiciones basales,
caracteristica de esta linea celular, y no presentaron ninguna protrusiéon membranal.
Cuando las células HEK293 fueron estimuladas con GH, desde las 24 h de
incubacion estas presentaron un incremento de area y una morfologia poligonal,
acompafado de la formacién de multiples lamelipodios en la periferia celular, los
cuales permanecieron hasta las 48 h (Figura 7B, cabezas de flechas). Aunque no
se observdé una morfologia polarizada, el incremento en las protrusiones

membranales fue evidente.
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Figura 7. La GH promueve la formacién de protrusiones membranales tanto en células
HEK293 como en HeLa. (A) Las células HelLa y (B) HEK293 se sembraron sobre cubreobjetos y se
incubaron hasta la formacion de colonias. Después del tratamiento con mitomicina C (10 pg/mL
durante 2 h), las células se incubaron con o sin GH (0, 100 ng/mL) o EGF (10 ng/mL) durante 24 o
48 h. En los puntos finales, las células se fijaron con PFA al 4 % y se tifieron con faloidina conjugada
con Alexa Fluor 594 y Hoechst para la visualizacién de los filamentos de actina y el nucleo,
respectivamente. Las flechas de cabeza en el panel A y B indican la formacién de filopodios y
microfilamentos. Las flechas indican células con morfologia similar a fibroblastos. Las micrografias
muestran colonias representativas (objetivo con magnificacion 40X). Barra de escala 50 um.
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Todas estas observaciones pueden ser trasladadas a un enfoque cuantitativo
mediante la medicibn de diferentes parametros morfolégicos como area,
circularidad, relacion de aspecto y redondez. A las 24 h, la GH produjo un
incremento en el area y en la relacién de aspecto de las células cancerosas HelLa
(Figura 8A, p <0.0001; Figura 4C, p = 0.04, respectivamente) y una disminucion en
la redondez (Figura 8D, p = 0.04). Después de 48 h de incubacion, la GH disminuyo
la circularidad de estas células (Figura 8B, p =0.0004). En las células no cancerosas
HEK293, la GH tuvo efectos similares que en las células HelLa. A las 24 h de
incubacion con la GH, las células HEK293 incrementaron su area y relacién de
aspecto (Figura 8E, p = 0.005; Figura 4G, p = 0.02, respectivamente) y disminuyeron
su redondez (Figura 8H, p = 0.018), y fue hasta las 48 h que la GH favorecio una
disminucion de la circularidad de las células HEK293 (Figura 8F, p = 0.001).

En el caso del EGF, a las 24 h se produjo un aumento del area y una
disminucién de la circularidad de las células HeLa (p <0.0001 y p <0.001,
respectivamente. Figura 8B), pero después de 48 h de incubacién, el area celular
disminuy6 dramaticamente (Figura 8A, p <0.001). A pesar de que se observa una
tendencia a incrementar la relacién de aspecto inducida por el EGF, solo a las 24 h
se observaron diferencias estadisticamente significativas (Figura 8C, p =0.002).
Esto puede deberse a que algunas células permanecen con una morfologia
redondeada. En comparacion con la GH, el EGF incrementé el area de las células
HEK293 después de las 24 y 48 h de exposicién (Figura 8E, p = 0.04 y p = 0.0002,

respectivamente) y disminuyo la circularidad hasta las 48 h (Figura 8F, p <0.0001).

En resumen, la GH no produjo una morfologia elongada en las células Hela,
pero favorecio la formacion de protrusiones membranales como microfilamentos.
Estos resultados se pueden correlacionar con los obtenidos en el analisis
cuantitativo, en donde se observé que la GH disminuyé la circularidad y redondez
de las células Hela, lo que coincide con la formacion de microfilamentos en estas
células. Asimismo, el ligero incremento de la relacion de aspecto de las células HelLa
se puede relacionar con la morfologia elongada de las células. Y claramente el

incremento en el area de las células refleja el incremento en el tamafio de las
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mismas bajo la estimulacion con GH. Por otro lado, las modificaciones cualitativas
de las células no cancerosas HEK293 provocadas por la GH, también se pueden
correlacionar con los paradmetros morfolégicos medidos. La GH favorecié una
morfologia poligonal en las células HEK293, las cuales tenian inicialmente una
forma elongada y promovio la formacion de protrusiones membranales extensas y
la formacion de lamelipodios. Tanto la disminucién de la circularidad como de la
redondez estan relacionados con la formacion de estas protrusiones membranales
y con una morfologia irregular, respectivamente. Adicionalmente, la GH promovio la
formacién de extensas protrusiones membranales permitiendo el elongamiento de
las células HEK293. Por lo tanto, los valores de la relacibn de aspecto

incrementaron proporcionalmente.

La GH potencia un fenotipo hibrido epitelial-mesenquimal en las células

cancerosas Hela, pero no en las células no cancerosas HEK293

La expresion de las proteinas E-cadherina (E-cad) y vimentina (vim) en las células
cancerosas, ha sido ampliamente usada como marcadores moleculares de la TEM
(Pastushenko & Blanpain, 2019b; Salt et al., 2014). Es por ello por lo que, en este
trabajo, después de observar los efectos que tuvo la GH en la dispersion, migracion
y cambios morfolégicos en las células cancerosas, se evaluo la expresion de E-cad
y vim mediante citometria de flujo para confirmar el papel de la GH en el proceso de
la TEM. Inicialmente, las células fueron clasificadas de acuerdo con la expresién de
E-cad y vim (Figura 9A). Las células que expresaban exclusivamente E-cad se
clasificaron como células con fenotipo epitelial, mientras que las células que
expresaban solo vim se clasificaron con fenotipo mesenquimal. Finalmente,
aquellas células que expresaban tanto E-cad como vim se clasificaron como de

fenotipo hibrido epitelial-mesenquimal.

Los resultados mostraron que la GH indujo la expresion de vimentina a las
12 h en las células HelLa (44.8 %, Figura 9B), favoreciendo un fenotipo mesenquimal
en comparacion con los cultivos en condiciones basales sin GH (19.2 %). Sin
embargo, a las 24 h se incremento la expresiéon de E-cad, aumentando el porcentaje

de células con fenotipo hibrido (54.2 %) respecto a los cultivos en condiciones
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control (31.6 %). Por el contrario, la GH no afecté los niveles de expresion de E-cad
y vim en las células HEK293. Estos resultados sugieren que la GH promueve un
fenotipo hibrido epitelial mesenquimal en las células cancerosas, pero no afecta a

las células epiteliales no cancerosas, de la misma manera que lo hace el EGF.

DISCUSION

La TEM es un evento relevante durante el desarrollo embrionario y la reparacion
tisular en la vida posnatal. Sin embargo, también se ha considerado un evento
crucial en la progresion del cancer desde las etapas iniciales hasta la adquisicion
de quimiorresistencia y metastasis (Pastushenko & Blanpain, 2019a). Estos hechos
resaltan la relevancia de dilucidar el proceso de la TEM para comprender la
enfermedad y disefiar tratamientos mas efectivos. Diferentes moléculas producidas
por el mismo tumor, por las células endoteliales o incluso por las células inmunes
gue forman parte del microambiente tumoral celular (MAT) pueden regular la TEM
(Lamouille et al., 2014; Ye & Weinberg, 2015).

En los dltimos afios, el papel de la GH en la oncogenicidad y la progresion
del cancer ha sido un tema de profundo interés cientifico. Diversos estudios han
demostrado que células de cancer mamario, colorrectal, endometrial y melanoma,
en los que se ha inducido, mediante transfeccién del gen, la expresion autocrina de
la GH , presentan rasgos de la TEM (revisado por Brittain et al., 2017). Sin embargo,
no estd claro si la GH endocrina o exbégena podria tener el mismo efecto.
Anteriormente ya se ha reportado que la GH puede tener efectos diferenciales
dependiendo de si la hormona tiene un origen exdégeno o autocrino. Zhu et al. (2005)
informaron que la produccion autocrina de la GH aumenta la proliferacion en células
epiteliales mamarias, no asi la aplicacion exégena de la GH. Ademas,
Nakonechnaya et al. (2013) reportaron que la sobreexpresion de GH autocrina en
células de cancer de prostata redujo la proliferacion y aumentd la apoptosis,

mientras que la GH exdgena tuvo efectos opuestos.
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Figura 8. La GH aumenta el area de actinay la relacién de aspecto y disminuye la circularidad
y la redondez tanto en las células HeLa como en las células HEK293. Los parametros
morfolégicos de las células (A, B, C, D) HeLay (E, F, G, H) HEK293, como el area, la circularidad,
la relacion de aspecto y la redondez, se obtuvieron con el software ImageJ. Las colonias celulares
de cada condicién se fotografiaron al azar usando un microscopio de epifluorescencia. Los datos se
representan en diagramas de caja, de dos experimentos independientes n=2 (se midieron alrededor
de 45-125 células para cada condicién). * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001.

Entre otras diferencias significativas que se han encontrado entre la GH autocrina 'y
la exdgena es que la primera regula mas de 300 genes en el carcinoma mamario
humano, mientras que la GH exdgena solo afecta a 167 genes (Zhu et al., 2005). El
efecto de la GH autocrina sobre el aumento de la regulacion génica podria deberse
a que la GH autocrina se une a su receptor desde el reticulo endoplasmético,
evitando asi la degradacion de GHR y favoreciendo la maduracién del mismo (van
den Eijnden y Strous, 2007). Los efectos contradictorios de la expresion de GH
autocrina y exdgena podrian explicar la evidencia controversial de la participacion
de la GH en la progresion del cancer.

Si bien algunos estudios han reportado un mayor riesgo de cancer en
pacientes con niveles séricos excesivos de GH (acromegalia) (Deodati et al., 2014;
Swerdlow et al., 2002), otros no han lograron establecer una relacion causa-efecto
entre el riesgo de cancer y el uso terapéutico de la GH (Boguszewski &
Boguszewski, 2019). A pesar de que no se ha podido declarar una relacion directa
entre la GH y el inicio y progresiéon del cancer, la comunidad médica mantiene su
preocupacion por el uso de la GH como agente terapéutico en pacientes con
crecimiento neoplésico, donde la hormona podria favorecer su progresion (Allen et
al., 2016). Considerando estos antecedentes, el presente trabajo evaluo6 el efecto
de la GH exdgena sobre la dispersion, migracion y cambios morfologicos, asi como
la expresion de marcadores moleculares de la TEM en la linea celular de cancer
cervical HeLa y en la linea celular no cancerosa HEK293.

41



E-cad

HelLa HEK?293

Control GH EGF Control GH EGF

#{87 339 {77 348 {104 354

24h

E-cad
E-cad

Vim Vim

Figura 9. La GH potencia la expresion de vimentina, seguida de una induccién de un fenotipo
hibrido epitelial-mesenquimal en células cancerosas HelLa, pero no afecta a las células no
cancerosas HEK?293. El panel A muestra la clasificacién de las células del fenotipo EMT segun la
expresion de E-cadherina (E-cad) y vimentina (Vim) (fenotipo epitelial, hibrido o mesenquimal). Las
células (B) HeLa y (C) HEK293 se incubaron con o sin GH (0, 100 ng/mL) o EGF (10 ng/mL) hasta
las 12 y 24 h. Transcurrido el tiempo de incubacion, las células se tifieron con anticuerpos anti-E-
cadherina PE-Cy®7 y anti-vimentina PE y se fijaron con FA al 4%. Los datos se adquirieron en un
citbmetro de flujo BD LRS Fortessa y se analizaron con el software FlowJo®. Los numeros dentro
de los recuadros representan porcentajes de células que expresan cada proteina. Los histogramas
son representativos de dos experimentos independientes con la misma tendencia y hallazgos (n=2).

La linea celular HeLa fue la primera linea celular de cancer humano establecida in
vitro y ha sido ampliamente utilizada en la investigacion bioldgica del cancer. Por
otro lado, aunque las células HEK293 se han considerado como células
embrionarias "normales", poseen propiedades tumorigénicas en modelos murinos,
probablemente debido a su alta inestabilidad genética (Stepanenko & Dmitrenko,
2015). Ademas, bajo ciertas condiciones de cultivo, las células HEK293 son
capaces de experimentar la TEM (Fischer et al., 2017), siendo un modelo adecuado
para evaluar el papel de las moléculas exégenas durante este proceso. Es relevante
mencionar que la concentracion de GH utilizada en todos los experimentos (100
ng/ml) se puede alcanzar en condiciones fisiologicas o terapéuticas (Godfrey et al.,
2003; Hou et al., 2015; Keller et al., 2007; Langbakke et al., 2007; Olarescu et al.,

2000; Wideman et al., 2002). El primer abordaje del estudio consistié en verificar la
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sensibilidad de las lineas celulares HEK293 y HelLa al efecto de la GH. Para esto
se analizd la expresion del GHR mediante citometria de flujo. Ambas lineas
celulares presentaron una elevada expresion del GHR, desde el momento de la

descongelacion hasta la quinta transferencia.

En segundo lugar, evaluamos el efecto de la GH sobre la dispersion celular
y la migracion de ambas lineas celulares, eventos criticos en las primeras etapas
de la TEM. De acuerdo con los resultados, la GH mejoro la dispersion celular y la
migracion de las células HelLa tras 48 h de incubacion, pero no afecto a las células
HEK293. El papel de la GH exdgena en la migracion celular se ha informado
previamente en células inmunitarias como los timocitos, las células T periféricas y
los macroéfagos (dos Santos Reis et al., 2018; Savino et al., 2012; Smaniotto et al.,
2010). No obstante, estos estudios destacan que la GH ejerce un efecto
quimioatrayente en sinergia con quimiocinas como CXCL12 y proteinas de matriz

especificas como fibronectina y laminina.

Asimismo, se ha informado que la GH mejora la migracion de las células
epiteliales de la cOrnea, pero solo en co-cultivo con fibroblastos (Ding et al., 2015).
Por otra parte, existen antecedentes que muestran que la produccién autocrina de
GH regula la migracion de células de cancer de mama (Mukhina et al., 2014;) en
tanto que en células de cancer de prostata, tanto la GH exdgena como la autocrina
favorecen su migracion (Nakonechnaya & Shewchuk, 2015). Los mismos autores
informaron que la GH por si sola actia como un agente quimioatrayente para estas
células, sin necesidad de incluir algun sustrato o quimiocina. Estos antecedentes ,
junto con nuestros resultados sobre dispersién y migracién de las células Hela,

sugieren que el efecto de la GH sobre estos procesos depende del fenotipo celular.

Tradicionalmente, las células HEK293 se han empleado como un modelo de
células normales. Sin embargo, estas presentan una alta inestabilidad genética que
les confiere propiedades tumorigénicas en periodos largos de cultivo. De acuerdo
con Shen et al. (2008), las células HEK293 provenientes de subcultivos de menos
de 52 transferencias no forman tumores en ratones después de ocho semanas de
la inyeccion subcutanea. En cambio, las células provenientes de subcultivos de méas
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de 65 transferencias forman tumoraciones dos o cuatro semanas después de la
inoculacion. Basado en estas caracteristicas de las células HEK293, los resultados
obtenidos en este estudio sugieren que la GH puede afectar la dispersion y la
migracion solo en células con un fenotipo canceroso evidente, pero no en células

con caracteristicas similares a las de las primeras etapas de la carcinogénesis.

Contrario a los efectos observados de la GH sobre la dispersion y la
migracion, la hormona favorecié cambios morfoldégicos en ambas lineas celulares,
HelLa y HEK293. Estudios previos han reportado que la GH exdgena regula la
reorganizacion del citoesqueleto de actina de células de ovario, fibroblastos y
hepatocitos (Goh et al., 1997) posiblemente a través de la regulacion de la via de
sefalizacion de la cinasa JAK-2 y la proteina adaptadora SH2B1pB, la cual regula
directamente al citoesqueleto de actina y promueve la formacién de filopodios
(Diakonova et al., 2002; Herrington et al., 2000; Lanning & Carter-Su, 2007; Maures
etal., 2007; Rider et al., 2009). Adicionalmente, se ha reportado que la GH autocrina
regula la formacion de microfilamentos de actina e incrementa el area de células de
cancer mamario (Kaulsay et al., 2000), lo cual concuerda con los resultados
observados en las células de cancer cervical, HelLa.

La morfologia que se ha asociado tradicionalmente con la TEM es la de tipo
fibroblastoide. No obstante, el presente trabajo mostré que la GH no favorece esta
morfologia ni en las células HEK293 ni en las HelLa; en cambio, estas Ultimas células
mostraron una morfologia poligonal inducida por GH y un aumento en los filopodios
distribuidos por toda la periferia celular. Aunque anteriormente la morfologia
poligonal no se habia relacionado con la TEM, estudios recientes sugieren que no
se necesita una morfologia fibroblastoide para que las células expresen un fenotipo
invasivo caracteristico de la TEM. Incluso, en este proceso se han reportado tres

morfologias diferentes -poligonal, huso y circular- (Devaraj & Bose, 2019).

Para confirmar que la GH exdgena efectivamente favorece la TEM en las células
HelLa y no en HEK293, se analizaron dos marcadores moleculares de dicha
transicion: E-cadherina y vimentina. El incremento en la expresion de vimentina se
ha relacionado con el fenotipo celular mesenquimal y la disminucion de la expresion
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de E-cadherina, con el fenotipo epitelial. Esto se ha observado tanto en lineas
celulares normales cuando son estimuladas con factores que les permite iniciar la
TEM (Zhang et al., 2014), como en tejido proveniente de pacientes con cancer
(Figiel et al., 2017). De manera interesante, la GH no modifico la expresion de E-
cadherina o vimentina en las células HEK293. Por el contrario, la GH disminuyé
inicialmente la expresion de E-cadherina (12 h) en células HeLa y aumenté
subsecuentemente la expresion de vimentina junto con un aumento tardio de la
expresion de E-cadherina (24 h). Algunos estudios recientes han informado que la
TEM se caracteriza por etapas intermedias donde las células pueden expresar
simultAneamente marcadores epiteliales y mesenquimales. Inesperadamente, el
fenotipo hibrido epitelial-mesenquimal se ha relacionado con una mayor eficiencia
de las células para llevar a cabo la metastasis (Kroger et al., 2019; Pastushenko et
al., 2018; Pastushenko & Blanpain, 2019a; Sulaiman et al., 2018).

Especificamente, la expresion de E-cadherina que se observa en el fenotipo
hibrido durante la TEM, puede funcionar como un mecanismo para evitar la muerte
celular por anoikis, que ocurre como consecuencia de la pérdida de contactos
célula-célula y célula-sustrato durante la intravasacion en la cascada metastasica
(Chao et al., 2012; Lamouille et al., 2014; Padmanaban et al., 2019), mientras que
la vimentina respalda su fenotipo mesenquimal. Nuestros resultados sugieren que
la GH potencia parcialmente este fenotipo hibrido epitelial-mesenquimal en las
células cancerosas, permitiéndoles tener una mayor tasa de supervivencia y
facilitando que las células cancerosas lleguen con éxito a tejidos distantes (Aceto et

al., 2015), hipotesis que requiere ser investigada.

La relevancia cientifica del presente trabajo radica en la observacién de que
la GH exdgena afecta preferentemente las propiedades de la TEM de las células
cancerosas, pero no de las células sin fenotipo oncogénico evidente, lo que sugiere
gue esta hormona puede afectar la progresion del cancer mas que la oncogenicidad.
En este sentido, estos resultados no respaldarian las preocupaciones médicas
sobre el papel de la GH como factor cancerigeno, pero si su influencia sobre la

progresion de los tumores ya formados.
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ANEXOS

ANEXO 1
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Efecto de diferentes concentraciones de GH sobre la dispersion celular de las lineas celulares
HEK293 y HelLa (0, 10, 100 y 1000 ng/mL de GH).

ANEXO 2
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Efecto de diferentes concentraciones de GH sobre la migracion celular de las lineas celulares
HEK293 y HelLa (0, 10, 100 y 1000 ng/mL GH).
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