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Introduccion. Varios estudios in vitro sugieren que la proliferaciéon, migracién y supervivencia en lineas
celulares de cancer de seno se ven significativamente afectadas por la activacion del receptor IGF de
tipo | (Insulin-like Growth Factor-I Receptor, IGF-IR).

Objetivo. Caracterizar la fosforilacion del IGF-IR y las moléculas de sefializacion intracelular Akt y
Erk1/2 (vias de sefializacion PI-3K y MAPK, respectivamente), causada por el factor IGF-1 en una linea
celular colombiana de cancer de mama ductal infiltrante (CSC 1595).

Materiales y métodos. Las lineas celulares CSC 1595 y MCF-7 se cultivaron en medio DMEM con
suplemento de suero fetal bovino 10%, glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 pg/
ml a 37 °C, atmésfera de CO, al 5% y humedad de 95%. Los exiractos celulares se sometieron a
inmunoprecipitacién e inmunodeteccion con anticuerpos especificos anti-pIGF-IR, anti-pERK1/2 y anti-
pAkt.

Resultados. Cinco minutos después del estimulo con 10 nM de IGF-I, 70% y 25% del IGF-IR fueron
fosforilados en las células CSC 1595 y MCF-7, respectivamente; también se observd activacion
de las proteinas Akt y ERK1/2. Los niveles basales y estimulados de las proteinas ERK1/2 fueron
significativamente mas altos en las células CSC 1595, comparados a los observados en MCF-7.
Conclusiones. El IGF-IR y la via MAPK cinasa que involucra las proteinas ERK1/2 muestran una
fosforilacién mayor en las células 1595 a la observada en las MCF-7. El IGF-IR, principal activador de
esta via, podria jugar un papel importante en los procesos de proliferacién y metastasis de tumores de
cancer de mama ductal infiltrante.

Palabras clave: neoplasias de la mama, linea celular, receptor IGF de tipo 1, proteina cinasa 1 activada
por mitégenos, 1-fosfatidilinositol 3-cinasa, proteina oncogénica v-akt.

Insulin-like growth factor receptor | signaling in a breast cancer cell line

Introduction. In vitro studies strongly suggest that proliferation, migration and cell survival of breast
cancer cell lines are significantly affected by activation of the IGF type 1 receptor (IGF-IR).

Objective. The phosphorylation by IGF-I of IGF-IR and the intracellular signaling molecules Akt (PI-3K
pathway) and Erk1/2 (MAPK pathway) was characterized in a human breast cancer cell lines.
Materials and methods. The study compared a standard breast adenocarcinoma line (MCF-7) cell line
with a line (CSC 1595) derived from an infiltrating ductal breast cancer in a Colombian patient. The CSC
1595 and MCF-7 cell lines were cultured in DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum, 2 mM
glutamine, 100 U/ml penicillin, and 100 pg/ml streptomycin and grown at 37°C in 5% CO, atmosphere
and 95% humidity. Cell extracts were prepared, followed by immunoprecipitation and immunoblotting
with specific anti-pIGF-IR, anti-pERK1/2 and anti-pAkt antibodies.

Results. After 5 minute stimulation with IGF-I, 70% of the IGF-IR was phosphorylated in the cell line
CSC 1595 and 25% in MCF-7. In addition, Akt (oncogene protein v-akt) and ERK1/2 (extracellular
signal-regulated MAP kinases) were phosphorylated. Basal and stimulated levels of phosphorylated
ERK1/2 were substantially higher compared to those in the MCF-7 cell line.

Conclusions. The IGF-IR and MAPK kinase pathway involving proteins ERK1/2 showed more
significant phosphorylation in the 1,595 cells compared to the observed in the MCF-7 cell line. Since
the IGF-IR is the major activator of this pathway it may play an important role in ductal infiltrating breast
cancer tumor growth and metastases.

Key words: breast neoplasms, cell line; receptor, IGF type 1; mitogen-activated protein kinase 1,
1-phosphatidylinositol 3-kinase, oncogene protein v-akt.
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El cancer de mama es unade las principales causas
de morbilidad y mortalidad en la poblacién femenina
a nivel mundial, con importantes implicaciones en
la salud publica de las sociedades modernas (1). A
nivel bioldgico, el cancer mamario es el resultado
de una serie de alteraciones genéticas que
adquieren las células del tejido epitelial mamario
y que las lleva a desarrollar el fenotipo propio de
células malignas, un crecimiento descontrolado,
una resistencia atipica a la muerte celular y un
caracter predominantemente invasivo (2).

Los factores genéticos y bioquimicos involucrados
en los procesos de proliferacion y muerte celular
son, por tanto, los principales objetivos de estudio
en la biologia del cancer. En el carcinoma mamario
se han descrito algunos marcadores moleculares
asociados con el fenotipo tumoral de las células
malignas; estos incluyen al receptor de estrégenos
(Estrogen Receptor, ER) (3), el receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR/HER2) (4), el
gen BRCA-1 (5), la glucoproteina E-cadherina
(6) y la proteina cinasa Akt (7); todos ellos han
encontrado aplicacion en el diagndstico clinico o
como blancos de accion terapéutica.

Actualmente, se estan adelantando investigaciones
dirigidas a la evaluacién de nuevos marcadores
moleculares que puedan tener valor en el prondstico
y tratamiento de la enfermedad tumoral mamaria.
Uno de ellos, el receptor del factor de crecimiento
similar a la insulina tipo | (IGF-IR), se presenta
como un factor de gran relevancia en el desarrollo
y progresion del fenotipo tumoral en diversos tipos
de cancer incluido, y de manera importante, el
carcinoma mamario (8).

Algunos datos experimentales sugieren que las
vias de sefalizacién asociadas al ER, al EGFR/
HER2 y al IGF-IR son interactivas. Parte de los
efectos pleiotrépicos de la via de sefializacion del
ER pueden explicarse por el entrecruzamiento
bidireccional de proteinas de sefializacion que
comparte con las vias de estos factores de
crecimiento (9,10). Los estudios hacen énfasis en
la importancia de este fenédmeno para la etiologia y
progresién del cancer de seno (11,12).
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La correlacion demostrada entre el IGF-IR vy
sus ligandos (IGF-I e IGF-II) y los procesos de
transformacién y progresién a un proceso celular
maligno, han llevado a proponer al IGF-IR como un
posible blanco farmacoldgico en el tratamiento del
cancer (13,14). El IGF-IR esta compuesto por dos
cadenas de polipéptidos unidas de forma covalente,
cada una de ellas con una subunidad a extracelular
y una subunidad B transmembrana, la cual tiene
un dominio que posee la actividad tirosina cinasa.
Cuando se une elligando IGF-I1, se induce un cambio
de conformacién en la subunidad B que activa su
autofosforilacién; el receptor activado atrae hacia
él, proteinas adaptadoras que son de la familia
de los sustratos del receptor de insulina. Estas
proteinas adaptadoras sirven luego como sitios
de unién para otras moléculas de sefializacion, lo
cual conlleva la activacion de vias de sefnalizacién,
como lo son las del fosfatidilinositol 3 cinasa (P1-3K)
y las cinasas reguladas por sefales extracelulares
(ERK1/2) de la via de la proteina cinasa activada
por mitébgenos (MAPK) (15).

La via PI-3K estd implicada, principalmente, en
procesos metabdlicos, de crecimiento celular y
antiapoptosis. Brevemente, el IGF-IR fosforila al
sustrato del receptor de insulina correspondiente
(IRS1-4), el cual interactia con la subunidad p85
(subunidad reguladora de la PI-3K de 85 kDa) que,
a su vez, activa la subunidad p110 (subunidad
catalitica de la PI-3K de 110 kDa), produciendo
la formacion de derivados de fosfolipido fosfatidi-
linositol-4,5-bifosfato (PIP2) que interactian con
la cinasa de serina/treonina proteina cinasa B
(PKB/Akt), activandola y modulando la funcion de
otras proteinas. Los derivados del PIP2 también
provocan la activacion de algunas isoformas de la
proteina cinasa C (16).

La supervivencia celular es mediada no solamente
por PI3K/Akt, sino también por otras vias de
sefalizacion, incluyendo la via MAPK. Un gran
nimero de oncogenes exhiben la activacion de
MAPK como una via comun. La fosforilacién de
IRS-1 recluta al complejo GRB2/SOS (Growth
Factor Receptor-Bound Protein-2/Son Of Sevenless
Proteins) del citoplasma a la membrana. Este
evento se produce en proximidad a Ras (proteina
oncogénica p21), lo cual cataliza el intercambio
de GTP a GDP. La activacion de Raf (MAP
kinase kinase) mediante Ras activa la via MAPK
por fosforilacibn de las cinasas serina/treonina
MEK1 (MAP kinase kinase), 1o que conlleva la
sefalizacion “corriente abajo” con algunos sustratos
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en el citosol y otros en el nucleo. La activacion de
MAPK es importante para regular el ciclo celular,
la proliferacion y la diferenciacion celular, como
también procesos metabdlicos (17).

El uso de modelos biolégicos adecuados con
diferentes caracteristicas fenotipicas que puedan
representar el contexto de la enfermedad tumoral
in vivo, es necesario en la busqueda de nuevas
estrategias terapéuticas y de diagndstico. Para
ello es indispensable caracterizar dichos modelos,
con el fin de establecer los factores esenciales
relacionados con los procesos de carcinogésis y
capacidad invasora del tumor, asi como la posible
inhibicion de aquellos factores relacionados con
la generacion de resistencia a los tratamientos
actuales.

Elcancerdemamasehaconvertidoenunparadigma
de la investigacion preclinica quimioterapéutica.
Los modelos celulares derivados del carcinoma
mamario son usados hoy en dia, no solamente para
descubrir compuestos con actividad citotoxica, sino
también para tratar de establecer los mecanismos
por los cuales las células tumorales desarrollan
resistencia a los tratamientos actuales.

El propésito de este estudio fue caracterizar la
fosforilacion del receptor IGF-I tipo | y las moléculas
de sefalizacion intracelular Akt y Erk 1/2 de las
vias de sefalizacion PI-3K y MAPK, en respuesta
al estimulo con el IGF-1, una linea celular nativa de
cancer de seno obtenida y establecida a partir de la
biopsia de una paciente colombiana con diagnostico
clinico de carcinoma ductal infiltrante mamario
(18,19), con el eventual fin de aprovecharlas como
modelos biolégicos mas especificos en ensayos
preclinicos.

Materiales y métodos
Lineas celulares

La linea celular CSC 1595 (cancer colombiano
de seno) fue obtenida en el Instituto Nacional de
Cancerologia a partir del tumor de una paciente
de 77 afos con cancer avanzado de mama
ductal infiltrante, diagnosticado con las siguientes
caracteristicas:  aneuploide-70  cromosomas,
dependiente de hormonas y sensible a antraciclinas
y 5-fluoro-uracilo. Como control se utilizaron las
lineas celulares MCF-7: linea celular derivada
de cancer de mama (ATCC HBT-22) y B-3: linea
celular fibroblastoide NIH 3T3 transfectada con el
receptor IGF-IR humano, obtenida del Laboratorio
de Endocrinologia Molecular de los National
Institutes of Health, Bethesda, Estados Unidos.

Senalizacién por receptor IGF | en carcinoma mamario

Las lineas celulares CSC 1595, B-3 y MCF-7 se
cultivaron en frascos de 75 cm? con medio DMEM
con suplemento de 10% de suero fetal bovino
(Invitrogen, USA) y antibiéticos (penicilina 100
U/ml, estreptomicina 100 pg/ml). Los cultivos
celulares se incubaron a 37°C y en un ambiente
con 5% de CO,.

Analisis de proteinas por inmunoprecipitacion
y Western blot

Una vez las células estaban en el 90% de
confluencia, se realizaba desprendimiento con
tripsina 0,25% y EDTA 1 mM. Se hicieron pases a
cajas de Petri de 100 mm, las cuales se cultivaron
en las condiciones arriba descritas toda la noche
hasta alcanzar, aproximadamente, 80%-90% de
confluencia; las células (2,5-3 x108) se cambiaron
a medio sin SFB durante 2 horas y se procedi6 a
realizar los estimulos correspondientes con IGF-I
(Gropep, Australia) en concentracién de 10 nM
(kDa=10°-108M).

Cumplido el tiempo especifico de estimulo (5, 10,
30 y 60 minutos), se lavaron con PBS frio y se
incubaron en solucion de lisis [Tris-Cl 50 mM pH
7,4; NaCl 150 mM; EDTA 1 mM, CHAPS 1%, NaF 2
mM, pirofosfato de sodio 10 mM, B-glicerofosfato 8
mM, ortovanadato de sodio 1 mM, con suplemento
de una tableta de coctel de inhibidores de
proteasas (Roche)]. El lisado celular se centrifugd
a 13.000 rpm durante 10 minutos y se obtuvo el
sobrenadante; se determin6 la concentracion de
proteina por el método del acido bicinconinico y se
guardo a -30°C.

Para el estudio de la fosforilacion del IGF-IR, se
inmunoprecipit6 1 mg de proteina, se adiciond el
anticuerpo especifico anti-IGF-IR, 3 yg/mg proteina
(C-20 Santa Cruz Biotechnology, USA) y seincubt a
4 °C toda la noche. El complejo se inmunoprecipitd
con proteina G sefarosa (GE Health Care, USA) al
30% incubando por 4 horas a 4 °C con agitacion
circular seguida de centrifugacion a 13.000 rpm por
3 minutos y tres lavados con Tris 50 mM (pH 7,4);
el precipitado se volvié a suspender en solucion
tampoén laemli [Tris-Cl 500 mM pH 6,8; SDS 10%;
glicerol 50%; B -mercaptoetanol 5% y azul de
bromofenol 1%, con suplementde con ditiotreitol
(DTT) 100 mM], el cual se calenté a 96 °C por 5
minutos.

El sobrenadante se sometié a electroforesis SDS-
PAGE en gel al 8%. Las proteinas se transfirieron
a membranas de nitrocelulosa y se bloqued
con leche descremada al 5%. Posteriormente,
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la membrana se incubd toda la noche a 4°C con
anticuerpo especifico anti-fosfotirosina (P-Tyr-100
# 9411 Upstate, Cell Signaling, dilucién 1:2000) se
elimind el exceso de anticuerpo mediante lavados
consecutivos con TTBS (Tris-Cl 20mM pH 7,4;
NaCl 150 mM, Tween 20 0,05%) y se procedi6 al
sistema de inmunodeteccion descrito abajo.

Para las proteinas Akt y ERK1/2, no se realizd
immunoprecipitacion; en este caso, 50 pg de
cada extracto celular de acuerdo con el tiempo de
estimulo se volvi6 a suspender en solucion tampdn
carga con suplemento de con DTT, calentado a 96
°C y luego sometido a electroforesis en gel al 10%.
La transferencia se realiz6 como esta descrito
arriba. La deteccion de las proteinas fosforiladas
ERK1/2 y Akt se hizo con anticuerpos anti-fosfo-
p44/42 Thr 202/Tyr204, dilucion 1:1000, y anti-
fosfo-Akt Serd73, dilucion 1:500, respectivamente
(Upstate, Cell Signaling, USA).

Para determinar la proteina total (IGF-IR, ERK1/2
y Aki), la membrana se lavd para remover los
respectivos anticuerpos (Re-Blot Plus, Chemicon
Internacional, USA), se bloqueé nuevamente y se
procedid a incubar con anticuerpo especifico anti IGF-
IR, dilucién 1:500 (C-20 Santa Cruz Biotechnology,
USA), anti Akt y anti p44/42, ambos en dilucion 1:1000
(Upstate, Cell Signaling, USA) y deteccién con el
sistema de quimioluminiscencia ECL (GE, USA).

La deteccion se hizo incubando previamente con un
anti-lgG de conejo (Amershan, dilucién 1:10000),
excepto para antifosfotirosina, anti-lgG de ratdn
(Dako, dilucién 1: 3000), acoplados a peroxidasa
de rabano HRP seguido de la adicién del sustrato
y revelado. La cuantificacion de la sefnal se realiz6
por densitometria (Quantity One, Biorad).

El presente estudio fue avalado por el Comité de
Etica de la Facultad de Ciencias de la Pontificia
Universidad Javeriana.

Analisis estadistico

Los resultados de sefalizacién intracelular se
expresan como el valor medio * Standard Error
of the Mean (SEM) de tres experimentos. La
significancia estadistica se evalu6 con la prueba t
de Student para datos pareados.

Resultados

Deteccion del receptor IGF tipo I (IGF-IR)
fosforilado en respuesta al estimulo con el IGF-I

La presencia del receptor IGF de tipo 1 y su
fosforilacién se verificaron en la linea celular

554

Biomédica 2010;30:551-8

CSC 1595. Como control se utilizaron las lineas
celulares MCF-7 y B-3. Las células B-3 (NIH-3T3
transfectadas con el gen del receptor humano
de IGF-1) fueron utilizadas como control de
fosforilacién.

En lafigura 1A se observa para las lineas celulares,
la presencia del receptor en el tiempo 0, control
no estimulado, en su estado basal de fosforilacién;
cinco minutos después del estimulo, se observa
la fosforilacion del mismo. La figura 1B muestra
el control de carga de proteina. Los resultados
muestran que la fosforilacion es mayor en la linea
celular CSC 1595 que en la MCF-7. El analisis de
densitometria (figuras 1C y 1D) muestra que a los
5 minutos de estimulo con IGF-I, 70% y 25% del
receptor se encuentras fosforilados en las células
CSC 1595 y MCF-7, respectivamente (p<0,001).
La respuesta a los 10 y 30 minutos es similar a
la observada a los 5 minutos. Una hora después
del estimulo, el 100% del receptor en la linea CSC
1595 se encuentra fosforilado, mientras que en la
MCEF-7 sélo lo esta el 35% (p< 0,001).

Deteccion de las proteinas fosforiladas ERK1/2
y AKT en respuesta al estimulo con el IGF-I

Los resultados muestran que hay una respuesta al
estimulocon el IGF-l1determinadaporlafosforilacion
de las proteinas de sefializacion intracelular de las
dos vias de sefalizacion, PI-3K y MAPK, en la
linea celular CSC 1595. La proteina Akt mantiene
niveles similares basales de fosforilacion en las
lineas celulares CSC 1595 y MCF-7 (figura 2A,
tiempo 0) y el IGF-I estimula un incremento de 4
a 5 veces respecto a los controles no estimulados
en ambas lineas celulares (p<0,001). Se observa
también que los niveles totales de la proteina Akt
son similares tanto en MCF-7 como en CSC 1595.
No se observé diferencia estadistica.

Se observa diferencia significativa (p<0,001) en
la fosforilacion de las proteinas ERK1 y ERK2, a
los 5y 10 minutos del estimulo con IGF-I en las
lineas celulares CSC 1595 y MCF-7, comparadas
con sus respectivos niveles basales (figura 2B).
De gran interés es el hallazgo de que las proteinas
ERK1/2 mantienen un nivel de fosforilacién basal
estadisticamente significativo mayor (3,5 a 4,5
veces), al tiempo 0 en células CSC 1595, que el
observado en células de la linea MCF-7 (figura 2C).

Discusion
Este es el primer estudio de caracterizacion

molecular de las vias de sefalizacion MAPK y PI-
3K asociadas a la fosforilacion del IGF-IR en la
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Figura 1. Identificaciéon del IGF-IR y su activacion en respuesta al estimulo por el IGF-I en tres lineas celulares. Los extractos
celulares, la inmunoprecipitacion y el Western blotting se realizaron como esta descrito en materiales y métodos.

A) Andlisis por Western blot que muestra la banda de peso molecular 97 kDa detectada con el anticuerpo anti-fosfotirosina.

B) Banda correspondiente a IGF-IR total detectada con el anticuerpo anti-IGF-IR; corresponde al control de carga.

C) Andlisis densitométrico de las bandas de fosforilacion de IGF-IR. Las veces de incremento se toman como referencia al valor a
tiempo de estimulo cero minutos (control de normalizacién para las lineas celulares MCF-7 y CSC 1595).

D) Relacion en porcentaje del IGF-IR fosforilado respecto al IGF-IR total para cada uno de los tiempos de estimulo en las lineas

celulares MCF-7 y CSC 1595.

Los valores corresponden a la media + SEM (Standard Error of the Mean) de 3 experimentos.
2 p<0,001 comparado al tiempo 0 en cada linea celular. Las barras negras corresponden a la linea celular CSC 1595 y las vacias

ala linea MCF-7.

linea celular CSC 1595 derivada de un carcinoma
mamario, la cual responde de forma similar a la
linea celular MCF-7, también derivada de cancer
de mama y utilizada por la comunidad cientifica en
estudios de cancer mamario (20).

Los estudios de fosforilacién del receptor IGF de
tipo 1 en la linea celular MCF-7 muestran que, a
los 5 minutos de estimulo con IGF-I, un 25% del
receptor se fosforila, respecto al receptor total y, a
una hora, el 35% permanece fosforilado, mientras
que en la linea CSC 1595 estos valores son de
69% y 100%, respectivamente. Los resultados
demuestran que es un fendmeno debido al
estimulo con el IGF-I, ya que en ambas lineas
celulares la fosforilacion basal del receptor fue
similar y estuvo alrededor del 10% (figuras 1A'y

1D). La fosforilacion del IGF-IR como respuesta
al estimulo del IGF-I, ademas de una funcién
mitogénica, protege a las células de una variedad
de sefiales de apoptosis, induce diferenciacion en
ciertos tipos de células y tiene un rol crucial en
el establecimiento y mantenimiento del fenotipo
transformado (15). Algunos intermediarios en la
cascada de activaciéon de IGF-IR se han vinculado
con los efectos antiapoptosis y mitogénicos. En
particular, las vias de transduccién de la sefal
activadas por la proteina cinasa de fosfolipidos
PI-3K (21) y por la proteina cinasa activada por
mitégenos MAPK, median la respuesta celular al
estimulo con IGF-1 en células cancerosas (22).

La deteccion de la fosforilacién de la proteina Akt
es el primer paso en la caracterizaciéon de la via
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Figura 2. Identificacion de la activacién de las vias de sefializacion PI-3K 'y MAPK activadas por el estimulo con IGF-I en las células
CSC 1595 y MCF-7. Se sigui6 la metodologia descrita en materiales y métodos.

A) Analisis por Western blot de la fosforilacién usando el anticuerpo anti-pAkt Ser473 y de la proteina total con anti-Akt total.

B) Western blot de la fosforilacion de ERK1/2 utilizando el anticuerpo anti-p44/42 Thr 202/Tyr204 y la proteina total con anti-p44/42

total.

C) Analisis densitométrico del nivel de fosforilacién de pAkt, pERK1 y pERK2 y niveles basales de proteinas fosforiladas.
La relacion en incremento se midi6 con respecto al valor en tiempo 0 minutos. Los valores corresponden a la media + SEM

(Standard Error of the Mean) de tres experimentos.

2p<0,001 comparado al tiempo 0 en cada linea celular; ® p<0,01 comparado al tiempo 0 en cada linea celular; ° p<0,001 comparado
a la linea celular MCF-7. Las barras negras corresponden a CSC 1595 y las vacias a MCF-7.

de sefalizacion dirigida por la PI-3K. En nuestro
estudio encontramos que ambas lineas celulares
tienen un nivel basal similar de fosforilacién, que
corresponde a 10% de la proteina total (figuras
2A y 2C). Es de interés notar que, mientras que
en la linea MCF-7 a los 5 y 60 minutos el nivel de
fosforilacién corresponde a 30% y 40%, en la linea
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CSC 1595 estos valores corresponden a 68% vy
100%. Los anteriores valores son similares a los
encontrados para la fosforilacion del receptor de
IGF de tipo 1. La via de sefalizacion PI-3K regula
funciones celulares tales como crecimiento celular,
supervivenciay migracion. LaproteinaAkt, conocida
también como proteina cinasa B, se fosforila en
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residuos de serina y treonina como respuesta a
los estimulos de factores de crecimiento en una
manera que depende de la PI-3K. Esta proteina
puede ser activada por proteinas IRS o a través
de la via de senalizacién de la oncoproteina Ras,
que también actda como transductor de la sefial
generada por la estimulacion del IGF-I o la insulina
a su receptor (23). Ras es la molécula comun mas
proxima al receptor activado que sirve para varias
vias de sefalizacion, tales como la Ras/Raf/MEK/
ERK (MAPK), PI-3K/Akt y otras vias con funcién
apoptosica.

En general, se sabe que la via MAPK tiene diversos
efectos, tales como regular el ciclo celular, la
apoptosis y la diferenciacion celular (17). En este
estudio de caracterizacion encontramos una mayor
actividad de las proteinas ERK1/2 en lalinea celular
CSC 1595, en comparacion con la MCF-7 (figuras
2B y 2C). En las dos lineas celulares se observa
claramente que hay unincremento significativoenla
fosforilacion para ambas proteinas. De gran interés
es el hallazgo de un nivel mayor de fosforilacion
basal en la linea CSC 1595 y la mayor respuesta al
estimulo con IGF-I en comparacion con la MCF-7.
Se ha demostrado que la activacion de las proteinas
ERK1/2 es critica para la supervivencia de las
lineas celulares derivadas del cancer de mama, lo
que ha sugerido que esta via representa el mejor
blanco para la terapia en cancer (24). La linea
celular CSC 1595 se muestra muy promisoria para
subsecuentes estudios, dada la mayor actividad de
la via MAPKy la importancia de esta via en el ciclo
y la diferenciacion celulares.

La linea celular CSC-1595 es dependiente de hormo-
nas y se sabe que algunas cinasas intracelulares
de las vias PI-3K y MAPK tienen la capacidad de
fosforilar al receptor de estrogeno y estimular su
actividad de transcripcion de manera dependiente
del ligando (25). Se ha reportado que la activacion
del IGF-IR y su sefalizacion asociada incrementan
la sefalizacion del ER en tumores que responden
a terapia con tamoxifeno; mientras que, en tumores
resistentes al farmaco, se ha visto que la actividad
mitogénica es facilitada por medio del EGFR (26).
Lo anterior sugiere la importancia de considerar al
IGF-IR y las vias de sefalizacion activadas como
blancos de estudio en lineas celulares o tumores
positivos para el ER.

La caracterizacion de los sistemas reguladores
de los factores de crecimiento en lineas celulares
es actualmente una prioridad en la investigacion
en cancer de mama, al ser éste uno de los mas

Senalizacién por receptor IGF | en carcinoma mamario

frecuentes a nivel mundial y el segundo mas
comun de los tipos de cancer en Colombia (27). Su
estudio cobra una gran importancia en la busqueda
de marcadores bioquimicos y genéticos de la
enfermedad, que puedan usarse como blancos
terapéuticos.

La aplicacién de un tratamiento efectivo basado en
lainhibicion de la actividad del IGF-IR y la supresion
de las cascadas de sefalizacién desencadenadas
por éste, dependera en gran medida de la validacion
del IGF-IR en términos de su nivel de expresion y
su funcionalidad bioldgica en los diferentes tipos
de tumores en los cuales puede tener relevancia
en la progresién del cancer, como el carcinoma
mamario (28).

Aunque los resultados del presente trabajo no son
suficientes para concluir sobre el papel del IGF-
IR en los procesos de diferenciacion y metastasis
de tumores, es necesario continuar con la
caracterizacion de la linea celular CSC 1595, de
forma tal que se llegue a determinar el nimero de
receptores en membrana celular para el IGF-I, IGF-
Il e insulina; ademas, estudiar la activacion de las
proteinas asociadas IRS y la respuesta de activacion
de las vias de senalizacién PI-3K y MAPK al estimulo
con insulina e IGF-I. De igual forma, es necesario
investigar los mecanismos de interaccién de estas
vias de sefializacién con farmacos antitumorales y
correlacionarlos con otros estudios realizados en la
linea celular CSC 1595 (18).
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