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LINTRODUCCION

1. Antecedentes generales del tema.

1.1. Morfologia de la glandula mamaria.

Las glandulas mamarias 6 mamas son los 6érganos encargados de la produccion
de leche en los mamiferos, estan situadas en la pared anterior del térax y se extienden
verticalmente desde la segunda a la sexta costilla y horizontalmente desde el esternén
hasta la linea axilar media. Estan compuestas por 15 a 20 lébulos de tejido glandular
tabulo-alveolar que se encuentran separados por bandas fibrosas de tejido conectivo,
en forma radiada, que alcanzan la dermis para formar los ligamentos suspensorios de la
mama. Cada lébulo mamario termina en un conducto excretor lactifero 6 galactoférico
que antes de abrirse en el pezon, presenta una dilatacion llamada seno o ampolla
galactoforica. La areola contiene glandulas sebaceas accesorias que forman pequenas
eminencias llamadas tubérculos de Montgomery. El tejido adiposo de la mama esta
distribuida en pequefas celdas adiposas excepto en la regién detras de la areola
(Figura 1). El aporte arterial de la mama se establece a través de las arterias mamaria
interna, intercostal posterior y ramas de la arteria axilar; las venas de la mama siguen el
mismo patron de las arterias, formando un circulo anastomésico alrededor de la base
de los pezones. La glandula mamaria cuenta con dos redes linfaticas, en primer lugar
el plexo superficial, por el cual drenan la areola y el pezén, por otro lado el plexo axilar
al cual drena la glandula a través de plexos perilobulares. La inervacion sensitiva de la
mama procede de las ramas cutaneas anterior del segundo al sexto nervios
intercostales. Una pequefna zona superior de la piel de la mama esta inervada por

ramas cutaneas del plexo cervical superficial y ramas del nervio supraclavicular (1).



Ductos

Lobulillo

Tejido Adiposo \,J\'i %
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Figura 1. Morfologia de la mama. Representaciones graficas de un corte sagital de
una mama y de un corte histolégico de una unidad funcional de la glandula mamaria,
en las que se observa la estructura basica, compuesta de lobulillos, ductos, tejido de
sostén y tejido adiposo. Tomada y modificada de Mark D Sternlicht y col. Breast Cancer

Research 2006, 8:201. Key stages in mammary gland development (56).



18]

&
&

ﬂ,ﬂ %
.n.t Lu ....
-nn A.v. w.U
ﬂw h.u
h ..\.l.z u...\..
,m,s s
<o = S
£ & ol
& 9, At
4

e
KRAS

H
231

2T &
e

JReey
i3 i PR Y
wh .uu Ur
E & B
i -, e

5 iy
< 24
& = A
- s “d
i i
P




1.2. Generalidades del cancer de mama.

El término neoplasia proviene del griego y significa “nuevo crecimiento” y se
define como la proliferacién anormal y descontrolada de las células de un 6rgano o
tejido. Muchas neoplasias proliferan hasta formar una “masa” o tumor, estos tumores
pueden ser malignos o benignos, segin lleven a la formacién de metastasis o no,
respectivamente. El término cancer es usado ampliamente como sinénimo de neoplasia
maligna y es usado de manera general para muchas enfermedades que son
caracterizadas por crecimiento anormal y descontrolado de las células, de estas
neoplasias las mas comunes son los carcinomas, los cuales derivan del tejido epitelial
(2).

El cancer de mama es el cancer mas comun en las mujeres a nivel mundial y es
la causa mas importante de muertes por enfermedades neopldsicas en las mujeres.
Alrededor del 80% de las neoplasias de la mama se originan en el epitelio de los ductos
que forman la mama (2,3). El cancer de mama comprende un diverso grupo de
enfermedades en términos de presentacion, morfologia, caracteristicas bioldgicas y

comportamientos clinicos.

(R



1.3. Estadisticas de morbilidad y mortalidad del cancer de mama a nivel

mundial.

El cancer de mama es la enfermedad tumoral mas frecuente en mujeres de todo
el mundo. Segun las estadisticas de la agencia internacional Globocan en el afio 2008,
se registraron 1, 150,000 casos lo que corresponde a una tasa ajustada por edad
(ASR, por sus siglas Age Standardized Ratio) de 37.4 por 100,000 mujeres. En los
paises mas desarrollados la ASR es de 67.8 y en los menos desarrollados es de 23.8
(Figura 2). En cuanto a la mortalidad, los datos muestran que el cancer de mama es la
principal causa de muerte por enfermedades oncoldgicas en las mujeres. En 2002 se
registraron 411,000 muertes al aino en el mundo a causa de esta enfermedad (11). En
los paises mas y menos desarrollados, las tasas de mortalidad por cancer de mama
fueron de 18.1 y 10.3 respectivamente. Se considera que 1 de cada 8 mujeres en USA

desarrollara esta enfermedad y que 1 en 28 tienen riesgo de morir por la misma.

Aunque en los paises mas desarrollados el nimero de nuevos casos es mayor
que en los paises pobres, existe un mayor indice de mortalidad en estos ultimos, dando
cuenta del efecto en la salud publica de los procedimientos eficaces de detecciéon y
tratamiento que se lleva a cabo en los paises industrializados (Tabla 1) (5). En la tabla 1
se observa que a pesar de que en los paises de mayor desarrollo hay una tasa mayor
de incidencia que en los paises de menor desarrollo, esta relacion no se conserva en
cuanto a la mortalidad, debido a que los paises menos desarrollados tienen mayores

indices de mortalidad por cancer de mama.



1.4. Estadisticas de morbilidad y mortalidad del cancer de mama en México.

El cancer de mama es hoy, a diferencia de hace 15 afios, una de las
enfermedades con mayor incidencia en la mujer adulta de América Latina y el Caribe.
En México, el cancer de mama es la primera causa de mortalidad por tumores malignos
en mujeres, la mortalidad por cancer de mama superé a la del cancer cervicouterino
desde el ano 2006, colocandolo como la segunda causa de muerte en el pais en
mujeres entre 30 y 54 anos, s6lo después de las muertes causadas por complicaciones
de la Diabetes Mellitus (Figura 3). La tasa de mortalidad por cancer mamario en México
ha registrado un aumento sustancial de 1950 a 2008, pasando de una tasa de 2 por

100,000 mujeres a 9 por 100,000 mujeres (2-5).

Del total de defunciones por cancer de mama registradas en México en el afo
2000, el 70% se concentré en 11 entidades que incluyen el Distrito Federal, Estado de
México, Nayarit, Veracruz, Puebla, Guanajuato, Tamaulipas, Coahuila, Jalisco, Nuevo
Ledn y Chihuahua. Sin embargo, las tasas mas altas de mortalidad se ubican en los
estados que cuentan con mejores indices de desarrollo tales como el D.F, Jalisco,
Tamaulipas, Coahuila, Nuevo Ledn, Chihuahua, Sonora y Baja California Sur, los

cuales presentan tasas superiores a 17 defunciones por cada 100, 000 mujeres.
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Figura 2. Incidencia del cancer de mama a nivel mundial. La imagen muestra una
proporcion mayor de incidencia de cancer de mama en paises desarrollados y una
incidencia menor en los paises en vias de desarrollo, expresados en ASR (Tasa

estandarizada por edad). Tomada y modificada de “World Cancer Report 2008", World

Health Organization (3).
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Figura 3. Tasas estandarizadas de mortalidad por cancer de mama y cancer
cervicouterino de 1979 a 2006 en México. A partir del afio 2006 el cancer de mama
(CaMa) super6 al cancer cervicouterino (CaCu) como principal causa de mortalidad por
enfermedades oncoldgicas en mujeres de 30 a 54 anos. Tomada de México Reporte

Rosa 2009-2010 (56).



Tabla 1. Incidencia y mortalidad del cancer de mama en el mundo y en México.

Regidn o pais Nuevos casos  Muertes ASR (%)
Morbilidad Mortalidad
Mundial 1, 151,298 410, 712 37.4 13.2
Mas desarrollados 636, 128 189, 765 67.8 18.1
Menos desarrollados 514, 072 220, 648 23.8 10.3
México 11, 064 4,310 26.4 10.5

Tomada de “World Cancer Report 2008", World Health Organization, International

Agency for Research on Cancer, Lyon (3).



1.5. Clasificacion del cancer de mama.

Actualmente la clasificacion del cancer de mama, involucra la evaluacion vy
analisis de criterios clinicos, histologicos, moleculares, e inmunohistoquimicos (8). El
cancer tipicamente es diagnosticado por patélogos en secciones histologicas tefidas
generalmente con hematoxilina y eosina, asi como por inmunohistoquimica, sin
embargo recientemente, muchos tumores han sido caracterizados por sus perfiles
moleculares, los cuales complementan a la histopatologia y su uso se encuentra en

aumento para predecir el pronéstico y la respuesta a la terapia.

Para asegurar una clasificacion internacional histopatologica estandar del
cancer, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) a partir de 1957 publicé “La
clasificacion OMS de los tumores”, la Agencia Internacional para la Investigaciéon en
Cancer (IARC, por sus siglas en ingles) ha sido encargada de la publicacion de la
clasificacion OMS de los tumores desde el afio 2000. En las ultimas ediciones se refleja
el rapido progreso en el entendimiento de los mecanismos moleculares del desarrollo

del cancer, lo que ha dado origen a distintas clasificaciones del cancer de mama (3).

1.5.1. Clasificacion clinica del cancer de mama.

La clasificacion clinica del cancer de mama comprende el andlisis de parametros
patologicos tradicionales, tales como el tamafo tumoral, la invasion de células
tumorales a ganglios linfaticos, la proporcion de células tumorales en un corte
histologico de una biopsia y la presencia o no de metastasis. Esta clasificacion clinica

constituye la clasificacion TNM.



El tamafio de un tumor puede dar idea del tiempo de progresion de la
enfermedad. La ausencia de tumor se designa como T0, tumores con tamafio menor a
1 cm son designados como T1, tumores que miden de 1 a 2 cm como T2,y T3 a
neoplasias mayores a 2 cm. La invasion a nédulos linfaticos, es designada con la inicial
“N”, en donde NO, indica la ausencia de infiltrado tumoral en ganglios linfaticos
adyacentes a la zona donde esta localizado el tumor, N1 cuando estan involucrados de
1 a 3 ganglios, N2 cuando existen 3 a 9 ganglios invadidos y N3 para mas de 10
ganglios con infiltrado tumoral. El grado histolégico suele estratificarse en 2 categorias
como tumores de bajo grado y tumores de alto grado, dependiendo de la proporcion
de células cancerosas presentes en el corte histopatolégico. La presencia de
metastasis es designada como “M’, es establecida como MO para ausencia de
metastasis y M1 para presencia de metastasis, seguido por el 6rgano y localizacion de
la misma. Estos criterios son ampliamente utilizados en la practica médica oncologica y

han mostrado correlacién con el pronéstico de los pacientes (13, 14).

1.5.2. Clasificacion histopatologica del cancer de mama.

Por otro lado, la clasificacion clinica del cancer de mama incluye la clasificacion
histopatoldgica, establecida bajo consenso internacional y publicado por la IARC de la
OMS en el ano 2003, dicha clasificacion agrupa los tumores de mama como no
invasores e invasores. Los tumores de mama no invasores estan subdivididos solo por
la localizacion que pueden presentar, ya sea ductal o lobulillar y los tumores invasores
se clasifican, ademas de por su localizacion ductal y lobulillar, también por los patrones
que puede adoptar el tejido canceroso, es decir, tubular, medular, mucinoso, secretor

papilar, adenoide quistico, metaplasico y apdcrino (Figura 4) (15).
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Figura 4. Clasificacion histopatolégica del cancer de mama. Histopatolégicamente

el cancer de mama suele clasificarse en dos grupos: i) los tumores no invasores, los
cuales sblo se subclasifican de acuerdo a la localizaciéon la cual puede ser ductal o
lobulillar, y ii) los tumores invasores que también se subclasifican de acuerdo a su
localizacion, de igual manera en ductales o lobulillares y por los diferentes patrones
histolégicos que pueden adoptar, tales como mucinoso, medular, adenoide quistico y

metaplasico.



1.5.3. Clasificacion del cancer de mama por receptores hormonales.

La clasificacién llevada a cabo mediante técnicas inmunohistoquimicas es usada
tradicionalmente en la practica médica como factor pronéstico y de tratamiento. Esta,
agrupa a los tumores de mama en tres tipos, de acuerdo a la presencia o ausencia de
los receptores de estrogenos (RE), receptores de progesterona (RP) y sobreexpresion o
amplificacion del gen del receptor del factor de crecimiento epidermal humano 2
(HER2). En base a tincion inmunohistoquimica de estas proteinas, los tumores pueden
clasificarse en tres grupos: i) Luminal, presentan expresion de receptores ER+, PR+ y
HER2- y pueden ser tratados con terapia hormonal (tamoxifeno) acompafada de
quimioterapia adyuvante; ii) Her2+, que presentan expresiéon ER+, PR+ y HER2+, los
cuales reciben adicionalmente terapia personalizada mediante el uso del anticuerpo
monoclonal anti-HER2 Trastuzumab v iii) Triple negativo que no presentan la expresion
de receptores (ER-, PR- y HER2-). En consecuencia estos uUltimos son denominados
tumores triple negativo para los cuales a falta de blancos terapéuticos, la quimioterapia

representa la Unica modalidad de terapia sistémica (11).
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Figura 5. Clasificacion del cancer de mama por expresion de receptores
hormonales. Las biopsias de tejido tumoral de cancer de mama suelen procesarse
mediante inmunohistoquimica para analizar la expresion de los receptores de
estrogenos, receptores de progesterona y receptores de crecimiento epidermal

humano 2 y son clasificados como luminales, HER2 y triple negativos.




1.5.4. Clasificacion del cancer de mama por perfiles de expresion génica.

La tipificacion molecular del cancer de mama esta definida por los perfiles
globales de expresion génica obtenidos mediante microarreglos de ADN.
Recientemente se determin6 que la heterogeneidad morfolégica y molecular del cancer
de mama puede ser clasificada de acuerdo a estos perfiles de expresion génica
mediante el uso de microarreglos de ADN (14). Estos hallazgos han sido corroborados
de manera sistémica por varios grupos de investigacion (14-18). Estos datos permiten
clasificar al cancer de mama en 5 grupos: luminal A, luminal B, normal-like, HER2/neu y
basal-like. Algunos autores los clasifican en 2 grandes grupos basados en la presencia
o no del Receptor de Estrégenos (RE), un primer grupo con expresion positiva de dicho
receptor y subclasificada en luminal A y luminal B y un segundo grupo sin expresion del
receptor de estrégenos el cual es subdividido en 3 tipos, “normal Breast’, HER2/neu y

basal-like (Tabla 2).

Diversos estudios han validado la utilidad clinica de la clasificacion en términos
de prediccion de recurrencia, metastasis y mortalidad (15-17). Los tumores clasificados
como luminales tienen un patron de expresion que concuerda con el componente
epitelial del lumen de los conductos de la glandula mamaria, entre los cuales se hallan
las citoqueratinas (CK) 8/18, RE y genes asociados con su activacion como LIV1 y
CCND1. Menos del 20% de los tumores luminales presentan mutaciones en el gen p53
y con frecuencia son de grado |; el luminal tipo A se caracteriza por la alta expresion del
RE y baja expresion de genes relacionados con la proliferacion celular en comparacion

con el luminal tipo B.



En cuanto a los tumores clasificados como RE negativo, encontramos el subtipo
HER2 (ERBB2) caracterizado por la sobreexpresion de genes dentro del amplicon
ERBB2 localizado en el cromosoma 17q22.24, tales como el gen del receptor de union
a la proteina 7 (GRB7). La sobreexpresion de HER2 implica un pobre prondstico,
originado principalmente por conferir alto riesgo de recaida temprana. El subtipo basal-
like es caracterizado por la expresion de genes relacionados a células epiteliales
basales y mioepiteliales normales presentes en la mama, ademas de estar
acompanado de alta expresion de CK 5/6 y 17 y genes relacionados a la proliferacion
celular, como FABP7, p53, p63 y BRCA1 (8, 13, 33, 34). Se ha determinado que el
grupo basal-like esta enriquecido en tumores triple negativo los cuales poseen un
comportamiento mas agresivo, presentan un patrén de metastasis diferente y predicen

un mal pronéstico a pesar de responder inicialmente a la quimioterapia (21).



Tabla 2. Clasificacion del cancer de mama mediante perfiles globales de

expresion génica.

Receptor de Estrégenos Positivo (RE+)

Receptor de Estréogenos Negativo (RE-)

Luminal A

Luminal B

HER2

Basal-like

Normal breast

Sobreexpresion de:
c-kit

ATF-3

c-fos

fosB

jun-D

Sobreexpresion de:
Tirosin fosfatasa IV
RAD21

BAP1

Sobreexpresion de:
HER?2

MDR1

Sintasa de acidos
grasos

RAL-B

RAB6A
Fibronectina

Baja expresion de:
PCNA

CDC2

BUB1

MAD2L1

Baja expresion de:
FGFR

CXCR4

ATF-4

Baja expresion de:
c-Kit
c-Myc

Sobreexpresion de:
CK5/6

CK17

FABP7

p53

p63

BRCA1
Topoisomerasa ll
MAD2L1

CDC2

PCNA

Expresion de
genes
relacionados a
células
epiteliales
basales y
mioepiteliales
normales
presentes en la
mama




2. Estado del arte.

2.1. El cancer de mama en México.

El 46% de las mujeres mexicanas con cancer de mama tiene una edad promedio
que oscila entre los 40 a los 49 afnos (40), lo cual contrasta con los datos observados en
Estados Unidos, donde la edad promedio de incidencia del cancer de mama es a los 63
anos y para Europa en edad postmenopausica, es decir, después de los 55 afos de
edad (7).

En un reporte reciente, se calculdé el costo de atencion de los pacientes con
cancer de mama tratadas en el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS); se analizé
una cohorte de 1904 casos diagnosticados en 2002 y se observd que solo el 12% se
diagnostica en fase | temprana, 40% en la fase |l y 48% en las fases tardias lll y IV. El
costo de atencion para las mujeres diagnosticadas en la etapa | fue de 74, 522 pesos,
comparado con 102, 042 en la etapa Il, 154, 018 en la etapa Ill y 199, 274 en la etapa

IV. El costo promedio por afio-paciente se estimé en 110, 459 pesos (11).

En México han sido pocos los estudios realizados que tratan de identificar
mutaciones genomicas especificas de nuestra poblacién. En 2004, se reportaron
cambios cromosoémicos encontrados mediante la técnica de hibridacién genomica

comparativa en cancer de mama en poblacion mexicana (41).



2.2. Marcadores moleculares del cancer de mama.

Los andlisis histoldégicos de tumores de mama, por si solos, no representan una
adecuada estrategia para ofrecer un valor prondstico ni para la planeacion de
tratamientos especificos. Tradicionalmente, los factores de prondstico para el cancer de
mama incluian el tamano tumoral, el estado de los ndédulos linfaticos y el grado
histologico. El interés en nuevos marcadores de prondstico esta basado en el hecho de
que en un significante numero de pacientes en etapa inicial de la enfermedad no
pueden evaluarse dichos factores. Nuevas tecnologias para predecir y clasificar el
cancer son constantemente desarrolladas, y han dado lugar a caracterizar

molecularmente algunos tipos de tumores.

Un gran numero de marcadores moleculares han sido estudiados por su
capacidad para predecir el pronéstico y la respuesta a la terapia y han sido clasificados
de acuerdo a su utilidad en marcadores de proliferacion, marcadores relacionados a
angiogénesis y marcadores relacionados a apoptosis (Tabla 3). Los marcadores de la
tasa de proliferacion son un importante factor prondstico en cancer de mama, métodos
como la inmunohistoquimica han sido ampliamente utilizados para detectar proteinas
sobreexpresadas durante el ciclo celular. A este respecto se ha estudiado ampliamente
a Ki-67 como antigeno nuclear encontrado en células en fase proliferativa, pero no en
células en fase de arresto del ciclo. Evidencia sugiere que los pacientes que muestran
una sobreexpresion de ki-67 en mas del 50% de células, tienen un alto riesgo de
recurrencia de la enfermedad. Marcadores como el receptor de estrégenos y el receptor
de progesterona son evaluados rutinariamente en las biopsias de mujeres que han sido

sometidas a cirugia para extirpacion tumoral.



Estos receptores actian como reguladores hormono-dependientes de la
transcripcion y tienen una funcion importante en la patofisiologia del desarrollo del
cancer de mama. La sobreexpresién de los receptores hormonales, medida por
inmunohistoquimica, esta claramente establecida como factor pronostico y ademas su

utilidad en la planeacion del tratamiento personalizado es crucial.

Por otra parte, es bien sabido que los tumores solidos necesitan desarrollar una
red de vasos sanguineos para recibir aporte de nutrientes y en consecuencia sobrevivir,
esta formacion de vasos llamada angiogénesis esta mediada por factores de
crecimiento que incluyen el factor de crecimiento endotelial, el factor de crecimiento de
células endoteliales derivado de plaquetas y proteinas de la familia del factor de
crecimiento de fibroblastos (44), por lo que son utilizados como marcadores

moleculares de angiogénesis.

Bajos niveles de apoptosis pueden llevar a la acumulacién de células tumorales.
Marcadores moleculares involucrados en procesos de apoptosis, tales como Bcl-2 han
sido descritos como factores prondésticos en cancer de mama. Bcl-2 es una proteina
mitocondrial que inhibe la apoptosis desencadenada por radioterapia vy
quimioterapéuticos. Se ha mostrado que los tumores de cancer de mama que no
presentan la sobreexpresiéon de Bcl-2 responden mejor al tratamiento con

quimioterapéuticos (45).



Tabla 3. Marcadores moleculares utilizados en cancer de mama.

Marcadores de proliferacion

Marcadores de

angiogénesis

Marcadores de Apoptosis

Ki-67

Receptor de estrogenos
Receptor de progesterona
Receptor del factor de
crecimiento epidermal
humano 2

Catepsina D

Plasmina

Activador de plasminogéno
tipo urokinasa

Colagenasa

Ciclina D
Ciclina E

p53

Factor de crecimiento
endotelial vascular
Angiogenina

Angiopoyetina 1

Factor de crecimiento de los

fibroblastos

Interleucina B

Leptina

Factor de crecimiento
placentario

Factor de crecimiento
endotelial derivado de
plaquetas
Pleiotropina

Factor de crecimiento

transformante alfa

BCL-2

BCL-X,
MCL-1
A-1/BEL-1

BCL-W
BOO/DIVA
NR-13




3. Antecedentes particulares del proyecto.

3.1. El cancer de mama triple negativo.

Los carcinomas triple negativo representan entre el 16 al 20% de todos los
tumores mamarios (20-25) y han despertado gran atencion en la comunidad oncoldgica
debido a sus caracteristicas clinicas. Estos carcinomas son frecuentes en mujeres
jovenes menores de 50 afos, Afroamericanas, en su mayoria se presentan como
grado histolégico 3 y presentan un comportamiento muy agresivo. El pico de
recurrencia se observa entre el primer y tercer afio y la mayoria de las muertes ocurren
durante los 5 afios posteriores al inicio de la terapia (22-24). Se ha observado que los
tumores triple negativo y basal-like conllevan a una sobrevivencia méas corta después

del primer evento de metastasis (27).

Pacientes con carcinomas clasificados como triple negativo que expresan un
fenotipo basal, presentan una sobrevivencia libre de enfermedad significativamente mas
corta en comparacion con aquellas que carecen de la expresion de los marcadores
basales CK 5/6 y EGFR, por lo que se debe tener precaucion de no igualar un fenotipo
triple negativo con un perfil basal-like (25, 30). Por otra parte, se han observado
mutaciones en p53 y la proteina BRCA1 se ha encontrado disfuncional en carcinomas
triple negativo y basal-like (28, 29). Evidencia circunstancial muestra que esta
disfuncion esta asociada a un incremento en la sensibilidad de los tumores a agentes
que inducen cross-linking en el ADN, tales como las sales de platino y los inhibidores de
la poli ADP-ribosa (30, 31), por lo que permite vislumbrar nuevas estrategias

terapéuticas las cuales se encuentran en desarrollo en pruebas clinicas.



Sin embargo, aunque los carcinomas triple negativo responden a la quimioterapia
neoadyuvante (21, 32), la sobrevivencia de las pacientes es baja, por lo que su manejo
requiere de métodos de intervencion aun mas agresivos. En consecuencia, el desarrollo
de nuevas terapias sistémicas basadas en las caracteristicas bioldgicas de estos
tumores es de gran importancia y puede representar un gran desafio que soélo puede
superarse en base al conocimiento de la gran complejidad de este grupo heterogéneo

de carcinomas.

3.2. Gendémica del cancer de mama triple negativo.

En los tumores de mama triple negativo aun no se han identificado marcadores
moleculares especificos que pudieran ser utilizados para valorar su pronéstico o su
respuesta al tratamiento, sin embargo algunos estudios se han disefiado para
caracterizar el perfil de expresion genético de dichos de tumores. Al respecto, en 2007
(42) fue publicado un estudio en el cual a través de perfiles globales de expresion
génica mediante microarreglos de ADN se analizaron 102 tumores de mama invasivos
con fenotipos luminales y HER2+, asi como 97 tumores de mama triple negativo. El
perfil de expresion que fue descrito se agrup6 en conjuntos de genes que incluyeron
citoqueratinas basales, genes de proliferacion, genes apocrino-luminales, genes
apoécrino-basales, genes de proteinas reguladas por interferon y genes asociados a

inmunoglobulinas (Tabla 4).



Por otro lado, un andlisis basado en microarreglos de alta resolucion de
hibridacién genémica comparativa (aCGH) en tumores de mama triple negativo para la
localizacion de genes sobreexpresados y amplificados, concluyd que los tumores de
mama triple negativo son genéticamente heterogéneos. Aunque se lograron identificar
genes significativamente sobreexpresados y amplificados como los oncogenes FGFR2,
BUB3, RAB20, PKN1, y NOTCH3, ningun foco de amplificacion estuvo presente en una
alta frecuencia (Figura 6). La amplificacion y sobreexpresion del gen FGFR2 en un
subgrupo que apenas representa el 4% de los tumores triple negativo analizados

(n=165), ejemplifica la alta heterogeneidad genética de dichos tumores (38).

o |
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Tabla 4. Genes que se encontraron modulados mediante perfiles de expresion

génica de tumores de mama triple negativo.

Citoqueratinas Proliferacion Apdcrino- Apdcrino- Regulados Asociados a

basales luminales basales por inmunoglobulinas
interferén

CK5 BUB1 AR EGFR STAT1 IGHG1

CK6 BIRC5 FASN CLDN1 CASP1 IGHG3

CK12 H2AFZ MSX2 VLDLR IFIH1 IGLL1

CK16 CCNA2 CXCL10 IGHV1-69

CK17 CDC2
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Figura 6. Genémica comparativa del cancer de mama triple negativo. Alteraciones
en el nimero de copias génicas asociadas a subtipos de cancer de mama. Tanto en las
biopsias de los tumores triple negativos como en las lineas celulares con fenotipo triple
negativo muestran mayor pérdida en el nimero de copias de genes localizados en el
cromosoma 17. Tomada y modificada de Turner N y col. Oncogene 2010, 29, 2013-

2023 (38).




3.3. Proteémica del cancer de mama triple negativo.

Recientemente, se ha demostrado que los perfiles de expresion de proteinas
pueden mejorar la exactitud de deteccion y pronéstico del cancer de mama. En este
estudio, mediante el uso de protedbmica y espectrometria de masas con
desorcion/ionizaciéon laser de superficie y tiempo de vuelo (SELDI-TOF MS), se
describié que los subgrupos identificados por perfiles proteémicos son analogos a la
clasificaciéon de los tumores basados en perfiles de expresion génica, es decir,

luminales, basales y HER2 (36).

La gran heterogeneidad genética y las caracteristicas clinicas de los tumores de
mama triple negativo han despertado el interés de la comunidad por encontrar
moléculas especificas de dichos tumores. Caracteristicas como la alta tasa de
metastasis de los tumores triple negativo han sido evaluadas en modelos de metastasis
de cancer de mama triple negativo en ratdbn TA2, los cuales espontaneamente
desarrollan cancer de mama con un fenotipo triple negafivo y producen metastasis
pulmonar. En este estudio, a través de la evaluacion de perfiles protedbmicos, fueron
identificadas y validadas por inmunohistoquimica 8 proteinas (14-3 -3, HSP70, HSP90,
moesina, tubulina, actina, vimentina y CK 18) que se expresaron diferencialmente entre
tumores de mama triple negativo metastasicos y no metastasicos (43). Perfiles
diferenciales de expresion proteémica en cancer de mama triple negativo han sido
obtenidos recientemente utilizando técnicas con marcaje fluorescente de proteinas (2D-
DIGE). En este estudio se describieron patrones de expresion diferencial de varias
proteinas como enzimas glicoliticas, CK’s y proteinas estructurales, ademas de

validarlas a través de Western blot e inmunohistoquimica (Tabla 5) (37).



Tabla 5. Proteinas que presentan expresion diferencial en cancer de mama triple

negativo.
Enzimas glicoliticas Citoqueratinas Proteinas Estructurales
MDH2 8 Vimentina
PGK1 9 Fibronectina
TKT 14 L-plastina
Aldolasa 1 17 Anexina

19 NME1-NME2




4. IMPORTANCIA DE CONTINUAR CON EL ESTUDIO

El cancer de mama es actualmente la primera causa de muerte por cancer en
mujeres en todo el mundo y representa un problema alarmante en México, con una

tendencia a seguir aumentando.

El anélisis protedmico de los tumores de cancer de mama pueden dar indicios de
los mecanismos que participan en la carcinogénesis en este tejido glandular, a la vez
que proteinas identificadas pudieran ser candidatas a ser utilizadas como nuevos
blancos moleculares para estudio, pronéstico o tratamiento del cancer de mama con
fenotipo triple negativo. La mejora de las estrategias de deteccion oportuna de este
padecimiento, puede permitir el desarrollo de mejores servicios médicos y métodos
novedosos de la detecciéon de la predisposicion al cancer, asi como el establecimiento

de terapias personalizadas.

El interés concreto en el estudio de los carcinomas triple negativo se debe a la
falta de terapias dirigidas contra este grupo de pacientes, lo cual se refleja en un
aumento en el indice de mortalidad y nimero de recaidas. Para desarrollar nuevas
estrategias contra los carcinomas triple negativo, es esencial conocer las proteinas
participantes y dilucidar las rutas celulares especificas que se ven afectadas durante el

proceso de carcinogénesis de este subgrupo de tumores.



5. HIPOTESIS

Los tumores de mama con fenotipo triple negativo presentaran perfiles
proteémicos diferenciales en comparacién con el tejido mamario sano y con otros
fenotipos, por lo que las proteinas que presenten expresion diferencial podrian estar

involucradas en el desarrollo y/o progresién del cancer de mama triple negativo.



Il. OBJETIVOS.

1.1 Objetivo general.

Busqueda e identificacion de proteinas que se expresen diferencialmente entre

tejido mamario sano y biopsias de tejido de cancer de mama con fenotipo triple

negativo.

1.2. Objetivos particulares.

i

Obtener y comparar los perfiles protedmicos de biopsias de cancer de mama
triple negativo, asi como de las biopsias de tejido sano provenientes de la misma

paciente.

. Identificar por los menos 5 proteinas que presenten expresion entre tumores de

mama triple negativo y tejido mamario sano.

. Validar la expresiéon de una de las proteinas identificadas como diferenciales en

un mayor numero de biopsias mamarias.

Correlacionar la expresién de las proteinas identificadas con la informacion

clinica de los pacientes.

Analizar la expresion de al menos una de las proteinas identificadas, en lineas

celulares tumorales de mama, cérvix, pulmoén, higado y prostata.



lll. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.
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Figura 7. Diagrama de flujo de la estrategia experimental. Tanto el tejido tumoral
como el tejido sano fueron procesados siguiendo el protocolo de electroforesis en doble
dimension, iniciando por la extraccion, purificacion, cuantificacion y evaluacion de la

integridad de extractos, para después llevar a cabo la separacion proteica por punto



isoeléctrico mediante isoelectroenfoque y posteriormente separacion en gel por peso
molecular. Después de llevar a cabo el protocolo de tincion, visualizacion y
fotodocumentacion, se procedié al andlisis comparativo de los perfiles mediante el
software PDQuest, para después escindir los spots candidatos e identificarlos mediante
espectrometria de masas ESI-MS/MS. Una proteina fue elegida para llevar a cabo la
validacion, por un lado mediante el analisis de su expresion en un nimero mayor de
biopsias de tejido sano y tumoral y por otro, mediante el andlisis de su expresion en

diversas lineas celulares.
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IV. METODOLOGIA

1.1 Biopsias de tumores de mama triple negativo y tejido mamario sano.

Tras haber obtenido el consentimiento informado de las pacientes, las biopsias
fueron obtenidas por médicos cirujanos del FUCAM, los especimenes fueron
analizados por un médico patélogo, quien evallo la celularidad de la muestra a través
de una impronta, a fin de seleccionar las muestras con una celularidad de por lo menos
70%, las cuales fueron limpiadas, fraccionadas y preservadas en el crioprotector tissue-
tek a una temperatura de -80 °C. Los criterios de inclusién fueron los siguientes: a)
pacientes con diagnéstico de cancer de mama primario, b) pacientes que no hayan
tenido tratamiento previo, c) que se cuente con su expediente clinico integro. Los
criterios de inclusién tumorales fueron: a) diagnostico histopatoldgico, b) tamafio igual o
mayor a 0.5 cm, c) celularidad de por lo menos 70%, d) fenotipo triple negativo y e)

poseer tejido mamario sano adyacente de la misma paciente.

1.2 Extraccion de proteinas de biopsias de cancer de mama triple negativo y
tejido sano.

Las muestras fueron homogenizadas en 0.960 ml de buffer TNTE 0.5% a 4°C
mezclado con inhibidores de proteasas (COMPLETE ROCHE), la homogenizacion se
llevé a cabo con disrupcion flexible utilizando el equipo rotor TissueRuptor (QIAGEN), el
producto homogenizado fue centrifugado a 14,000 rpm/5 min 4°C. Con el sobrenadante

recuperado se procedio a realizar la purificacién de proteinas.



1.3. Purificacién de proteinas totales de los tumores triple negativo.

La purificaciéon de las proteinas se llevd a cabo mediante el kit “readyprep 2-D
Cleanup kit" (BioRad), el cual facilita la preparacion de muestras con baja
conductividad ideales para el isoelectroenfoque (IEF) y la electroforesis en 2D. Ademas
de concentrar las muestras que son muy diluidas. El kit puede ser empleado con casi
cualquier muestra de proteina reduciendo el barrido, tincion de fondo y otros artefactos
asociados con sustancias que contaminan las muestras 2D/IEF. Se transfirieron 500 ug
de proteina en un volumen final de 100 wl a un tubo de microcentrifuga, se adicionaron
300 pl de agente precipitante 1 a la muestra de proteina y se mezclo con vortex. Se
incub6 por 15 min, se adicionaron 300 pl del agente precipitante 2 y se mezclé con
vortex. Se centrifugd el tubo a 14000 rpm por 5 min a 4°C hasta formar una pastilla, se
desecho el sobrenadante cuidadosamente con ayuda de una pipeta y de adicionaron 40
ul del agente de lavado 1 en la parte superficial de la pastilla. Se centrifugé el tubo a
14000 rpm por 5 min a 4°C y con una pipeta se removié el sobrenadante. Se
adicionaron 25 pl de agua ultrapura en la parte superior de la pastilla y se resuspendio
con vortex durante 20 s. Se adicion6 1 ml de agente de lavado 2 (pre-enfriado a -20°C
al menos 1h) y 5 pl del aditivo de lavado 2 y se mezcld con vortex por un min. Se incub6
el tubo a -20°C por 30 min, mezclando con vortex cada 10 min, se centrifugé el tubo a
14,000 rpm por 5 min 4°C y se desech6 el sobrenadante. La pastilla se seco a
temperatura ambiente durante 5 min y se resuspendié en 150 ul de buffer de
rehidratacion (Urea 8M, CHAPS 4% y DTT 80 mM), preparado inmediatamente antes
de usarse. Se agitdé vigorosamente durante 30 s y el tubo se incubé a temperatura

ambiente durante 5 min, se agité una vez mas durante 1 min hasta que la pastilla fue

34



resuspendida totalmente. Finalmente se centrifugd el tubo a 14,000 rpm por 5 min 4°C
para clarificar la muestra de proteinas. Se recuperé el sobrenadante, el cual se utilizo

para rehidratar las tiras de isoelectroenfoque.

1.4. Cuantificacion de las proteinas purificadas.

Se paso la solucién de Bradford de 4°C (temperatura de almacenamiento) a
temperatura ambiente, se prepar6 una curva estandar con proteina BSA (Bovine Serum
Albumin) con rango de 0 a 25 ug/ul, colocando cantidades de 0, 2.5, 5, 7.5, 10,12.5, 15,
17.5, 20 y 25 pl de BSA a concentracion conocida de 1 mg/ml, asi como la cantidad
suficiente de NaCl para alcanzar un volumen total de 20 pl. De la muestra de proteinas
totales problema se colocé 1 pl. Inmediatamente antes de llevar a cabo la medicion
espectrofotométrica se adicionaron 500 pl soluciéon de Bradford y se incub6 durante 3

min.

Los estandares y la muestra se mezclaron perfectamente durante 20 s en vortex
y se incubaron durante 5 min a temperatura ambiente. La absorbancia de los
estandares y la muestra de extractos se midieron en espectrofotémetro a 595 nm. El
estandar numero 1 (0.0 ug de proteina) se utiliz6 como blanco. Después de cuantificar
los extractos totales se analizé su integridad en geles SDS-PAGE al 12%, normalmente

se colocarén en cada carril 40 pg de proteinas purificadas.



1.5. Electroforesis de proteinas en doble dimension (2-D).

200 pg de proteinas fueron diluidas en buffer de rehidratacion (8M de urea, 4%
de CHAPS, 80 mM DTT, 0.5% de anfolinas pH 3-10, azul de bromofenol 0.002%) en un
volumen final de 200ul. Las muestras se aplicaron en tiras de IPG de 11 cm, pH 4-7
(Bio-Rad). El isoelectroenfoque (IEF) se realizé en un sistema de IPGphor (Bio-Rad), a
una corriente de 50 ampers/tira. Los parametros de enfoque fueron los siguientes: paso
1 gradiente de 0 a 250V por 30 min, paso 2 gradiente de 250 V a 8,000 V por 4 hrs,
paso 3 constante a 8,000 V, hasta dar un total de 50,000 volts/hr. Previo a la segunda
dimension, las proteinas fueron reducidas con DTT vy alquiladas con iodoacetamida en
soluciéon de equilibrio (6M de urea, 2% SDS, 0.375M de Tris-HCI pH 8.8, 20% de
glicerol con 2% de DTT para solucién del primer lavado y 2.5% de iodoacetamida para
el segundo lavado). Las proteinas presentes en la tira IPG fueron resueltas mediante
SDS-PAGE al 13% usando un sistema de electroforesis vertical (Hoefer) a 200 V

constante.

1.6. Tincion de proteinas en geles con SYPRO Ruby, visualizaciéon y
fotodocumentacion de los geles de doble dimensién.

Los geles fueron agitados en solucion de fijacion (metanol 50%, acido acético
7%) durante 1 h, posteriormente les fue agregado el reactivo SYPRO Ruby (Invitrogen)
durante toda la noche. A las 12 hrs, el reactivo fue decantado y los geles fueron
colocados en agitacion durante 30 min en solucién de lavado (metanol 10%, acido

acético 7%). Finalmente, los geles fueron lavados con agua durante 5 min vy
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visualizados en el fotodocumentador Fuji Film FLA 5100 utilizando una emisién de

excitacion de 532 nm.

1.7. Anélisis de los geles en doble dimensién, escision de los puntos e
identificacion mediante espectrometria de masas ESI/MS-MS.

Las geles tefiidos con SYPRO Ruby protein gel stain (Invitrogen) fueron
analizados comparativamente con el software PDQuest (BioRad) y los puntos
identificados como diferencialmente expresados fueron escindidos del gel de manera
manual utilizando puntas de pipetas de 1 a 250 pL estériles. Las proteinas se
identificaron por espectrometria de masas ESI/MS-MS. El andlisis se realiz6 mediante
la digestion de los péptidos utilizando tripsina para su posterior conversion a iones en
fase gaseosa mediante una ionizacién-desorcion laser y separacion segun su relacion
masa-carga (m/z). El analisis de masas de los péptidos se realizé utilizando la base de
datos MASCOT. Los péptidos se identificaron comparando con las secuencias de
humano en las bases de datos del NCBI. Finalmente, se realiz6 un andlisis
bioinformatico estandar de las secuencias predichas de aminoacidos utilizando los

programas BLAST, Clustal W, Pfam y Prosite, entre otros.

1.8. Cultivo y mantenimiento de lineas celulares.

Las lineas celulares de prostata DU-145 y PWR-1E, de pulmoén A-549 y H-1944,
de cervix Hela, de higado HepG2 y de mama MCF-7 y MDA-MB231 fueron
descongeladas directamente de -80°C a 37°C y resuspendidas en 1 ml de medio de

cultivo DMEM o DMEM-F12, segun fuera la linea de la que se tratara. Se centrifugé a



1200 rpm por 5 min 4 °C, se retir6 el medio de cultivo sobrenadante y la pastilla de
células fue nuevamente resuspendida en 1 ml de medio de cultivo, el cual fue agregado
a las cajas de 25cm?. Posteriormente, se incubo durante 4 hrs y las células adheridas
fuerén lavadas con PBS y colocadas en medio de cultivo nuevo. Una vez que las
células llegaron al 80% de confluencia, fueron divididas para lo cual se agregd una
solucion de 1.5ml de PBS-EDTA con 64 pl de tripsina al 0.25% y se incubd durante 5
min para después centrifugarlas a 1600 rpm durante 5 min a 4°C. La pastilla celular
obtenida fue resuspendida en 2 ml de medio de cultivo y resembradas en 2 cajas de 25
cm?0 75 cm® Una vez que las lineas celulares contaban ya con 3 pases de division, se
procedid a obtener extractos proteicos, despegando las células con solucion PBS-
EDTA-Tripsina y una vez obtenida la pastilla por centrifugacién se resuspendio en una
solucion de 960 ul TNTE 0.5% y 40 pul de Inhibidores de proteasas 20 mM, la cual se
incubd en hielo durante 15 min en agitacion, para después centrifugarlas a 14000 rpm
durante 5 min 4°C, que permiti6 obtener la fraccion soluble proteica que fue

almacenada a -80°C para después ser analizadas por Western blot.

1.9. Ensayos de Western blot

40 ng de muestra de extractos totales de proteinas obtenidas de las lineas
celulares de cancer cervicouterino (Hela y SiHa), prostata (DU145), prostata normal
(PWR-1E), pulmon (H1944 y A-549), colon (SW480), mama (MCF7 y MDA-MB231) e
higado (HepG2) fueron calentadas a 90°C durante 5 min y cargadas con micropuntas
en geles de acrilamida al 13% vy se realizé electroforesis. El gel se equilibré en 50 ml de

buffer de transferencia durante 10 min. Las proteinas fueron transferidas a membranas



de nitrocelulosa en camara humeda con una corriente de 400 mA durante 1 h.
Posteriormente las membranas fueron bloqueadas con 25 ml de PBS- leche 5% durante
1 hr. Las membranas fueron lavadas en 2 ocasiones con 25 ml de PBS-Tween 0.1%
durante 2 min. Después de esto las membranas fueron incubadas con el anticuerpo
primario en dilucion 1:100 con PBS durante toda la noche. Al dia siguiente las
membranas fueron incubadas con el anticuerpo secundario correspondiente en dilucion
1:2000 en PBS-Tween 0.1% durante 1 hora. Las membranas fueron lavadas en 3
ocasiones durante 10 min con 25 ml de PBS-Tween 0.1%. La unién del anticuerpo
primario con la proteina de interés fue evidenciada mediante quimioluminiscencia y

autoradiografia usando el kit ECL (Amersham).



V. RESULTADOS

1.1. Seleccion de las biopsias tumorales utilizadas en la obtencion de los perfiles
proteémicos.

En el presente estudio se utilizaron biopsias de tumores de mama que fueron
donadas en colaboracién con el Instituto de Enfermedades de la mama - FUCAM. Para
la obtencion de los perfiles protedmicos se seleccionaron un total de 7 biopsias de
pacientes que previo diagnostico de cancer de mama primario y obtencién de
consentimiento informado fueron sometidas a cirugia. La edad de las pacientes oscild
entre los 40 a 60 anos. En cuanto al tamafo, 3 tumores tuvieron un tamafo menor a 2
cm, 3 tumores un tamano entre 2 a 5 cmy 1 tumor fue mayor a 5 cm en el momento
del acto quirurgico, sin embargo, para este estudio solo se utilizaron secciones de 8 mm

alb5cm.

Los tumores triple negativo en su mayoria se presentan histolégicamente como
invasivos, por lo cual se seleccionaron 4 tumores ductales invasivos, 1 carcinoma
adenoide quistico, 1 carcinoma lobulillar y 1 carcinoma ductal in situ. La expresion de
receptores de los 7 tumores utilizados fue negativa para receptor de estrogenos,
receptor de progesterona y receptor del factor de crecimiento epidermal humano 2, es
decir, presentaban un fenotipo triple negativo. En cuanto al estadio clinico, 3 pacientes
se encontraban en etapa | (tamafno tumoral menor a 2 cm, sin invasion de ganglios
linfaticos y sin presencia de metastasis) y 4 pacientes en etapa Il (tamano tumoral
mayor a 2 cm, sin invasion a ganglios linfaticos o con invasion en 1 a 3 ganglios y sin

metastasis).



En cuanto al estadio nodular, 4 pacientes no tenian invasion metastasica, 1
paciente tenia involucramiento grado 1 y de 2 pacientes se desconocia su estado de

invasion ganglionar (Tabla 6).

De cada una de las pacientes se conté tanto con muestra tumoral como con
tejido mamario normal, mismo que fue obtenido en el mismo acto quirirgico de tejido

sano adyacente a la zona donde se presento el tumor.



Tabla 6. Caracteristicas clinicas de las pacientes que participaron en el presente

estudio.
Caracteristicas Total

Pacientes 7
Edad (anos)

40 - 50 2

51 -60 5
Tamanio del tumor (cm)

<2 3

>2 3

>5 1

Tipo histolégico
Carcinoma adenoide quistico
Carcinoma lobulillar
Carcinoma ductal in situ
Carcinoma ductal invasivo
Expresion de receptores
Triple negativo 7
Estadio clinico

D A a

I 3

I 4
Estadio nodular

NO 4

N1
Desconocido 2

-




1.2. Extraccion, purificacion y cuantificacion de proteinas de las biopsias de
tumores de mama triple negativo.

De acuerdo a la metodologia descrita previamente, se procedié a obtener los
proteomas de las muestras de tejido normal y tejido tumoral de mama, procediendo
con la extraccion, purificacion y cuantificacion de las proteinas totales obtenidas de
cada una de las biopsias. En una primera etapa fueron seleccionadas y procesadas las
muestras 35, 94, 104 y 181, tanto el tumor como el tejido normal de cada una de ellas y
en una segunda etapa las biopsias 95, 97 y 101. Se inici6 con su descongelamiento y
retiro de material crioprotector (Tissue tek), para después llevar a cabo disrupcion
flexible del total de la muestra mediante el equipo TissueRuptor (Quiagen) en buffer
TNTE adicionado con inhibidores de proteasas, el cual permitié6 la obtencion de
proteinas totales. Dichos extractos fueron procesados mediante el kit de purificacion
readyprep 2-D Cleanup kit (BioRad) y cuantificados a través del método

espectrofotométrico de Bradford (Tabla 7).

Finalmente los extractos purificados fueron visualizados en un gel de
poliacrilamida para corroborar la integridad de las proteinas. Se observé que las
proteinas purificadas contaban con una adecuada calidad de extraccion, sin embargo
se hizo evidente la gran cantidad de proteinas con peso molecular aproximado a 60
kDa, que corresponde al peso molecular aproximado de la albumina la cual represento

un problema en la obtencion de perfiles protedmicos en 2D (Figura 8).



Tabla 7. Concentracion de las proteinas obtenidas de las muestras tumorales y

normales que fueron usadas para obtener los perfiles proteémicos.

Numero de muestra

Tejido tumoral

Tejido normal

(ng/pl) (ng/pl)
35 10.5222 12.0612
94 11.1275 24.2115
104 2.800 4.907
181 2.65175 7.888
95 2.382 2.612
97 11.9745 12.032
101 5.4455 5.599
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Figura 8. Geles SDS-PAGE que muestran la integridad de los extractos proteicos
totales obtenidos de las biopsias. Una vez obtenidas, purificadas y cuantificadas las
proteinas de las biopsias normales y tumorales 35, 94, 104 y 181, 95, 97 y 101, fueron
resueltas mediante electroforesis en geles de PAGE-SDS al 12% para evaluar que los
extractos proteicos no estuvieran degradados y asi poder iniciar el protocolo de
isoelectroenfoque. Se observa una adecuada calidad y cantidad de proteinas de alto y

bajo peso molecular.



1.3. Perfiles protedmicos de tumores de mama triple negativo y tejido normal.

Una vez calculada la cantidad total de proteinas de cada una de las muestras, se
continio con la obtencion del proteoma de las mismas. Para lo cual, inicialmente se
llevo a cabo la rehidratacion de tiras de gradiente de pH inmovilizado de 11 cm, pH 4-7
con 200 pg de proteina purificada para su separacién por punto isoeléctrico. A
continuacion se inicid la separacion electroforética por peso molecular, finalmente se
realizé tincion de los geles para su visualizacion y documentacion tal como se describe

en materiales y métodos.

En una primera etapa se procesaron las muestras 35, 94, 104 y 181 (Figura 9) de
las cuales se obtuvo un perfil proteémico tumoral y un perfil protedmico normal a
excepcion de la muestra 181, de la cual solo se logré obtener exitosamente el perfil
protedmico de tejido tumoral. Ya que el perfil de tejido normal no contaba con la
adecuada calidad para ser incluido en el analisis comparativo éste fue descartado.
Posteriormente, fueron procesadas las muestras 95, 97 y 101 (Figura 10), de las cuales
los perfiles contaron con resolucion adecuada. En total se obtuvieron 13 perfiles
protedbmicos (6 perfiles normales y 7 perfiles tumorales), mismos que fueron incluidos

en el analisis comparativo PDQuest.
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Figura 9. Perfiles proteémicos en 2D obtenidos de los tejidos mamarios normales
y tumorales. Muestras pareadas35, 94, 104 y 181. De la muestra 181 solo se logré
obtener el perfil proteémico del tejido tumoral. Se observa una adecuada resolucién y
enfoque de los puntos, ademas de patrones similares y reproducibles. Se aprecian una
gran cantidad de puntos en los pesos de 75 a 15 kDa y poca abundancia de puntos por

arriba de 75 KDa.
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Figura 10. Perfiles proteomicos obtenidos de las biopsias mamarias triple
negativo pareadas 95, 97 y 101. De las 3 muestras se lograron obteher tanto los

perfiles tumorales como normales. Al igual que en los perfiles de las muestras 35, 94,

104 y 181, se observa una adecuada resolucion, enfoque de los puntos y patrones

similares y reproducibles.



1.4. Analisis comparativo de los perfiles tumorales y normales mediante PDQuest
y escision de puntos.

Con los perfiles protedmicos obtenidos se procedié a realizar el analisis
bioinformatico con el software PDQuest (BioRad) para identificar los puntos que
contaran con variabilidad en la expresion de las proteinas presentes en las biopsias.
De un primer analisis se obtuvieron 12 puntos (Figura 11) que presentaron diferencias
consistentes en tamafo y numero de pixeles por area, 4 de ellos, correspondientes a
los puntos numero 1, 2, 3 y 9 se encontraron sobreexpresados en el tejido normal y 8
puntos se observaron sobreexpresados en el tejido tumoral (puntos 4, 5, 6, 7, 8, 10, 11
y 12). Estos puntos fueron finalmente visualizados en un transiluminador UV y cortados
manualmente de los geles con puntas de pipeta de 200 ul para después almacenarlos
en 30 pl de agua ultrapura y referidos para su identificaciéon por espectrometria de

masas (Figura 12).

Un segundo andlisis fue llevado a cabo ahora incluyendo las muestras 95, 97 y
101 (Figura 13) y del cual se lograron validar los 12 puntos que ya habian sido
localizados en el primer analisis, ademas de la identificacion de otros 4 puntos que se
observaron en mayor cantidad en los tumores, mismos que también fueron escindidos

de los geles representativos e identificados por espectrometria de masas (Figura 14).
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Figura 11. Puntos identificados en el analisis comparativo PDQuest del primer
grupo de tumores triple negativo. Geles representativos del analisis informatico
PDQuest del primer grupo de biopsias de las cuales se obtuvieron 12 puntos que
presentaron diferencias consistentes en tamafio y nimero de pixeles por area. 4 de
ellos correspondientes a los puntos nimero 1, 2, 3y 9 (flechas azules) se encontraron
sobreexpresados en el tejido normal y 8 puntos (4, 5, 6, 7, 8, 10, 11 y 12)

sobreexpresados en el tejido tumoral (flechas rojas).
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Figura 12. Detalle del analisis PDQuest del primer bloque de muestras. La figura
muestra cada uno de los puntos seleccionados para su escisién en las muestras 35, 94.
104 y tumor 181 y la densitometria obtenida para cada uno de ellos. De los 12 puntos
localizados, 4 fueron encontrados sobreexpresados en el tejido normal (1,2,3y9)y 8
puntos se observan sobreexpresados en el tejido tumoral (4, 5, 6, 7, 8, 10, 11y 12). Se
muestra la densitometria del lado derecho donde las barras rojas representan puntos
especificos de cada uno de los tumores analizados, mientras las barras verdes
representan a los tejidos normales.




Figura 13. Puntos identificados en el segundo grupo de biopsias. En el segundo
grupo de muestras (95, 97 y 101) se validaron los 12 puntos que se encontraron como
diferenciales en el primer analisis, ademas se identificaron 4 nuevos puntos a los que le
fue asignado el numeral 13 a 16, mismos que también fueron escindidos de los geles
para su posterior identificacion. La imagen muestra 2 geles representativos donde son

senalados los 4 puntos en cuestion.
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Figura 14. Detalle de los puntos escindidos después de incluir el segundo
grupo de biopsias. Tras obtener el perfil prote6émico de un segundo grupo de muestras
(95, 97 y 101), se llevé a cabo un nuevo andlisis. La figura muestra el detalle de cada
uno de los puntos identificados y la densitometria obtenida para ellos, los 4 puntos se

encontraron sobreexpresados en el tejido tumoral.
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1.5. Identificacion de las proteinas seleccionadas mediante espectrometria de
masas ESI-MS/MS.

Como se mencioné anteriormente, los 16 puntos que fueron seleccionados
mediante el analisis PDQuest fueron escindidos manualmente, colocados en 30 pl de
agua ultrapura y referidos para su identificacion por espectrometria de masas ESI-
MS/MS. Se logro la identificacion de los 16 puntos seleccionados, 4 de las proteinas
identificadas correspondieron a la proteina plasmatica albumina (puntos 1, 2, 3y 9), la
cual fue sobreexpresada en el tejido normal. Las 12 proteinas sobreexpresadas en el
tejido tumoral (Tabla 8) correspondieron al precursor mitocondrial de citocromo oxidasa
C, subunidad 5 (punto 4), miotrofina (punto 5), dominio de unién a SH3 de proteinas
ricas en acido glutamico (punto 6), subunidad ligera de la ferritina (punto 7), inhibidor de
la disociacion de Rho GDP-2 (punto 8), superoxido dismutasa Cu/Zn (punto 10), factor
de inicio de la traduccion 5A-1, isoforma B (punto 11), proteina de union a Acyl — CoA
isoforma 1 (punto 12), enzima conjugada a uniquitina E2 N (punto 13), proteina de
shock térmico 27 (punto 14), complejo activador del proteasoma subunidad 1 isoforma 1
(punto 15) y DJ-1 (punto 16). Un total de 12 proteinas de interés fueron identificadas,
todas ellas se encontraron sobreexpresadas en el tejido tumoral. La tabla 8 muestra el
nombre de la proteina identificada, el score obtenido, el nimero de péptidos y su
secuencia, el porcentaje de cobertura de dichos péptidos en la secuencia de la proteina

completa y su funcién en el entorno celular.
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Tabla 8. Proteinas identificadas por espectrometria de masas ESI-MS/MS.

. Score /
Proteina Péptidos con MS/MS Secuencia peptidica (ion score) Funcidn
Match/ % de
Cobertura
Citocromo Oxidasa C, 45/3/30 55/|DAALR™ (38) Transporte de
subunidad 52, precursor 99 NDFASTVR107 (45) electrones
mitocondrial 121EIYPYVIQELRPTLNELGISTPEELGLDKVAS® (28) mitocondrial
i i 46 /4729
Miotrofina 141 12NGDLDEVKDYVAK?! (15) Morfogénesis y
861 LLSK™® (21) musculo liso

98GPDGLTAFEATDNQAIK!? (46)

Dominio de unién a SH3de 104 /5/46

T . SVYIASSSGSTAIKY (46) Interactta
proteinas rica en acido 200QDVLGFLEANK3! (62) selectivamente con el
glutamico TIGDYDAFFEAR®S (44) dominio SH3 domain

STENNAVYAFLGLTAPPGSK1%4 (46) {Src homology 3)

i i 56 /7/2
Subunicad liger de la 17126 74KLNQALLDLHALGSAR® (24) Homeostais del Hierro
Ferritina 123| GGPEAGLGEYLFER! (60)
Inhibidor de la disociacién de 57 /5/11 2 NYKPPPQK® (21) Regula el intercambio
Rho GDP-2 SIAPNVVVTR! (57) GDP/GTP
' UBDIVSGLKI24 (15)
173NPRPVWMAKEL(64)
Superoxido Dismutasa Cu/Zn ~ 82/5/28 80HVGDLGNVTADK®! (82) Oxidoreductasa
80HVGDLGNVTADKNGVADVSIEDSVISLSGDHCII antioxidante
GR115(85)

Factor de inicio de la traduccién 5 118 /5 /30 SVHLVGIDIETGKS (83) factor de inicio de la
A-1, isoforma B SNDFQLIGIQDGYLSLLQDSGEVRY® (30) Taduccion

HOEDLRLPEGDLGK! ! (47)

Proteina de union a Acyl - CoA 60 /4/29

. SQATVGDINTERPGMLDFTGK™ (43) Transportador intracelular
isoform 1 WAYINKVEELK *(60) de acyl-CoA esteres
i j iquiti 120/5,
NEl o Honjmie s nigbtim 15136 ISLLAEPVPGIK® (69) Activacion transcripcional,
E2N MYEHVWIAGPQDSPFEGGTFKS? (66} ciclo celular y
SLELFLPEEYPMAAPK® (46) diferenciacion
BITNEAQAIETARY (54)
i i 287 /13/56
FRohEGesa Wmisnt) a SRVPFSLLRY (40) Organizacion de actina
SLFDOAFGLPRY(60) Resistencia a estres
SBOLSSGVSEIR® (60)
BYSLOVNHFAPDELTVK!? (105)
U3TKDGVVEITGK!? (82)
MIKYTLPPGYDPTQVSSSLSPEGTLTVEAPMPKY ! (125}
V2 ATQSNEITIPVTFESRY® {91)
{0 B 199 /7726 .
S tivie v 1o APLDIPVPDPVK™ (82) Ensamble de
proteasoma subunidad 1 NONYLLORME (42} inmunoproteasoma
isoforma 1 HMUEDGNNFGVAVQEK 1% {136)
LSOVFELMTSLHTKO" (44)
17 EGFHTQUISKY® {37)
PINAYAVLYDILK?3 (30)
g 7/42 ) :
Di-1 199/7/4 SALVILAKYM (32) Estrés oxidativo,
BYTVAGLAGKM! (57) Chaperona Redox-sensible
SEGPYDVVVLPGGNLGAQNLSESAAVK® {93} Transcripcion receptor de
YOGLIAAICAGPTALLAHEIGFGSK *#2(61) androgeno-dependiente

IWDGLILTSRY® (58)
ISSAPLVLKD!™ (40)



1.6. Seleccion del Inhibidor de la disociacion Rho GDP, isoforma 2 (Rho GDI2)
para validacion.

El inhibidor de la disociacion de Rho GDP isoforma 2 (Rho GDI2) fue localizado
con regulacion modulada en todos los perfiles proteémicos realizados, en los cuales se
observod sobreexpresada el doble en los tejidos tumorales respecto al tejido normal
(Figura 15). La eleccién de Rho GDI2 se baso en los datos publicados que sugieren un
papel en el proceso de tumorogénesis (46, 48-52), y una probable funcién de supresor

de metastasis (47).

Las GTPasas de la familia Rho pertenecen una familia de pequeias proteinas
que actuan como “switches” moleculares que convierten sefales extracelulares en
multiples efectos celulares. Estas llevan a cabo sus funciones a través del intercambio
de la forma Rho GDP a Rho GTP, es decir de un estado inactivo a un estado activo en
el cual puede interaccionar con sus efectores y promover los efectos de este. Existen 3
clases generales de reguladores de la sefalizacion de las proteinas Rho entre los
cuales se encuentran los factores intercambiadores de guanina (GEF, por sus siglas en
ingles), las proteinas GTPasas-activadoras (GAP, por sus siglas en ingles) y los
inhibidores de la disociacion de Rho (Rho GDIS, por sus siglas en ingles). Las proteinas
GEF controlan la liberacion de GDP de la proteina Rho y su intercambio por GTP, los
reguladores GAP controlan la funcién de la GTPasa para hidrolizar GTP a GDP,
controlando la tasa natural de la conformacién activa a inactiva. Las proteinas GDI
forman un complejo con las proteinas Rho en estado inactivo secuestrandolas e

impidiendo su anclaje a los receptores de membrana dependientes de proteina G (52).

=)



Rho GDI 2 también es conocida con los nombres D4-GDI y Ly-GDI, esta
pertenece a la familia de los inhibidores de la disociacién de las Rho GTPasas (Rho
GDIS). Esta familia incluye a las isoformas Rho GDI, Rho GDI 2 y Rho GDI 3, las
cuales controlan la distribucion celular de las Rho GTPasas, sus interacciones con
factores intercambiadores de guanina (GEFs) y con proteinas GTPasas-activadoras

(GAPs), asi como la interaccion con sus proteinas efectoras (Figura 16).

En contraste con Rho GDI, la cual se expresa en todos los tejidos, Rho GDI 2
se ha observado que se expresa predominantemente en células T y B (46), sin
embargo, estudios recientes han mostrado que Rho GDI 2 es también expresada en
neoplasias de tejido no hematopoyético incluyendo ovario y cancer de vejiga, sugiriendo

que esta proteina puede tener una funcién importante en la progresion tumoral (47).

La familia Rho de GTPasas pequefas incluyen a Rac1, Cdc42, Rho A, Rho By
Rho C y han sido implicadas en la regulacion de diversos aspectos celulares, como
motilidad e invasion, asi como polaridad celular, organizacion del citoesqueleto,
transduccion de sefnales del ambiente extracelular, progresion del ciclo celular,
apoptosis, expresion génica y trafico vesicular (48). Por ejemplo, Rac1 el principal
regulando de Rho GDI 2, es un regulador clave del trafico vesicular e invasion
dependiente de Tiam-1. La activacion de Rac1 y Cdc42 induce la motilidad e
invasividad de células epiteliales mamarias (49). Recientemente se ha encontrado que
la linea celular de cancer de mama MDA-MB231 que es caracterizada por poseer una
tasa alta de invasividad y fenotipo triple negativo, presenta un aumento en la expresion

de Rho GDI 2 en comparacion con las lineas celulares de mama MCF-7 que posee un



fenotipo HER2+ y baja tasa de invasividad y con la linea celular MCF-12A, la cual es
considerada no tumoral. Adicionalmente, en dicho estudio fue descrito que la inhibicién
de la expresion de Rho GDI2 mediante el uso de un ARN pequefio de interferencia
(siRNA, por sus siglas en ingles) dirigido contra el transcrito de Rho GDI 2,
efectivamente bloqueaba la motilidad y el potencial invasivo in vitro de la linea celular
MDA-MB231 y que las células carentes de dicha proteina revertian a un fenotipo de
epitelio de mama normal cuando fueron crecidas en matrigel (49). Importantemente a
pesar de estas observaciones, Rho GDI 2 no ha sido asociada en especifico al fenotipo
triple negativo de cancer de mama. Por lo cual con el interés concreto de estudiarla bajo

dicho contexto, se procedié a su eleccion para su evaluaciéon y en su caso, validacion.
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A 2-DE gel (Normal }

181 95 97 101

Figura 15. Analisis de la expresion de Rho GDI 2 a través de perfiles proteémicos
en 2D. En la figura se observa una vista general de 2 geles representativos donde se
sefala el punto correspondiente a Rho GDI 2. En el panel inferior se observa el detalle
de todos los geles en doble dimension analizados, donde se observa la mayor
presencia de Rho GDI2 en las muestras tumorales. De la muestra 181, el perfil normal

no fue adecuado para su comparacion.
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Factores de crecimiento
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(RHO-GTP)

Citoesqueleto
Apoptosis
Ciclocelular

\_—/ Transcripcion génica

Secuestro
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Figura 16. Regulacién de las Rho GTPasas. Existen diferentes reguladores de las
Rho GTPasas, las proteinas Rho GDI secuestran a las Rho GTPasas en el citosol,
manteniendo a éstas en un estado inactivo. Los factores intercambiadores de guanina
(GEF) actaan como reguladores positivos de las Rho GTPasas al llevar a cabo el paso
de GDP a GTP mediante la transferencia de un fosfato que a su vez promueve la
interaccion de las Rho GTPasas con sus proteinas efectoras. Al catalizar el paso de
GTP a GDP mediante la pérdida de un fosfato, las proteinas activadoras de GTPasas
(GAP) llevan a la inactivacion de las GTPasas Rho, permitiendo ahora su interaccion

con las Rho GDI. Tomada y modificada de Erik Sahai, Nature Reviews Cancer 2002.
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1.7. Evaluaciéon de Rho GDI2 en las biopsias originales de las que se obtuvieron
los perfiles protedmicos.

Con el fin de iniciar la validacion de una de las proteinas localizadas e
identificadas como sobreexpresadas en los perfiles protedmicos de los tumores de
mama triple negativo, se llevo a cabo la inmunodeteccién de la proteina Rho GDI2 en
los extractos purificados, de los cuales ain habia material disponible para llevar a cabo
un ensayo de Western blot. Estos extractos pertenecian a los mismos que fueron
utilizados para la obtencion de los perfiles proteémicos por electroforesis en doble
dimension (Figura 17). En el caso de las muestras 35 y 94 la inmunodeteccion se llevo

a cabo con 80 pg de extractos proteicos purificados y para el caso de las muestras 95 y

101 se llevo a cabo con 18 ng. No fue posible realizar la inmunodeteccion de actina
como control por la falta de extractos suficientes. La banda correspondiente a Rho GDI
2 de 28 KDa se observa incrementada en los tejidos tumorales para la muestra 35 y 94.
Para las muestras 95 y 101 practicamente no se aprecia la deteccion de Rho GDI 2 en
los tejidos normales, esto, aunque correlaciona con lo observado en los perfiles
protedbmicos, es controversial por lo mencionado anteriormente sobre la falta de

extractos disponibles para realizar la deteccion de actina como control.



Muestra 35 Muestra 94 Muestra95 Muestra 101
T N kDa

1:1000 1:1000

Figura 17. Inmunodeteccion de Rho GDI 2 en las biopsias originales
utilizadas para obtener los perfiles proteémicos. Las biopsias niamero 35, 94, 95 y
101 se analizaron mediante Western blot. Se inmunodetecté a Rho GDI 2 (28 kDa) la
cual se observo sobreexpresada estan sobreexpresadas en el tejido tumoral, conforme
a lo previamente observado en los perfiles protedmicos. Debido a la falta de cantidad
suficiente de proteinas de las biopsias 95 y 101 se cargaron en los geles 18ug de

extractos totales.
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1.8. Evaluacion de Rho GDI2 por Western blot en un nimero mayor de biopsias
de tumores de mama triple negativo, luminales y HER2.

Con el objetivo de evaluar la expresion de la proteina Rho GDI 2 en un nimero
mayor de muestras, se llevo a cabo la inmunodeteccion a través de Western blot de la
proteina de interés en biopsias de tejido normal y de tejido tumoral con diferente
clasificacion en base a su expresion de receptores hormonales. Para ello fueron
seleccionadas 32 muestras correspondientes a las biopsias de tejido normal y tumoral
de 16 pacientes. Se seleccionaron biopsias normales y tumorales de 5 pacientes con
tumores clasificados como triple negativo, distintas a las que se usaron para la
obtencién de los perfiles proteémicos, asi como biopsias de 7 pacientes con tumores
clasificados como luminales y 4 pacientes con tumores clasificados como Her2+. Las
caracteristicas de las biopsias y las caracteristicas clinicas de las pacientes incluidas en

este ensayo estan resumidas en la Tabla 9.

Tras la inmunodeteccion de Rho GDI 2 en las biopsias de tumores luminales,
Her2+ y triple negativo, se observa que de manera general la proteina Rho GDI 2 se
encuentra sobreexpresada en las biopsias de tumores triple negativo en comparacién
con el tejido normal (Figura 18) misma condicion que se observa para los tumores
luminales (Figura 19) y en mayor proporciéon para los tumores que sobreexpresan
Her2+ (Figura 20). La expresion de Rho GDI 2 en las biopsias tumorales triple negativo
fue 1.41 veces mayor que en el tejido normal. Los tumores clasificados como luminales
muestran 1.14 veces mayor expresion de Rho GDI 2 que su contraparte normal. La
expresion relativa de Rho GDI 2 en los tumores Her2+ es de 1.71 veces respecto a sus

tejidos normales, estos promedios de expresion relativa para los subgrupos triple
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negativo, luminal y Her2+ se muestran en la Figura 21. Los valores de expresion
relativa de Rho GDI2 de cada uno de los tejidos tumorales respecto al tejido normal son

mostrados en la tabla 10.



Tabla 9. Caracteristicas clinicas de las pacientes que participaron en la

evaluacion por Western blot de la expresion de Rho GDI 2.

Caracteristicas Total

Pacientes 16

Biopsias Normales 16

Biopsias tumorales 16

Total de biopsias procesadas 32
Edad (anos)

30- 40 2

40 - 50 2

51-60 5

Mayor a 61 7
Tamano del tumor (cm)

<2 2

>2 12

=5 2
Tipo histolégico

Carcinoma ductal in situ 1

Carcinoma ductal invasivo 14

Carcinoma Mixto 1
Expresion de receptores

Triple negativo 5

Luminal 7

Her2+ 4
Estadio clinico

I 4

Il 11

1] 1
Estadio nodular

NO 4

N1 4

Desconocido 8
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Figura 18. Evaluacion a través de Western blot de la expresion de la proteina Rho
GDI 2 en biopsias de tejido normal y tumoral triple negativo. De manera
generalizada, las biopsias de tumores de mama triple negativo muestran una mayor
expresion de la proteina Rho GDI 2 en comparacion con la expresion de dicha proteina

en biopsias de tejido normal.
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Figura 19. Evaluacion a través de Western blot de la expresion de la proteina Rho
GDI 2 en biopsias de tejido normal y tumoral con fenotipo luminal. En las biopsias
de tejido tumoral 107 y 133 se observa mayor expresion de Rho GDI 2, respecto al
tejido normal, mientras que en los tumores 34, 116, 129, 151 y 158 no se aprecia

sobreexpresion significativa.
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Figura 20. Evaluacion a través de Western blot de la expresion de la proteina Rho
GDI 2 en biopsias de tejido normal y tumoral con fenotipo Her2+. La proteina Rho

GDI 2 se observa expresada en mayor cantidad en todas las biopsias de tejido tumoral.



Tabla 10. Expresion relativa de Rho GDI 2 en las biopsias triple negativo,

luminales y Her2+.

Triple negativo Luminal Her2+

Biopsia Expresion Promedio Biopsia Expresion Promedio Biopsia Expresion Promedio

Relativa Relativa Relativa
44 1.20 34 1.04 29 1.41
80 1.56 107 1.42 12 1.47
144 1.43 133 1.33 85 1.78
161 1.65 1.41 151 1.082 1.14 108 2.21 1.71
162 1.21 116 1.00
129 1.1

158 1.06
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Figura 21. Expresion relativa respecto a tejido normal de Rho GDI 2 en los grupos
tumorales triple negativo, luminales y Her2+. En la grafica se muestra el promedio
de la expresiéon de Rho GDI 2 en las biopsias de los tejidos tumorales triple negativo,
luminal y Her2+ relativa a la expresion de la misma proteina en las biopsias de tejido
normal. La expresion de Rho GDI 2 en las biopsias tumorales triple negativo fue 1.41
veces mayor que en el tejido normal. Los tumores clasificados como luminales
mostraron 1.14 veces mayor expresion de Rho GDI 2 que su contraparte normal. La
expresion relativa de Rho GDI 2 en los tumores Her2+ fue 1.71 veces respecto a sus

tejidos mamarios normales.



1.9. Evaluacion de Rho GDI 2 por Western blot en lineas celulares de diferentes
érganos.

A fin de evaluar la expresion de la proteina Rho GDI 2 en diversos tipos
tumorales de otros 6rganos (Tabla 11), se llevaron a cabo ensayos de Western blot en
extractos totales de las lineas celulares H-1944, A-549 (Pulmén), HelLa (Cérvix), HepG2
(Higado), DU-145, PWR-1E (Préstata), MCF-7 y MDA-MB231 (Mama). De inicio se llevo
a cabo el mantenimiento y cultivo de las lineas celulares con medio DMEM F-12 (A-549,
H-1944, DU-145, PWR-1E) o con medio DMEM (MDA-MB231, MCF-7, HeLa y HepG2)
ambos complementados con 10% de suero fetal bovino, se llevé a cabo la extracciéon
proteica total segun lo descrito en la metodologia y se procedio a llevar a cabo la
inmunodeteccion.

Las lineas celulares pulmonares (A-549 y H-1944) mostraron una baja expresion
de Rho GDI 2, la cual fue mas evidente en la linea celular A-549 que mostré una muy
baja expresion respecto a su control de actina. Las lineas celulares prostaticas (DU-145
y PWR-1E) de igual manera mostraron una baja expresiéon de Rho GDI 2 respecto al
control de actina. Interesantemente la linea celular normal de préstata PWR-1E tuvo
una menor expresion de Rho GDI 2 respecto a la linea tumoral DU-145. La linea celular
proveniente de carcinoma hepatico HepG2 mostro una expresion alta respecto a actina
y a otras lineas. De igual manera que la linea celular de mama MDA-MB231 mostr6 una
alta expresion de dicha proteina, contrario a las lineas celulares de mama MCF-7 y de
cérvix HelLa que presentaron una expresion casi nula de Rho GDI 2. (Figura 21). Estos
datos muestran que existe una expresion heterogénea de Rho GDI2 tanto en lineas
diferentes de tumores de mama, como en lineas tumorales de érganos como pulmén,

cérvix, higado y prostata.



Tabla 11. Lineas celulares en las cuales se analizo la expresion de Rho GDI 2.

Caracteristicas

Linea celular Tejido
MCF-7 Mama
MDA-MB231 Mama
A-549 Pulmon
H-1944 Pulmoén
HelLa Cérvix
PWR-1E Préstata normal
DU-145 Prostata tumoral
HepG2 Higado

Tumor primario, carcinoma ductal invasivo,
tipo luminal RE+, RP+ HER2+

Tumor primario, adenocarcinoma, triple
negativo

Adenocarcinoma de células basales de
alveolos pulmonares, tomada de sitio
metastasico

Adenocarcinoma de células no pequenas,
tomada de sitio metastasico

Tumor primario, adenocarcinoma, HPV18+

No tumoral, inmortalizada con el
adenovirus 12-SV40

Adenocarcinoma, tomada de sitio
metastasico (cerebro), moderado potencial
metastasico.

Tumor primario no metastasico, carcinoma

hepatocelular HV-

~3 |

I |
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Figura 22. Evaluacion de la expresion de la proteina Rho GDI2 por Western blot en
diversas lineas celulares. Las lineas celulares pulmonares A-549 y H-1944, las
prostaticas DU-145 y PWR-1E, asi como la linea celular de cérvix HeLa y la linea de
mama MCF-7 tuvieron una baja expresion de Rho GDI2. Tanto la linea celular de mama
MDA-MB231 y la linea celular hepatica HepG2 tuvieron una expresion alta de Rho
GDI2.
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VI. DISCUSION.

Los marcadores moleculares son de gran importancia tanto para evaluar el
prondstico del curso del cancer de mama, como para poder planear una terapia acorde
y personalizada al progreso de esta enfermedad. A pesar de que el cancer de mama
es una de las enfermedades mas estudiadas, y con base a las altas tasas de incidencia
es indispensable la investigacion en dicho tema, maxime que en los tumores de mama
triple negativo, donde no se conoce una firma molecular o marcadores lo

suficientemente validados para su aplicacion clinica.

Actualmente se reconoce a los tumores de mama triple negativos como una
entidad altamente heterogénea y no se conocen marcadores de prondstico que puedan
ser de utilidad, ademas sus caracteristicas de presentacion y las consecuencias en el
estado general de las pacientes que lo padecen hacen patente la necesidad de estudios
enfocados a la caracterizacion molecular de dichos tumores. Sin embargo existe
controversia respecto a la clasificacion de estos tumores. Basados en la caracterizacion
histopatologica y perfiles de expresion de 97 tumores de mama triple negativo incluidos
en parafina, Bas Kreike y col. (42) en 2007 concluyeron que los tumores de mama triple
negativo son la misma entidad que los tumores de mama clasificados como “Basal-like”
por Perou y cols. en el afo 2000 (16). Sin embargo, el consenso actual es que los
tumores de mama triples negativos y los tumores de mama basal-like son entidades
distintas (8, 13, 21, 22, 24, 25, 33, 53), para entender la definicién de basal-like en el

contexto del cancer de mama es requerida la comprension de la arquitectura de la
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mama ya que el término “basal’ se refiere a la expresion de citoqueratinas de alto peso
molecular que estan presentes en la lamina basal del epitelio luminal de los lobulillos y
ductos de la mama (13), mientras que el término “triple negativo” es utilizado como un
diagnéstico de exclusién basado en la falta de expresion del receptor de estrogenos, del
receptor de progesterona y del receptor del factor de crecimiento epidermal humano 2

(53).

En la identificacion de proteinas que se expresan diferencialmente en tejidos, es
de gran importancia el material de estudio disponible y el numero de réplicas utilizadas
para definir un proteoma. En este estudio fueron obtenidos mediante electroforesis 2D,
analizados y comparados 7 perfiles protedmicos tumorales y 6 perfiles protedmicos
normales de mama. De cada una de las muestras procesadas solo se logré obtener un
perfil, ya que la cantidad de proteinas extraidas de cada muestra asi lo permiti6 al tener
como limite de carga 200 pg de proteinas para los geles en doble dimension de 11 cm
y 40 ug por gel para analizar su integridad. No obstante obtuvimos perfiles prote6micos
con un patrén muy similar y hallamos proteinas moduladas en los tumores con un 100%
de representatividad en todos los geles provenientes de pacientes distintas (Figuras 12,
14 y 15), lo cual nos da la certeza de la reproducibilidad de los procedimientos

experimentales implementados.

En cuanto al numero de muestras utilizadas para obtener los perfiles
protedmicos, en 2008 fue publicado un primer estudio en el que se identificaron

mediante electroforesis en doble dimension 36 proteinas que presentaron expresion



diferencial en tumores de mama triple negativo usando modelos animales de ratén TA2
que desarrollan espontaneamente cancer de mama con dicho fenotipo. En tal estudio
se compararon 2 perfiles protedmicos con sus triplicados de las condiciones tumor
metastasico contra tumor no metastasico como control y de las cuales se observo por
inmunohistoquimica, analizando 100 tumores de mama (61 triple negativos y 39
luminales), que la proteina HSP70 y la proteina 14-3-3 son sobreexpresadas con
mayor frecuencia en tumores de mama triple negativos metastasicos en este modelo de
estudio (43). Por otro lado, recientemente se publicod un estudio en el cual se encontré y
valid6 la sobreexpresion de Rho GDI 2 en tumores de mama utilizando los perfiles
protedmicos tumorales y normales de 6 pacientes (50). En el estudio plasmado en esta
tesis, se analizaron 7 perfiles tumorales y se comparardn contra 6 perfiles normales, se
obtuvieron patrones muy similares y representativos en los puntos elegidos para

identificar, por lo cual consideramos suficiente el nimero de muestras utilizadas.

Si bien, la falta del perfil proteémico normal 181 no permitié el analisis pareado
de esta muestra es de mencionarse la adecuada resolucion y reproducibilidad
intermuestral de todos los perfiles obtenidos, por lo cual consideramos que el perfil 181
tumoral puede ser incluido en el analisis comparativo y comparado con el perfil normal

promedio de las muestras de los otros pacientes.

Un total de 12 proteinas de fueron identificadas mediante espectrometria de
masas ESI-MS/MS. Un andlisis exhaustivo de estas proteinas hubiera incluido el
analisis por inmunohistoquimica de todas ellas, sin embargo, de inicio fue planteada la

eleccion de solo una de las proteinas que fueran identificadas por razones de tiempo.
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A la mayoria de las proteinas identificadas en este estudio se les ha asociado en
menor o mayor grado con el proceso oncogénico en diferentes 6rganos incluyendo la
mama (Tabla 8). La eleccion de la proteina Rho GDI 2 fue hecha en base a la
bibliografia consultada y a la importancia que tiene en diferentes procesos celulares que
en su mayoria se han observado desregulados en procesos tumorales como la
progresion del ciclo celular, la apoptosis, la organizacion del citoesqueleto, la motilidad
celular y la expresion génica, mismas funciones que son comunes a muchas proteinas
usadas actualmente como marcadores moleculares en cancer, por ejemplo RE, RP,

HER2, Ki67, Ciclina D, c-kit, p53 y BCL-2 entre otros (44).

A pesar de que Rho GDI 2 fue identificada como sobreexpresada en tumores de
mama (50) y se llevé a cabo una correlacion con los datos de metastasis y sobrevida,
observando la tendencia de que las pacientes con los tumores que sobreexpresaron a
Rho GDI 2 tenian una sobrevida libre de enfermedad y una sobrevida libre de
metastasis menores a las comparadas con las pacientes con tumores que no
sobreexpresaron Rho GDI 2, en dicho estudio no se evalud el estado de los receptores
hormonales. Ademas dichos datos de sobrevida libre de enfermedad y libre de
metastasis correlacionan con los datos clinicos ya observados para los tumores de

mama triple negativo (8, 13, 24, 25, 33, 53).

Como inicio de la validaciéon de Rho GDI 2, se llevo a cabo la inmunodeteccion
por Western blot de dicha proteina en los extractos proteicos purificados que fueron
utilizados para la obtencion de los perfiles protedmicos. Sin embargo este unico ensayo

de Western blot no contd con un control de carga de actina, ya que en dicho unico



ensayo se utilizd toda la muestra sobrante, misma razon por la cual en 2 muestras se
utilizaron 80 pg de extractos proteicos y para otras 2 muestras 18 ng. Sin embargo, lo
observado en la inmunodeteccion correlaciona con lo observado en los perfiles

proteémicos (Figura 15).

En los estudios de identificacion de proteinas que se expresan diferencialmente
suelen llevarse a cabo varios tipos de ensayos de validacién, en el presente trabajo
ademas de la inmunohistoquimicas en los microarreglos de tejidos, se investigd la
inmunodeteccion de Rho GDI 2 en 8 lineas celulares de diferentes 6rganos que
incluyen préstata, cérvix, mama, higado y pulmon, todas ellas son derivadas de tejidos
epiteliales y son derivadas de tumores a excepcion de la linea PWR-1E que es

considerada normal, ya que proviene de una hiperplasia epitelial benigna prostatica.

En algunos estudios han sido utilizadas hasta 10 lineas celulares para evaluar la
expresion de una proteina de interés (48), mientras que en otros no se ha analizado la
proteina identificada por electroforesis 2D en lineas celulares (50). Seria de gran
importancia el andlisis de la proteina Rho GDI 2 en lineas celulares de mama que no
son consideradas tumorales por ejemplo, en la linea celular MCF-12Ay en un numero
mayor de lineas celulares, asi mismo, a fin de tener una aproximacion mas amplia del
estado de la proteina de interés seria necesario el analisis de los niveles ARNm
correspondiente a dicha proteina, ademas de la evaluacién de las isoformas que

pudiera tener la proteina en cuestion.
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La proteina Rho GDI 2 mostré una alta expresion en la linea celular de higado
HepG2 vy en la linea celular de mama MDA-MB231, lo cual ya habia sido reportado
para esta ultima (51), y no asi, para HepG2 caracterizada por ser carente de un fenotipo
invasor y metastasico (54), contrario a la funcién hallada en la linea de MDA-MB231
para Rho GDI 2 (50) y dato que correlaciona con lo observado para cancer de vejiga
(47).

Actualmente, los tumores de mama clasificados como triple negativo son los
Unicos que no cuentan con marcadores moleculares que pudieran ser utiles en el
diagndstico, prondstico o tratamiento de dicha entidad, por ello, el estudio de este tipo
particular de cancer es de gran importancia. En este trabajo experimental hemos
descrito la sobreexpresién de la proteina Rho GDI 2 en tumores de mama triple
negativo, con ello, esperamos mas estudios que pudieran ayudar a dilucidar la funcion

de esta proteina en estos tumores.
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Vil. CONCLUSIONES.

. Se obtuvieron los perfiles proteémicos de 7 biopsias de tumores de mama triple
negativo y los perfiles de 6 biopsias de tejido normal con una adecuada
resolucion, patrones similares, reproducibles y aptos para hacer

comparaciones pareadas e intermuestrales.

. Mediante analisis protedmico de tumores de mama triple negativo y tejido
mamario normal, identificamos un total de 12 proteinas que presentaron

expresion diferencial.

. Rho GDI2 se encontré sobreexpresada en los tumores de mama triple negativo
con respecto al tejido normal de la misma paciente, al igual que los tumores
clasificados como luminales y Her2+, sin embargo, los tumores Her2+ mostraron

una expresion relativa de Rho GDI 2 mayor que la de los tumores triple negativo

. Rho GDI 2 presentd una expresion variable en las lineas celulares que fueron
evaluadas, sin embargo la tendencia es que presente una baja expresion, a
excepcion de las lineas HepG2 y MDA-MB231 en las cuales fue observada una
expresion alta respecto al control de actina y a los niveles de Rho GDI 2 en las

demas lineas celulares.
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