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RESUMEN

La funcion de la proteina mamoglobina (MAM) no se conoce con claridad a la
fecha, se cree que juega un papel en el metabolismo esteroideo debido a que
forma un complejo hidrofébico en forma de bolsillo con otra uteroglobulina la
lipofiina B (LIPB), este complejo podria estar implicado en el trasporte de
hormonas esteroideas como el estradiol y en este sentido estar asociado al
analogo del estrégeno el Tamoxifen. Mediante ensayos in vitro utilizando lineas
celulares de cancer de mama (MCF-7, T47D, ZR75-1, BT474, JIMT-1) sometidas
a tratamientos en tres tiempos con tamoxifen y 17B estradiol se investigo la
posible modulacion de la expresion de mamoglobina A y lipofilina B por estas
sustancias. Nuestros hallazgos fueron que el tamoxifen ejerce una modulacién
negativa en lineas celulares RE+ HER- de los genes hMAM y LIPB y una
regulacion positiva en BT474 (RE+ HER+) de hMAM. Opuesto al tamoxifen el 17 B
estradiol modula de forma positiva la expresiéon de hMAM en las lineas celulares
con presencia de RE y HER2. Esto confirma que estos genes estan regulados por
las vias de sefializacidén de los estrogenos y que estos genes varian su expresion
en funcion de los RE y HER2.

Palabra Clave: hMAM, Lipofilina B, TAM, estradiol, cancer de mama



ABSTRAC

The fuction of the mammaglobin protein (MAM) is not clearly know nowadays, it is
thought that it plays a role in the esteroid metabolism because it forms a
hydrophobic complex shaped as a pocket whit another uteroglobulin the lipophilin
B (LIPB), this complex could be involved in the esteroid hormone transportation as
the estradiol and in this way it is associated to the estrogen analogue, the
Tamoxifen.

By test in vitro, using cellular cell lines of breast cancer (MCF-7, T47D, ZR75-1,
BT474 and JIMT-1) it was subject to treatments done three times with Tamoxifen
an 17 estradiol. It was investigated the possible modulation of the expression of
mammaglobin and Lipophilin B by this substances. Our findings were that the
Tamoxifen has negative modulation cell lines ER+ HER- from the genes hMAM
and LIPB and a positive regulation in BT474 (ER+ HER+) from hMAM. Opposite to
Tamoxifen the 17 estradiol modulates in a positive way the expression of hMAM
in the cell lines whit the presence of ER and HER. It supports that these genes are
regulated by the signal pathways of estrogen and that these genes vary their
expression in fuction of the ER and HER.

Keywords: hMAM, Lipofilina B, TAM, estradiol, Breast cancer
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AC: Adenocarcinoma

ACTB: Actina beta
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ATM: Gen de ataxia telangiectasia
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BSGC: Biopsia selectiva de ganglio centinela

CK: Citoqueratina

CCNBL1: Ciclina B1

CX3CL1: Quimioguina C-X3-C Motif

CDI: Carcinoma ductal infiltrante

CR: Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast
CHEK2: Enzima serina/treonina proteina kinasa CHK2
Ct: threshold cycle

E2: 17 estradiol

E3: Estriol
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ESR1: Gen del receptor de estrégenos tipo 1

ELISA: acréonimo del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
EP: Efusion pleural
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FOX Al: Proteina Forkhead Box Al

FDA: Food and Drug Administration
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GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
GATA3: GATA binding protein 3

GRB7: Growth factor receptor-bound protein 7

HER2 o ErbB2: Receptor 2 de factor de crecimiento epidérmico tipo
hMAM: Gen de la mamoglobina humana A

IARC: Agencia internacional para la investigacion del cancer
IHC: Inmunohistoquimica

INC: Instituto Nacional de Cancerologia de Colombia



Ki67: Antigeno de proliferacion Ki67

KRT: Queratina

LIV-1: Transportador de Zinc LIV-1

MWS: Million Women Study

MAM: Proteina mamoglobina humana A

MTOR: Diana de rapamicina en células de mamifero

ROS: Especies reactivas de oxigeno
RE: Receptor de estrogeno

RP: Receptor de progesterona

REs: Receptores de estrogenos

OHPg: Progesterona
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PI3K: Fosfatidilinositol 3 Quinasa

PBS: Buffer fosfato salino

pb: Pares de base

g-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
SERM o MSRE: Modulador selectivo del receptor de estrégenos
SCGB2A1: Gen de la proteina mamoglobina B

SHBG: Globulina fijadora de hormonas sexuales

TAM: Tamoxifen
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TRIM 29: Tripartite motif-containing protein 29
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WHI: Women’s Health Initiative
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1. INTRODUCCION

El cancer de mama es un conjunto heterogéneo de enfermedades, con variadas
caracteristicas biolégicas y manifestaciones clinicas diferentes (1).

En Colombia, el cancer de mama es el tipo de cancer mas frecuente en mujeres
seguido del cancer de cuello uterino. Ademas, es la principal causa de muerte en
mujeres de 15 a 54 afos (2). En 2010, la incidencia de cancer de mama en
mujeres fue 18.1% (3). Esta enfermedad ha mostrado una alta morbilidad y esta
relacionada con una amplia variedad de factores de riesgo tales como la
exposicion a estrogenos y predisposicion genética, entre otros (4).

Dentro de los estrogenos, el 17p-estradiol (E2) es el esteroide ovarico circulante
predominante en el cuerpo de la mujer, con aumentada actividad biolégica en la
glandula mamaria. Esta hormona, desempefia un importante papel regulador en
una amplia variedad de procesos biolégicos, incluyendo: reproduccion,
diferenciacion, proliferacion celular, apoptosis, inflamaciéon, metabolismo,
homeostasis, funcidn cerebral y el desarrollo de los senos durante la pubertad y la
madurez sexual(5, 6).

La exposicion prolongada a estrégenos representa un factor de riesgo importante
en el desarrollo del cancer de mama; sin embargo, los mecanismos utilizados por
esta hormona para inducir cancer son parcialmente conocidos. Adicionalmente, los
estrogenos esteroideos han sido clasificados como cancerigenos después de la
menopausia, por la Agencia Internacional para Investigacion del Cancer (IARC)
(7); a pesar de lo mencionado, este es un tema muy controversial y no aceptado
universalmente (8). Existen numerosos estudios que relacionan el cancer de
mama con tres factores: i) Exposicion de las mujeres a estrégenos enddgenos
entre la menarquia y la llegada de la menopausia; ii) Aumento de produccion de
estrogenos en la obesidad (debido al aumento de la actividad de la aromatasa en
el tejido adiposo); iii) La circulaciobn de especies reactivas de oxigeno (ROS)
derivadas de la oxidacion incompleta de los metabolitos de los estrégenos (9, 10).
De ahi, la importancia de evaluar el papel de los estrogenos en la etiologia de ésta
enfermedad.

Un mecanismo propuesto para explicar por qué los estrégenos inducen cancer es
su unién al receptor nuclear especifico, conocido como el receptor de estrégeno
(RE). Esta interaccion genera un potente estimulo para la proliferacion celular de
la glandula mamaria y aumenta el riesgo de mutacion en el ADN durante la
replicacion celular (11-13).
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En forma clasica la presencia de REs (REs+) y otros indicadores, como proteina
HER2, ha sido utilizada para establecer diagnostico clinico y prondéstico de la
enfermedad y para seleccionar el tratamiento apropiado (14). El manejo
terapéutico de los pacientes RE+ consiste en la aplicacion de estrategias
endocrinas que buscan bloquear éste receptor con el agente anti-estrogénico
tamoxifen (TAM). TAM es una molécula antagonica de los estrégenos, clasificado
como como un modulador selectivo de los receptores de estrogeno (SERM), que
actia como una molécula antagonica de los estrégenos en el tejido mamario,
retrasando la proliferacion de células cancerosas. También, actia como agonista
de los estrogenos en el tejido 6seo y cardiaco previniendo enfermedades
coronarias y la osteoporosis (15).

La terapia endocrina del cancer de mama con TAM o inhibidores de la aromatasa
ha sido de gran aporte al tratamiento del mismo; en la actualidad, se encuentra
reducida su eficacia por la resistencia intrinseca o adquirida que han venido
desarrollando los pacientes frente al farmaco (16). Lo anterior es facilitado en
parte, por la falta de comprension sobre eventos moleculares de la respuesta a los
farmacos, como alteraciones en la proliferacion, apoptosis y microambiente
tumoral, que afectan la efectividad de la quimioterapia. Por ésta razén, es
necesario estudiar otros biomarcadores que puedan estar implicados en las vias
moleculares que participan en el crecimiento tumoral, tratamiento y resistencia a la
terapia (17, 18).

Un biomarcador muy promisorio en el estudio y tratamiento del cancer de mama
es el gen hMAM, que codifica para la proteina mamoglobina humana (MAM).
Localizado en el cromosoma 11q13, hMAM tiene una longitud aproximada de 4500
pb y posee tres exones y dos intrones. Con 93 aminoédcidos y 10.5 KDa, la
proteina MAM pertenece a la familia de las secretoglobinas y su expresion ha sido
identificada principalmente en el tejido mamario. En los ultimos afios, MAM ha sido
propuesta como posible marcador de cancer de mama, util en el diagnéstico del
cancer de mama y en su pronéstico debido a su sobreexpresion en las células
tumorales (19). Aunque su funcién ain no ha sido completamente dilucidada, se
ha postulado que la familia de proteinas a la que pertenece estd implicada tanto
en la proliferacion de linfocitos y la produccion de interleucina 2 como en el
metabolismo esteroideo, con la union a moléculas aromaticas y bifenilos reducidos
(20, 21), (22).

Otros integrantes de la familia de las secretoglobinas son la mamoglobina B,
codificada por el gen SCGB2AL1 y con alta expresién en ovario, la lipofilina Ay B,
la proteina 10kDa de células de la clara y la proteina secretora inducible del
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interferon gama. Los genes de las secretoglobinas forman un “cluster” denso en el
cromosoma 11qg12.2 e in vivo son de bajo peso molecular y pueden estar como
homodimeros o heterodimeros (23). En mama la mamoglobina se encuentra
formando un complejo con otra secretoglobina, lipofilina B (24), sin embargo, la
funcion de este complejo en el tejido mamario sano y en el tumoral es
completamente desconocida, siendo estos potenciales blancos en el estudio del
cancer de mama. Los tumores de mama muestran un amplio grado de
heterogeneidad a nivel celular y molecular. Por este motivo, una buena
caracterizacion del tumor contribuye a la eleccion de un tratamiento mas adecuado
para el paciente.

Existen reportes de estudios sobre el efecto molecular de agentes antitumorales
en un gran numero de tumores solidos en los que se han utilizado lineas celulares
expuestas a concentraciones crecientes de agentes antitumorales (25). Esta
estrategia es sin duda una herramienta util, pues permite obtener informacion
acerca de los diversos procesos celulares que se encuentran alterados en los
diferentes tipos de la enfermedad y que afectan la respuesta al tratamiento (26).

Considerando que la mamoglobina tiene alta expresion en tejido tumoral mamario
y que el estrégeno es un potente inductor de la proliferacion celular, en éste
trabajo se evalud si la expresion del gen hMAM en lineas celulares aisladas de
tumores primarios de mama o de tumores metastasicos a tumores primarios de
mama puede ser regulada por TAM y E2.
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2. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢cLa expresion del gen hMAM puede ser regulada por TAM y E2 en lineas
celulares de cancer de mama cultivadas in vitro?

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general
Evaluar el efecto del TAM y el E2 sobre la expresion del gen hMAM, en lineas
celulares representativas de diferentes tipos de cancer de mama.

3.2 Objetivos especificos

v" Analizar si la expresién de los genes hMAM vy lipofilina B es modificada por
el tratamiento con TAM, en cinco lineas celulares de cancer de mama.

v" Analizar si la expresion de los genes hMAM vy lipofilina B es modificada por
el tratamiento con E2, en cinco lineas celulares de cancer de mama.

v’ Establecer si TAM y E2 modifican la expresion de hMAM vy lipofilina B
diferencialmente de acuerdo con la presencia y/o ausencia de ERs y HER2,
en cinco lineas celulares de cancer de mama.
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4. JUSTIFICACION

El cancer de mama es el cancer mas comun en las mujeres en el mundo. En
Latinoamérica se considera un problema de salud publica, debido al incremento en
su incidencia y en la tasa de mortalidad asociada (27). Este tipo de cancer es una
entidad patologica compleja y heterogénea, producto de la accién de factores
ambientales, genéticos y moleculares, no todos bien identificados (28).

Uno de los problemas actuales relacionados con el tratamiento del cancer de
mama es que a pesar de que los pacientes inicialmente responden a la terapia,
con el tiempo desarrollan resistencia a la misma, como es el caso del TAM (29,
30) (31). Considerando que la terapia con TAM puede durar hasta 10 afios y que
alrededor del 30% de los canceres de mama RE+ son resistentes a TAM, es
importante identificar marcadores moleculares que ayuden a monitorear la
respuesta a tratamientos endocrinos. Conocer mas de la resistencia a TAM
ayudara al manejo racional de los farmacos utilizados en el tratamiento de cancer
de mama y al establecimiento de criterios de cambio a medicamentos como las
aromatasas, que en Colombia son aproximadamente 8.2 veces mas costosos (32).

Entre las caracteristicas tumorales se encuentran la presencia de receptores para
las hormonas sexuales (RE, RP), el tamafio del tumor, la presencia de tejido
tumoral en los ganglios axilares y el grado histoldgico. De hecho, se ha propuesto
una clasificacién molecular fundamentada en la presencia y grado de expresién de
marcadores moleculares, con el fin de personalizar el prondstico y el tratamiento.
Ejemplos caracteristicos de esta clasificacion molecular y tratamiento especifico
incluyen:

v' Subtipo molecular Luminal A (RE+/RP+/HER2-). Este tipo de tumores
representan hasta un 70% del total de tumores de mama y son
considerados como de buen prondstico. Pacientes con este tipo de cancer
son tratados con terapia endocrina, basados en medicamentos como TAM.

v Subtipo molecular HER2 enriquecido (RE-/RP-/HER2+). Este tipo tumoral
(donde la proteina HER2 (p185) se encuentra sobreexpresada) representa
el 15%-20% del total de tumores de mama y es considerado de mediano
prondstico (33, 34). La terapia usada para estos pacientes busca bloquear
la accion del receptor HER2 con traztuzumab o pertuzamab.

v Subtipo molecular triple negativo (ER-/EP-/HER2-). Este tipo tumoral basa
su diagndstico en otros marcadores, como citoqueratinas, caveolinas y
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receptores de crecimiento epidérmico (EGFR), y no en los marcadores
clasicos y en la actualidad, no cuenta con una terapia dirigida establecida.
Es un subtipo heterogéneo con 6 variables moleculares definibles, el
prondstico es malo, con respuestas al tratamiento que varian entre el 30%
y el 45% vy requiere mas estudios para su entendimiento (35).

La clasificacion tumoral descrita, fue la que nos llevé a incluir en éste trabajo
lineas celulares representativas de algunos de los fenotipos moleculares arriba
descritos. Aunque no hay evidencia de la expresion de MAM en todas ellas, la
expresion de la proteina es diferencial de tejido mamario tumoral e indetectable en
periferia de individuos sanos (36). De ahi, que los hallazgos de éste trabajo
también contribuyan a una mejor caracterizacion de lineas celulares comunmente
empleadas para estudios in vitro de cancer de mama.
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5. ESTADO DEL ARTE

5.1 Mamoglobina

El estudio de la mamoglobina se inicié en la década de los 90, cuando Mark A.
Watson y Timothy P. Fleming, investigadores de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Washington, identificaron cambios cuantitativos en la expresion de
tejido tumoral de seno con respecto al tejido sano (37). Estos investigadores
obtuvieron ADNc a partir de adenocarcinomas de seno y llamaron mamoglobina A,
a la proteina expresada diferencialmente (38). Desde entonces, comenzé a
postularse a la mamoglobina A como un posible marcador tumoral.

La mamaglobina A pertenece a la familia de denominada uteroglobinas/Clara,
proteinas secretadas por células epiteliales (secretoglobinas). Esta constituida por
93 aminoéacidos con dos puntos de N- glicosilacién (23) y es traducida a partir de
un ARNm de 503 pb (39). En 1998, Becker et al., describieron una proteina
homéloga a la que denominaron mamoglobina B, cuya expresibn no fue
detectada en tejido mamario (40). A finales de los 90, el gen de la mamoglobina A
(hMAM) fue caracterizado y se establecié su localizacién en el cromosoma 11913
(41). Ensayos de g-PCR e inmunotinciones permitieron identificar la presencia del
ARN mensajero (ARNm) de hMAM hasta en un 60% de pacientes diagnosticados
con cancer de mama y de la proteina hasta en un 80% de tejidos tumorales (42).

Al inicio del siglo XXl aumentd la investigacibn sobre MAM y su utilidad como
marcador de cancer de mama. Fue entonces, cuando se reportd que los genes
qgue codifican para las proteinas uteroglobinas estan localizados en un cllster
denso en el cromosoma 11. En 2002, Carter et al., descubrieron que MAM forma
un complejo que se une en forma covalente a la lipolifina B, otra proteina de la
familia de las secretoglobinas; éste complejo tiene dos formas, una
completamente glicosilada y otra de bajo peso molecular parcialmente glicosilada
(22). En 2005, O’Brien et al., mediante Western Blot detectaron dos isoformas de
la proteina mamoglobina A MAM, una de 10,4 kDa, y otra de 10,1 kDa. La
isoforma de mayor peso se coexpresa con el receptor hormonal ER, lo que parece
estar asociado con un pronéstico favorable (43). En 2006, Bregni et al., realizaron
estudios con aspirados de médula 6sea, provenientes de pacientes con neoplasias
de epitelio mamario sometidas a reseccion completa del tumor o a cirugia mas
terapia neoadyuvante. Encontraron que MAM se expresa en las células
metastasicas de seno infiltradas en médula ésea, lo que sugiere que su expresion
puede ser considerada como marcador de enfermedad minima residual; sin

19



embargo, concluyeron que era necesario realizar mas estudios sobre este tema
(44).

La investigacion sobre la presencia de células micrometastdsicas en sangre
periférica ha cobrado mucho interés en la dltima década. Sin embargo, aun no se
ha llegado a conclusiones definitivas acerca de la factibilidad de que la expresion
de MAM pueda ser considerada como un factor pronostico en el marco del
tratamiento del cancer. No existe unanimidad acerca de la frecuencia de la
expresion de hMAM en sangre periférica en pacientes con cancer de mama
invasivo. Asi, Ferro et al., 2010 reportaron una frecuencia de 9% (45), Radwan et
al., 2013, de 50% (46) y Zehentner et al., 2004 de hasta 68% (47), diferencias que
pueden ser explicables con base en los tamafios de muestra y la metodologia
aplicada en cada trabajo.

Un avance importante en el estudio de MAM y del cancer de mama fue el
realizado por Zuo et al., 2009, quienes hallaron que MAM no solo era una proteina
de secrecion sino que, ademas, estaba anclada a la superficie de las células
tumorales, hecho que redireccioné el curso de la investigacion sobre MAM vy llevo
a elevarla a la categoria de posible blanco terapéutico. Estos investigadores
utilizaron anticuerpos anti-MAM contra un fragmento transmembranal del extremo
N-terminal, el cual introdujeron en un sistema de liberacion elaborado con
particulas de LDL y doxorubicina cargada en su centro (AntiMAM- LDL-DOX).
Ellos aplicaron este sistema a dos lineas celulares; una linea de células de cancer
de mama y otra de células endoteliales, usada como control. Los resultados
obtenidos mostraron que el sistema AntiMAM-LDL-Dox no reconocié a MAM en
las células endoteliales mientras que en la linea tumoral de mama, el sistema se
unié a MAM en la membrana y produjo una citotoxicidad de 30 a 40% (48).

La funcién de la proteina no se conoce. Usando Northern blot y RT-PCR, se ha
demostrado que la expresion de MAM esta limitada a la glandula mamaria y que
es posible identificar mayor cantidad de ARNm de hMAM en células tumorales de
seno que en las células de tejido mamario sano (49). En este sentido, Sjodin et al.,
2008, encontraron que la expresion de MAM no tiene implicaciones en la tasa de
crecimiento de lineas celulares de cancer de seno; lo que indica, que es posible
que esta proteina no intervenga en procesos de division celular (50). Por otra
parte, Pattabiraman et al., 2000, demostraron mediante analisis cristalografico que
el nucleo hidréfobo de MAM es capaz de unirse a moléculas similares a los
esteroides, lo que sugiere un transporte hormonal por parte del complejo
mamoglobina-Lipofilina B o0 que éste juega un papel de activacion hormonal (51).
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En Colombia, pais en el que el cancer de mama presenta una incidencia de mas
de 8000 casos al afio y en el que la mortalidad por este tipo de cancer es de mas
de 2000 casos anuales, se estan realizando algunos estudios orientados a la
blusqueda de posibles estrategias terapéuticas y diagnosticas de ésta enfermedad.
En éste marco, Ramirez et al., 2013, realizaron un estudio en pacientes con
cancer de mama para detectar MAM en suero con la técnica enzimatica ELISA
empleando anticuerpos anti-mamoglobina en conejos. Los datos obtenidos
demostraron la presencia de ésta proteina en sangre periférica (52).

5.2 LipofilinaB

La lipofilina B (SCGB1D2, BU101) es una secretoglobina, familia constituida por
23 proteinas, de las cuales 8 han sido detectadas en humanos: mamoglobina A,
mamoglobina B, lipofilina A, lipofilina C, la proteina 10kDa de las células clara,
linfoglobina, lacriglobina y la proteina inducible del interferon gamma (23). La
lipofilina B es codificada por un ARNm de 463 pares de bases, producido por un
gen que hace parte del cluster localizado en el cromosoma 11913, en el que se
encuentran los demas genes de las secretoglobinas. El gen esta conformado por 3
exones Yy 3 intrones; mientras que la proteina madura y tiene una longitud de 90
aminoacidos y una masa de 9,9kDa (53).

Las secretoglobinas generalmente se asocian con epitelios secretores como los
que recubren pulmones, glandulas salivales, glandulas sudoriparas, prostata y la
glandula mamaria. Las proteinas maduras se secretan en péptidos globulares de
bajo peso molecular y pueden estar en forma de homodimeros o heterodimeros;
asi, se han descrito heterodimeros de lipofilina A,C y de lipofilina B y mamoglobina
A (22, 40).

Colpitts et al., en el afio 2001, encontraron que la lipofilina B forma un complejo
con la mamoglobina A en tejido mamario. La sobreexpresion de lipofilina B, ha
sido asociada con buen prondstico en carcinomas ovaricos (54).Una de las
posibles funciones de las secretoglobinas es el transporte de pequefias moléculas
hidréfobas, como hormonas y feromonas, debido a su cavidad hidréfoba interna
que puede albergar ligandos de tamafio medio como la progesterona (55).

5.3 Receptor 2 del Factor de Crecimiento Epidérmico Humano (HER2)

En 1989, se encontré que HER2 se expresaba en pacientes con cancer de mama,
mediante el analisis de infiltrados de ganglios linfaticos positivos para metastasis,
gue no se expresaba en pacientes con cancer de mama con ganglios axilares
negativos. Lo anterior, contribuyé a establecer a HER2 como un marcador de
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células tumorales de mama (56). Frank et al., reportaron la sobreexpresion de
HER?2 como factor de mal prondéstico en estadios avanzados de cancer de mamay
ovario (57). Reese et al., informaron que el oncogén HER2 se encuentra
amplificado en un 25% a 30% de los casos de cancer de mama, en un hecho que
augura mal pronostico y al parecer contribuye a la activacion de vias de
sefalizacion que hasta ese momento eran poco conocidas (58). Por otro lado, un
estudio con 315 pacientes que analizé el valor pronéstico de HER2 y su
asociacion con otros factores prondésticos, encontré6 que en el 19% de los
pacientes se expresaba HER2. Lo anterior fue asociado con una supervivencia
global menor de cinco afos, en comparacion con los pacientes HER2 negativo.
Del total de pacientes analizados, 47 con ganglios axilares positivos fueron
tratados con TAM y radioterapia y, en este caso, la supervivencia global fue del
13%. La conclusion de este estudio fue que el valor prondéstico de HER2 no
dependia de factores como edad, estado de los ganglios axilares, tamafio del
tumor, grado histologico y estado de los receptores hormonales. Adicionalmente
en cuanto al tratamiento, la terapia con TAM y radioterapia parecia ser insuficiente
para erradicar los tumores con sobreexpresion de HER2 (59).

En 2000, se llevo a cabo un estudio con el objetivo de conocer el valor predictivo
de HER2 y su posible asociacion con mutaciones en p53, en pacientes con cancer
de mama de alto riesgo. El estudio concluy6 que la sobreexpresion de HER2 esta
asociada en forma significativa con el riesgo de recaida y muerte, pero no hallaron
asociacion con mutaciones en p53 (60).

Hayes et al., 2001, evaluaron los niveles circulantes de HER-2 (ECD-HER2) en
pacientes con cancer de mama metastasico y determinaron que el 37%
presentaba niveles elevados de ECD-HER2, hecho que asociaron con prondstico
desfavorable, mayor carga de la enfermedad y con historial de recaidas (61). Por
su parte, Arpino et al., (2004) mediante técnicas de hibridacion fluorescente in situ
(FISH), amplificaron los genes HER1 y HER2 en pacientes con cancer de mama
con receptor de estrégenos positivo ER+, en busca de una posible relacién con la
resistencia a TAM, como terapia endocrina. Encontraron que HER2 media la
resistencia a TAM, pero solo en presencia de otros factores moleculares como
ALB-1 y AKT (62). Posteriormente, Massarweh et al., 2008 sugirieron que la
resistencia a la terapia con TAM esta mediada por vias de sefalizacion en las que
intervienen las proteinas de la familia HER, lo que justificé el uso de inhibidores de
estas vias para mejorar la terapia endocrina (63).
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5.4 Receptores de hormonas

Desde la década de los 80, el estudio de los receptores para estrOgenos y
progesterona ha sido de gran interés en el contexto de la investigacion sobre el
cancer de mama. La presencia del receptor de estrogenos en tejido tumoral se ha
relacionado con un pronostico favorable, teniendo en cuenta que los tumores
tienen una baja tasa de proliferacion celular y una buena diferenciacion tumoral,
caracteristicas, que también han sido asociados con una buena respuesta a la
terapia de tipo endocrino (64). A partir de 2000, y gracias al estudio desarrollado
por Perou et al., que establecié una nueva clasificacion tumoral basada en el pefrfil
molecular de la lesidn, se cambid la percepcion del diagndstico y el tratamiento del
cancer mama. Mediante la técnica de microarreglos y con base en la obtencion de
patrones de expresion, se propusieron cuatro subtipos moleculares para clasificar
los tumores mamarios: luminal A, luminal B, triple negativo y HER2 positivo
(conocido también como HER2 enriquecido) (65).

En este mismo sentido, en 2003 Hirotaka et al., evaluaron el receptor a de
estrogenos en tejido canceroso mamario y lograron establecer un punto de corte
de la concentracion de la proteina y su relacibn con un buen prondstico de la
enfermedad. Ademas, hallaron correlacion entre la coexpresion del receptor de
estrogenos (ER) con el receptor de progesterona (PR) como criterio de respuesta
a la terapia endocrina, con una concordancia de 88% entre las dos pruebas (66).

Por su parte, en 2004 Hopp et al.,, estudiaron la expresién del receptor de
progesterona en sus isoformas A y B y su relacién con la evolucién clinica de la
enfermedad. Demostraron que la presencia de este receptor es Util para predecir
la respuesta a la terapia endocrina y el pronéstico de la enfermedad, lo que ha
permitido establecer que, en pacientes con una relacion RP-A y RP-B alta, existe
mas riesgo de recaida; lo cual sugiere el posible desarrollo de resistencia a TAM
(67).

La introduccién de la técnica de microarreglos combinada con inmunohistoquimica
(IHC), contribuy6 a establecer la existencia de perfiles de expresion diferenciales
entre los tumores de mama, lo que demuestra la heterogeneidad de este cancer
(68). En este sentido, en 2007 Holst et al., realizaron un estudio de microarreglos
en la plataforma Affymetrix, que permitid identificar la amplificacion del gen del
receptor a de estrogenos (ESR1). Este estudio analiz6 2000 muestras de tejido
tumoral de mama, encontrando que el 20.6% expresa ESR1 y que el 99% de éste
ultimo porcentage, sobreexpreso el receptor. Adicionalmente, éste marcador fue
detectado en lesiones benignas y precancerosas, sugiriendo que la expresion de
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ESR1 puede ser una via comun de enfermedad proliferativa del tejido mamario
(69).

Se ha establecido que la progesterona (OHPg) y su receptor (RP) modulan
positivamente la proteina del supresor de tumor fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-
fosfatasa (PTEN), en lineas celulares de cancer de mama; sugiriendo una posible
conexién entre la progesterona y su receptor con supresores de tumor en el
cancer de mama  (70). Los datos mencionados corroboraron los resultados
obtenidos por Amorim et al.,, 2010, quienes investigaron el papel de la
progesterona en la modulacién de proteinas quinasas en el sistema nervioso de
ratas (71), hallando que PTEN actia como supresor tumoral, debido a la
defosforilacion de fosfoinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3), de modo que puede
antagonizar la ruta de sefalizacion PI3K-AKT/PKB y suprimir el ciclo celular (72).
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6. MARCO TEORICO

6.1. Estrogenos enddégenos

Los estrogenos son producidos de forma natural en el cuerpo de la mujer, en las
mujeres premenopausicas el 17p3 estradiol (Estradiol o E2) es el estrogeno
predominante en circulacion, ademés de ser el estrogeno de mayor potencia
hormonal por su afinidad con los receptores nucleares de estrégenos (RES). En
mujeres premenopausicas la concentracion en suero de E2 oscila entre 200pg/mL
y 400pg/mL en el ciclo menstrual, posteriormente en la menopausia los valores
pueden ser menores de 20pg/mL. La estrona otro estrégeno tiene menos potencia
gue el estradiol siendo un metabolito de este, se produce a partir de la conversion
en el tejido adiposo de la endrostenediona. En las mujeres posmenopausicas los
ovarios dejan de producir estradiol, en cambio la glandula adrenal continua
produciendo androstenediona que es el precursor de la estrona, es por esto que
los niveles de estrona no varian en la menopausia y el estradiol cae drasticamente
(73, 74). El tercer estrogeno enddgeno es el estriol (E3), es un metabolito del
estradiol en la periferia, es el principal estrogeno producido por la placenta durante
la gestacion pero es el de menor concentracion en mujeres no embarazadas (75).

Los estrégenos son como todos los esteroides altamente solubles en lipidos y se
difunden facilmente a través de membranas celulares por el torrente sanguineo,
una vez llegan al érgano diana el estrégeno se difunde por la membrana celular
uniéndose a receptores de estrégeno ya sea en la membrana o en el citoplasmay
asi viajar al nucleo donde se une a los elementos de respuesta a estrégenos
(ERE) en el ADN e iniciar la trascripcion génica (76), con multiples funciones
fisiolégicas, como se resume en la tabla 1.
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6.2. Cancer de mama

6.2.1 Epidemiologia

El cancer de mama es el tipo de tumor mas frecuente en mujeres en todo el
mundo, segun la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC).
En su dltimo boletin de 2012, la IARC reportd 1.671.149 casos nuevos de la
enfermedad en el mundo, cifra que corresponde al 25% del total de casos de
cancer, sin tener en cuenta los canceres de piel clasificados como de tipo no
melanoma. En las regiones en via de desarrollo, el total de casos llega a 883.000,
cerca del 10% mas del total de las regiones desarrolladas y constituye la causa de
muerte por cancer mas frecuente, con 324.000 decesos, lo que corresponde al
14.3% del total de muertes por esta causa (77).
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Figura 1. Estadisticas globales de cancer (77).
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Se estima que una de cada ocho mujeres esta en riesgo de padecer cancer de
mama a lo largo de su vida. Sin embargo, existen variaciones en la tasa de
incidencia de la enfermedad entre paises, la cual obedece a factores
reproductivos, hormonales y también al momento de deteccidon. Las tasas de
incidencia mas elevadas se encuentran en Suiza, Italia y en mujeres de raza
blanca de Estados Unidos. Por el contrario, las tasas mas bajas estan en Africa,
Asia y Sudameérica como se puede observar en la figura 1 (78). Las tasas de
incidencia elevadas de las regiones antes nombradas pueden ser explicadas en
razon de la alta prevalencia de factores reproductivos asociados con un mayor
riesgo de cancer de mama, como menarquia temprana, maternidad tardia,
embarazos Unicos, uso de terapia hormonal en la menopausia, asi como mayor
indice de deteccion de la enfermedad mediante mamografia (79).

En Colombia, el Ministerio de Salud y Proteccién Social ha reportado 8.686 casos
anuales de cancer de mama, con una mortalidad anual de 2.649(80). EI mayor
riesgo de muerte por cancer de mama se encuentra en las capitales
departamentales como Santa Marta, Barranquilla, Cartagena, Medellin,
Bucaramanga, Cali y Bogota, lo que se explica por la mayor prevalencia de
factores de riesgo de las mujeres residentes en zonas urbanas. En adicion, las
tasas mas altas de mortalidad estan en los tres departamentos del eje cafetero
(Caldas, Quindio y Risaralda) y, ademas en San Andrés, Cundinamarca, Valle y
Atlantico (81).

Colombia es un pais con ingresos medios, que enfrenta al cancer de seno como
un problema emergente de salud publica. Las tasas anuales de mortalidad
estandarizadas por edad (ASR) por esta causa aumentaron, de 12 por cada
100.000 personas en el periodo 1984-1988 a 14 por cada 100.000 personas, en el
periodo 2004-2008. Ademas, la incidencia aumentd, de 27 ASR en el periodo
1962-1966, a 48 en 2003-2007, segun el registro poblacional de cancer de Cali,
Valle del Cauca, Colombia como se muestra en la figura 2 (82, 83).
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Figura 2. Tendencias de la tasa de incidencia en el periodo 1973-2000 (84)

Segun el anuario del 2010 de Instituto Nacional de Cancerologia de Colombia
(INC), la distribucion de casos nuevos de cancer mama en mujeres fue 18,1%,
representada por 670 casos del INC. De acuerdo con este estudio, los grupos
etarios con mayor numero de casos fueron los comprendidos entre los 45 y 49
afnos (110), 50 y 54 afios (112) y 65 y 69 afios (80). El 77,7% de los nuevos casos
(521) correspondi6é al tipo carcinoma ductal infiltrante, mientras que el estado
clinico mas frecuente fue Il1-B, con 24,6% y tan solo el 3% fueron tumores in situ.
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En 2010, en Bogota DC, se presentaron 333 casos nuevos de cancer de mama.
En 2013, el numero de muertes debidas a cancer de seno en mujeres fue 115 (3)
y el rango de edad con més casos correspondié a 45-54 afios (40).

6.3. Factores de riesgo
6.3.1. Edad

Segun la Sociedad Americana de Cancer, la probabilidad de que una mujer
desarrolle cancer durante su vida es 1:8, con una distribucion por rangos etarios
de 1:202 desde el nacimiento hasta los 39 afos, de 1:26 entre los 40 y los 59 afios
y de 1:28 entre los 60 y los 69 afios (85).

6.3.2. Antecedentes de cancer

Las mujeres sobrevivientes de cancer de mama tienen un alto riesgo de padecer
un segundo cancer de seno ipsilateral o contralateral, aun afios después de haber
sido diagnosticado el primero. De hecho, en pacientes sobrevivientes de cancer de
seno, el cancer mas comun es el contralateral metacronico. Los factores que
favorecen un mayor riesgo de un segundo cancer son: diagndstico inicial de
carcinoma ductal in situ, tumores en estadios 1B, canceres ER- y diagnostico en
edad temprana (86).

6.3.3. Patologias benignas de mama

Las mujeres afectadas por la enfermedad proliferativa del seno tienen un riesgo de
cancer de seno 1,6% mayor que las mujeres sanas. Algunas de las entidades
asociadas con esta enfermedad son: lesiones proliferativas sin atipia, hiperplasia
ductal usual, papilomas intraductales, adenosis esclerosante y fibroadenomas, las
cuales confieren un riesgo relativo bajo que puede aumentar segun las
caracteristicas histolégicas, la edad en la que se realiz6 la biopsia y los
antecedentes familiares, los que potencian 1,5 a 2 veces mas el riesgo de cancer
de seno (87). La hiperplasia ductal y la lobulillar, usualmente identificadas en la
mamografia de tamizaje, confieren un riesgo de cancer cinco veces mayor al de la
poblacion sana (88).

6.3.4. Antecedentes familiares

El riesgo de cancer de mama aumenta en caso de historia familiar de la
enfermedad. Estudios de seguimiento efectuados a 1,6 millones de personas
durante un afio, indican que una mujer a cuya madre o hermana se les haya
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diagnosticado cancer de mama antes de los 50 afios, tiene un riesgo relativo
ajustado de 1,69 y 1,66, respectivamente. Mientras que en la misma situacion,
pero con diagndstico realizado después de los 50 afios, el riesgo relativo ajustado
es 1,37 y 1,52 respectivamente, en comparacion con mujeres sin antecedentes
familiares (89). En los paises en los que cancer de seno es comun, como el Reino
Unido, el riesgo de por vida con un familiar de primer grado con cancer de seno es
5,5% y con dos familiares de primer grado es 13,3% (90).

6.3.5. Predisposicion genética

La predisposicion genética de desarrollar una enfermedad esta determinada por la
heredabilidad de alteraciones o polimorfismos en el genoma. Asi, se ha indicado
que el 10% de los casos de cancer de mama son de tipo heredofamiliar, pero no
ha sido posible cuantificar la participacion de los polimorfismos involucrados. Entre
los factores de tipo heredofamiliar, se encuentran las mutaciones en los genes
BRCAL1 y BRCAZ2, las cuales confieren un alto riesgo, calculado entre 40% y 85%
(91). Las mujeres que presentan estas mutaciones tienen un riesgo relativo mayor
de desarrollar la enfermedad, entre 65% y 85% para BRCAL, y entre 45% y 85%
para BRCA2 (92). Mutaciones en los genes ATM, CHEK2 y PTEN también
confieren un riesgo entre 20% y 40%, a lo largo de la vida, existen una gran
variedad de mutaciones que se han asociado al cancer de mama como se
muestra en la tabla 2 (93).
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6.3.6. Exposicion a hormonas endogenas y factores reproductivos

Datos epidemioldgicos, modelos animales y estudios in vitro, han demostrado que
las hormonas reproductivas, principalmente los estrogenos, desempefian un papel
importante en la etiologia del cAncer de mama. Aunque no ha sido completamente
comprendida su participacion en la enfermedad, existe evidencia de que los
efectos de estas hormonas dependen de sus receptores: receptor de estrégeno
(ER) y de progesterona (PR) los que, al parecer, median la proliferacion de las
células mamarias (94). Se ha establecido que los parametros de supervivencia y
respuesta a la terapia hormonal son mas favorables en las mujeres que han sido
diagnosticadas con tumores positivos para ER y PR, intermedios cuando los
resultados son discordantes (ER+ PR-, ER- PR+) y menos favorables para los
tumores negativos para ambos receptores(95).

6.3.7 Menarquia

La produccién de hormonas esteroideas ovaricas se inicia alrededor de los nueve
afios, cerca de la menarquia y disminuye después de los 45, durante la
menopausia (96). El lapso transcurrido entre estos dos eventos constituye el
tiempo de exposicion a hormonas esteroideas que la mujer tiene a lo largo de su
vida. La menarquia en edades tempranas, antes de los 12 afios, es un factor que
aumenta el riesgo de la enfermedad, mientras que, cuando esta se retrasa dos
afos, el riesgo disminuye un 10% (97). Por otro lado, estudios prospectivos han
mostrado que en las mujeres que tuvieron la menarquia antes de los 13 afios, el
riesgo de cancer de seno aumenta casi al doble (98).

6.3.8 Menopausia

El riesgo de cancer de mama, de ovario y/o de Utero aumenta cuando la
menopausia se inicia después de los 55 afios. Las mujeres postmenopausicas
tienen menos riesgo de la enfermedad que las mujeres premenopausicas, lo que
se debe a la reduccion en la produccion de hormonas en la postmenopausia. El
riesgo aumenta casi en un 3%, por cada afio de retraso en el inicio de la
menopausia (natural o inducida por cirugia). Por tanto, las mujeres que llegan a
esta etapa de su vida a los 55 afios, tienen un riesgo 30% mayor de cancer de
seno, en comparacion con aquellas que lo hacen a los 45 afios (99).

6.3.9. Terapia de reemplazo hormonal

Estudios como el Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast (CR) (100),
la Iniciativa por la Salud de la Mujer (en inglés Women’s Health Initiative (WHI))
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(101) y el Million Women Study (MWS) (102) coinciden en afirmar que la terapia
de reemplazo hormonal con base en estrogenos y progestagenos (E+P) es una
causa establecida e importante de cancer de seno. Los dos ultimos estudios
concluyeron que la terapia con estrogenos conjugados (ET) (Estrégenos equinos)
también aumenta el riesgo de la enfermedad, aunque en menor grado que la
terapia combinada (E+P). Sin embargo, mediante estudios aleatorios controlados
con 16,608 mujeres, el WHI hall6 que aunque los ET no aumentan el riesgo de
cancer, es necesario efectuar mas estudios sobre el tema (103).

El inicio a una edad temprana de la terapia de reemplazo hormonal y su duracion
confiere mayor susceptibilidad a padecer la enfermedad, debido a que a un mayor
tiempo de exposicidn a hormonas exégenas, aumenta el riesgo. Esto significa que
las mujeres que inician la terapia de reemplazo hormonal mas cerca de la
menopausia tienen un riesgo mas alto (104). El uso de terapia hormonal
combinada confiere un riesgo 1,7 veces mayor de cancer de mama, lo que incluye
2,7 veces mas riesgo de carcinoma lobular invasivo, 1,5 veces mas de carcinoma
ductal invasivo y 2,0 veces mas riesgo de cancer ER+ y PR+. El uso prolongado
de la terapia de reemplazo hormonal resulta en un mayor riesgo, de acuerdo con
la duracioén de la terapia (Tabla 3).

Tabla 3. Aumento del riesgo de cancer de mama, con relacion a la duracién
de la terapia hormonal (105).

Tipo de cancer / Tiempo de exposicion 5.0 a 14.9 afios > 15 afos
Carcinoma ductal invasivo 1,5 veces 1,6 veces
Carcinoma lobular invasivo 3,7 veces 2,6 veces

6.3.10. Paridad

La edad del primer embarazo y nimero de estos afecta el riesgo de desarrollar la
enfermedad, de tal manera que las mujeres nuliparas tienen mayor riesgo de
cancer de mama, en comparacion con las mujeres multiparas. Un primer parto a
término, a corta edad, ejerce un efecto protector, mientras que el primer parto a
una edad avanzada confiere un riesgo relativo mayor (106). Segun los estudios
realizados por el grupo de Vatten et al 1998, las mujeres que tienen su primer
parto a los 30 afios poseen el doble de riesgo de desarrollar cancer de seno frente
a aquellas mujeres que dan a luz a su primer hijo entre los 19 y 20 afios (107). En
cuanto al numero de hijos, las mujeres que tenian un unico hijo presentaban un
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riesgo doble de tumores mamarios, en comparacion con las que tenian hasta
cuatro hijos (108).

6.3.11. Lactancia

La hipoétesis de que la lactancia prolongada reduce el riesgo de desarrollar cancer
de mama ha sido investigada en mujeres premenopausicas, mediante estudios
epidemioldgicos de casos y controles. Estos estudios demostraron que la lactancia
prolongada tiene un efecto protector contra los procesos malignos mamarios (109,
110).

La lactancia materna retrasa los ciclos ovulatorios regulares y disminuye los
niveles de hormonas sexuales enddgenas. Se ha estimado que hay una reduccién
del riesgo de cancer de mama hasta de 4,3%, por cada afio de lactancia materna
(111). Una investigacion reciente realizadas por De Silva et al 2010 (112),
confirmd los hallazgos antes mencionados, mediante un estudio de dosis
respuesta (Figura 3).
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Figura 3. Porcentaje de reduccion de riesgo de por vida, asociado con el
tiempo de lactancia materna. Relacion dosis respuesta (casos:
controles=100:203). Tomado de De Silva et al 2010 (112).
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6.3.12. Testosteronay estradiol

Los niveles altos de hormonas sexuales enddégenas aumentan el riesgo de cancer
de mama, hasta en 5,0% de riesgo relativo en mujeres premenopausicas Yy
postmenopéusicas (113). Elevados niveles circulantes de testosterona en las
mujeres posmenopausicas han sido relacionados con un mayor riesgo relativo de
cancer, entre 2,86% y 3,28% (114).

Los factores que afectan a los niveles circulantes de estradiol en mujeres
posmenopausicas son complejos. Sin embargo, los niveles de estrogenos
enddgenos son controlados por la accion de las enzimas implicadas en el
metabolismo de los esteroides y, al parecer, la inactividad fisica y el aumento de
indice masa corporal aumentan la produccion de estrégenos. Otros factores como
el origen étnico y ciertos polimorfismos genéticos, tienen una accién directa sobre
el aumento de la actividad enzimética de los esteroides. Entonces, es necesario
establecer medidas preventivas, como la adopcién de habitos de vida saludables y
si se requiere intervencién de las rutas involucradas en el metabolismo de
hormonas esteroideas, siendo esta un area donde se debe profundizar estudios
(115).

6.3.13. Habitos de vida
Alcoholismo

El consumo de alcohol esta asociado con un mayor riesgo a desarrollar cancer de
mama, en cantidades de 5,0 a 9,9 gr por dia, lo que equivale a 3 a 6 bebidas a la
semana. El consumo excesivo en cualquier etapa de la vida esta asociado con el
desarrollo de cancer de seno, el alcohol se considera un riesgo independiente a la
enfermedad (116).

Actividad fisica

Se ha descrito que la actividad fisica frecuente puede reducir significativamente la
mortalidad por cancer de mama, hasta 42%, si se observa una guia estricta de
actividad fisica. Por ende, tanto las mujeres con cancer de seno como las sanas
deben mantener un estilo de vida saludable que incluya actividad fisica rigurosa y
ademas patrticipar en programas de prevencion y control del cancer de seno (117).

Obesidad
La prevalencia de la obesidad esta aumentando a un ritmo alarmante en el mundo,
hasta el punto de alcanzar proporciones pandémicas. La evidencia epidemiolégica
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sugiere que los pacientes obesos diagnosticados con cancer de mama tienen un
peor prondstico que los pacientes no obesos. Cerca de 43 estudios han
demostrado una asociacion entre la obesidad y la mortalidad al momento del
diagnostico, en la que los pacientes obesos tenian 33% mas probabilidades de
morir que los pacientes no obesos (118).

En el marco de los mecanismos que regulan la asociacion entre el cancer de seno
y la obesidad participan procesos inflamatorios y angiogénicos, asi como una
secrecion anormal de factores de crecimiento, como estrégenos y adipocinas (por
ejemplo adiponectina y lectina) (119). Estudios en modelos murinos han
corroborado los resultados obtenidos en humanos, en el sentido de que la
obesidad acelera la carcinogénesis en tumores ER+ y de que altas cantidades de
adipocinas y la activaciéon de la via de sefializacion PIK3/AKT/mTOR también
aceleran su progresion (120).

6.3.14. Factores ambientales
Radiacion

La exposicion a la radiacién proveniente de diversas fuentes, como la ionizante
(radioterapia) o la nuclear, aumenta el riesgo de cancer de seno. La radiacion
como tratamiento para algunos canceres pediatricos aumenta el riesgo de cancer
de seno en forma lineal con relacion a la dosis recibida (121). Los pacientes con
linfoma Hodgkin tratados con radiacion tienen un riesgo relativo de cancer de seno
igual a 7 (122). Vale la pena hacer notar que con posterioridad al ataque nuclear
de Hiroshima y Nagasaki aumento la incidencia del cancer de seno en Japon, asi
como también en en Bielorrusia y Ucrania, en las zonas aledafias a la planta
nuclear de Cherndbil (123, 124).
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7. CLASIFICACION DEL CANCER DE SENO
7.1. Clasificacion histolégica
La clasificacion histolégica del cdncer de seno esta fundamentada en patrones de

crecimiento, morfologia y grado de diferenciaciéon. La figura 4 resume la
clasificacion de Malhotra et al 2010 (125)
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Figura 4. Clasificacion histoldgica de los tumores mamarios
7.2. Clasificacion molecular

El cancer de seno es una enfermedad heterogénea, que abarca distintas
entidades con variabilidad biologica, clinica y respuesta al tratamiento. La eleccion
del tratamiento contra la enfermedad est4 fundamentada en gran medida en la
informacion aportada por los parametros clinicos, caracteristicas patoldgicas,
incluyendo las de tipo histolégico, grado de desarrollo del tumor, presencia de
infiltracion linfovascular, presencia de receptores hormonales y estado del receptor
del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2)(126).
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Cuatro principales tipos moleculares de cancer han sido descritos con base en los
perfiles de expresion génica. Fue asi como el grupo de Perou (65) propuso una
clasificacion intrinseca, en la que el tipo basal esta caracterizado por tumores ER-,
PR- y HER2-, también conocido como triple negativo, mientras que el subtipo
Luminal A, en su mayoria corresponde a tumores ER+, PR+, histolégicamente de
bajo grado. Por su parte, el subtipo Luminal B también en su mayoria corresponde
a tumores RE+ y RP+, con la diferencia de que estos expresan bajos niveles de
receptores de hormonas y son de alto grado histolégico. El cuarto subtipo es el
HER2+, que comprende tumores caracterizados por una alta amplificacion y
expresion del gen ErbB2 (gen que codifica para HER2)(Tabla 4)(127).

Tabla 4. Caracteristicas de los subtipos moleculares de cancer de mama
(128).

Luminal A Luminal B Tr|ple_ HER2+
negativo

Nivel de IHC

ER +++ + - -

PR ++ +/- - -

HER?2 - -1+ - +++

Ki67% Baja (<14%) Alta (>14%) Alto Alto

. Cluster  alto Cluster bajo Firma basal, Firma HERZ2,

Nivel de ARN ER, alta alta alta

de ER . . . . : .
proliferacion proliferacion proliferacion

., TP53 (32%); TP53 (75%);
('\e/lluAt?)C|\l|on en (F;'g;f)m PIK3CA TP53 (84%)  PIK3CA
(32%) (42%)
Ambiente Baja Baja Alta Alta
inmune en el infiltracion de infiltracion de infiltracion de infiltracion de
tumor linfocitos linfocitos linfocitos linfocitos

IHC: inmunohistoquimica; Ki67: marcador nuclear de proliferacion celular; PIK3CA:
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato 3-kinasa, subunidad catalitica alfa; +, positivo; -,
negativo; -/+ predominante negativo; +/-, predominio positivo

7.2.1. Luminal A
Este subtipo se caracteriza por la expresion del gen receptor de estrégenos
(ESR1) y de otros genes como, Bcl2 GATA 3, FOX Al y LIV 1. En este subtipo no

se observa expresion del gen HER-2/neu. Mediante IHC, estos tumores se
caracterizan porque son ER+ y HER2-, asi como positivos para citoqueratinas
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luminales, como CK 8/18. Ademas, tienen una mayor expresion de PR y un bajo
indice de proliferacion y son morfolégicamente bien diferenciados, en comparacién
con el subtipo luminal B. Estos tumores estan asociados con una mayor
supervivencia libre de recidiva y una mejor supervivencia global, ademas de
expresar RP, el cual es un marcador de los tumores subtipo luminal A, lo que
parece conferir un 20% de mayor supervivencia, con relacién a los tumores de
subtipo luminal B(129, 130)

Cerca del 60% de todos los tumores cancerosos de seno corresponden al subtipo
Luminal A. Estos presentan la tasa de recidiva méas baja (9% a cinco afios), la tasa
de supervivencia més alta (95%), el subtipo molecular de cancer de seno de mejor
pronostico (131) . Como tratamiento de eleccion para este subtipo de tumores esta
recomendada la terapia hormonal (132).

7.2.2. Luminal B

Las principales diferencias entre los subtipo Luminal A y B consisten en que los
tumores subtipo Luminal A en su mayoria expresan genes relacionados con el ER,
mientras que los del subtipo Luminal B expresan genes asociados con
proliferacion celular, como CCNBL1 (codificante de la ciclina 1), MKI67 (o0 Ki67) y
MYBL2 (oncogén de la mieloblastosis) (133). Se ha establecido que la tasa de
supervivencia del subtipo Luminal B a cinco afios es 50% (131) también, puede
compartir algunos rasgos del perfil molecular, tanto del subtipo luminal A como del
subtipo triple negativo con la presencia de marcadores de proliferacion como Ki67,
de la survivina (inhibidor de la apoptosis) y de CCNBL1 vy, finalmente comparte con
el subtipo HER2 sobreexpresion de HER2 (134, 135).

En forma reciente, se ha descrito la sobreexpresion del receptor del factor de
crecimiento de fibroblastos tipo 1 en 16% a27% de los tumores del subtipo
Luminal B, lo que provoca mayor proliferacion y resistencia a la terapia endocrina.
Por tanto, comparados con el subtipo luminal A, los tumores subtipo Luminal B son
de mal pronéstico (136).

7.2.3. Subtipo HER2 o HERZ2 enriquecido

HER2/neu es un protooncogén localizado en el cromosoma 1721, que codifica un
receptor transmembranal de tipo tirosinquinasa (HER2 o p185). La formacion de
homodimeros o heterodimeros con otros miembros de la familia de receptores
HER conduce a la activacion de redes de proliferacion y supervivencia
celular(137).
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El gen HER2 esta sobreexpresado en cerca del 15% de los tumores de mama
invasivo. Al analizar estos tumores mediante IHC, se ha determinado que més del
80% expresa HER2 3+. Los analisis gendémicos de estos tumores muestran
amplificacion de genes relacionados con Her2/neu, como GRB7 (codificante de la
proteina de union al receptor de crecimiento 7) y TRAP 100 ( proteina asociada al
receptor de la hormona tiroidea), ambos ubicados en el cromosoma 17912(138).

Este subtipo HER2 esta asociado con una disminucién de la supervivencia libre de
enfermedad, con aumento en el riesgo de metastasis y con una supervivencia
general mas corta (139). Los tumores HER2+ al parecer tienen relacion con la
enfermedad multifocal/multicéntrica. Ademas, los ganglios axilares son positivos y
la afectacion ganglionar es de alto volumen, en comparacion con el subtipo luminal
A (140). Clinicamente, estos tumores se comportan de una forma agresiva, pero
los avances en la aplicacion de terapias dirigidas contra HER2, como el
Trastuzumab, han mejorado la supervivencia de los pacientes. Este subtipo
también tiene una mejor respuesta a la terapia neoadyuvante, en comparacion con
los subtipos luminales.

Después de la cirugia conservadora de seno, las recidivas locales son mas
comunes en tumores HER2/neu positivos: aproximadamente del 8%, comparadas
con el subtipo luminal A. En adicion, junto con el subtipo Basal, tiene las tasas de
supervivencia libre de recidiva mas bajas. También, se ha observado que las
metéstasis mas frecuentes a higado y hueso provienen de tumores HER2/neu
positivos.

7.2.4. Subtipo Basal

El fenotipo basal se caracteriza por la falta de expresion de los receptores de
estrogeno y los genes relacionados con HER2/neu, aunque muestra una mayor
expresion de KRT5 (queratina 5), KRT17(Queratina 17), CX3CL1(Quimioquina (C-
X3-C Motif) Ligando 1, Anexina 8 y TRIM 29(Tripartite motif-containing protein 29).
Como su nombre lo indica, se caracteriza porque hay una mayor expresion de
citoqueratinas de células basales o mioepiteliales. También se he descrito un
aumento en la expresiéon del receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
y una alta tasa de mutacion en el gen p53. Mediante IHC, se ha establecido que
estos tumores son negativos para RE, RP y HER2 y que las citoqueratinas
basales CK5/6, CK17 y CK19 permiten identificar este subtipo de tumores(141,
142)

8. PRUEBAS DIAGNOSTICAS

8.1. Autoexamen
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Consiste en la inspeccién y exploracion manual de la glandula mamaria mediante
la palpacion, con el fin de percibir alguna alteracion en el tejido mamario.

La autoexploracion mamaria se recomienda a partir de los 20 afios, pues posee un
valor extraordinario teniendo en cuenta que constituye el primer recurso con que
cuentan las mujeres para diagnosticar en forma temprana algunos procesos
patolégicos de la glandula mamaria. La autoexploracion comprende dos pasos
basicos:(143)

v Inspeccion: Consiste en observar el aspecto externo de los senos.
v Palpacion: Permite descubrir bultos anormales o nddulos.

8.2. Mamografia

La mamografia de cribado es la principal herramienta para la deteccion temprana
del cancer de mama y la reduccion de la mortalidad por esta patologia(144).
Segun la evidencia cientifica disponible, la reduccién en la mortalidad gracias a la
deteccion precoz mediante mamografia es de 22% en mujeres de 50 a 59 afios y
de 15% en mujeres de 40 a 49 afios, con una tendencia a aumentar a medida que
se prolonga el seguimiento(145).

8.3. Biopsia selectiva de ganglio centinela

La biopsia selectiva de ganglio centinela (BSGC) es una técnica estandar en la
estadificacion de la metéstasis del cdncer de mama sin evidencia de afectacion
axilar. Su limitacién es la aparicion de falsos negativos que podrian ser causados
por bloqueo linfatico tumoral del ganglio centinela y captacion en los linfaticos
vecinos. Los ganglios centinelas infiltrados suelen aumentar de tamafio y
consistencia, por lo que pueden ser detectados mediante una palpacion
intraoperatoria sin que capten el radiotrazador (146)

8.4. Evaluacién de la expresion de genes

La medicina molecular estd explorando nuevos descubrimientos para el
diagnéstico del cancer, con base en patrones gendmicos y protedmicos, con el fin
de establecer nuevos marcadores que lleguen a mejorar la sensibilidad y la
especificidad del diagnéstico y asi obtener una mejor respuesta al tratamiento. En
la actualidad, existen varias pruebas disponibles en forma comercial que permiten
evaluar la expresién de perfiles moleculares (Tabla 5).
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9. TAMOXIFEN

TAM es un compuesto no esteroideo, el 4-hidroxitamoxifen su forma mas potente,
este presenta propiedades de agonista y antagonista dependiendo su 6rgano de
accion, es denominado modulador selectivo del receptor de estrégenos (MSRE)
(147). TAM es un farmaco ampliamente usado en la terapia endocrina del cancer
de seno en el mundo, tanto en mujeres premenopausicas como posmenopausicas
y en la actualidad es considerado el MSRE de eleccién (Figura 5). TAM fue
estudiando inicialmente como un fadrmaco anticonceptivo, este farmaco actua en el
higado, utero y hueso como agonista no esteroideo, pero, en la glandula mamaria
y en el cerebro es un inhibidor competitivo por el receptor de estrogeno (148). En
la glandula mamaria, TAM bloquea selectivamente la sefializacion celular a nivel
del RE inhibiendo la proliferacion de células ductales. TAM es hidroxilado por el
sistema enzimatico citocromo P450 en 4-hidroxitamoxifen (4HT) y metabolizado en
el higado. Otro metabolito de TAM que es oxidado por el complejo citocromo P450
es el endoxifen (4-hidroxi-N-demetil-tamoxifen) los metabolitos mencionados son
los mas potentes que se derivan del metabolismo del TAM y exhiben una alta
afinidad de union al RE e inhiben la proliferacion tumoral (149).

Tamoxifen Toremifene Raloxifene

Figura 5. Estructura quimica de los principales moduladores selectivos del
receptor de estrogeno (149).

9.1. Resistencia a laterapia endocrina.

Se han descrito varios mecanismos por los cuales hay falla en la terapia endocrina
con TAM, las mas estudiadas se describen en la tabla 6.
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10. METODOS

Se evaluaron cinco lineas celulares caracterizadas por presentar tres tipos de
cancer de mama: MCF-7, T47D y ZR75-1 (Luminal A - RE+/HER2-), BT474
(Luminal B - RE+/HER2+) y JIMT-1 (HER2 enriquecido, RE-/HER2+) las cuales
fueron cultivadas en presencia y ausencia de E2 (E2758 Sigma) y TAM (T5648
Sigma) a una concentracion final de 0,01uM y 1uM respectivamente. Estas
concentraciones fueron previamente estandarizadas por el grupo de investigacion
en un estudio donde fueron utilizadas las mismas lineas celulares. Se cuantifico la
expresion de los genes de Mamoglobina y Lipofilina B a diferentes tiempos de
incubacion, mediante la técnica de g-PCR. Se realizaron dos ensayos por
experimento y triplicados de las pruebas de g-PCR.

10.1.Lineas celulares

Las lineas celulares utilizadas en el estudio, MCF-7, BT474, TD47D, ZR75-1 y
JIMT-1, fueron obtenidas de ATCC (American Type Culture Collection, Manassas,
VA 20110 USA) unas como parte de la coleccién que tiene la Universidad del
Rosario y otras donadas por el laboratorio de Patologia del Departamento de
Ciencias Médicas de la Universidad de Torino, Italia. La Informacién especifica de
las lineas celulares estudiadas es indicada en la tabla 7.

Tabla 7. Caracteristicas de las lineas celulares de Cancer de mama que se
usaran en el estudio.

HTB-

BT474 Do P17 ERa+ A cDI  CDI 60
HTB-

MCF-7 D057 7 P9 RE+/RP+ NA EP  AC 69
HTB-

ZR75- crl- 23 38 REH PR cDl 63

1 1500™ I+
HTB-

T47D  HTB- 35 ERHPR+ a EP CDl 54
133™

JIMT1 é8c9c 30 ERPR- 4 EP  CDI 62

A, Amplificado; NA, No Amplificado; AC, adenocarcinoma; EP, efusion pleural; T,
tumoral; CDI, carcinoma ductal infiltrante; CM, carcinoma medular; P, nimero de
pase. Condiciones del medio: SFB, suero fetal bovino. Las lineas celulares seran
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mantenidas a 37°C y 5% CO2 en el medio indicado.

10.2.Cultivo celular

Todas las lineas celulares incluidas en el estudio fueron cultivadas en medio
DMEM enriquecido al 10% con suero fetal bovino (SFB), solucion de antibidgtico-
antimicético (1X) y L-glutamina (2mM). Estos cultivos fueron mantenidos en
incubadora a 37°C y 5% CO2.

10.3. Tratamiento de las lineas celulares con TAM y E2

Con el objetivo de remover esteroides enddgenos presentes en el suero y eliminar
la débil actividad agonista del estrogeno presente en el rojo fenol, todos los
cultivos celulares fueron lavados con buffer fosfato salino (PBS) y se cambio el
medio DMEM libre de rojo fenol, (enriquecido con suero fetal bovino al 10%
tratado con carbdn vegetal) 48 horas antes de iniciar con los tratamientos.

Pasadas las 48 horas se adiciono6 a los cultivos celulares E2 y TAM por 24h, 48h'y
96h. E2 y TAM fueron diluidos en etanol absoluto y adicionados al medio a una
concentracion final de 0.01uM (150) y 1uM respectivamente (151). Al final de cada
periodo de tratamiento, el medio de cultivo se reemplaz6 con medio fresco. Como
controles se hizo en paralelo cultivo de células en ausencia de E2 y TAM en los
mismos tiempos y condiciones.

10.4.9-PCR

Obtencién del ARN: Se usoé el kit RNAeasy (QIAGEN) para obtener el ARN. Se
siguieron las indicaciones para el uso del kit con modificaciones menores. Para la
obtencién del ARN, se adiciono 450uL de buffer con [-mercaptoetanol con el
propdsito de lisar las células. Luego se adicioné 450ul de etanol, se recolecto el
lisado en un tubo paséandolo por la columna (QIAGEN) para centrifugar el
contenido a 10.000 rpm durante 1 minuto a temperatura ambiente. Se cambi6 de
tubo colector y se lavé la columna con wash buffer RW1. A la columna, la cual
retiene el ARN, se le agregd 80uL de DNasa con posterior incubacion de 20
minutos a temperatura ambiente. Finalmente se lavo la columna varias veces con
el objetivo de remover la DNasa y se dej6 secar 1 hora, antes de resuspender el
ARN con 100 pL de agua DEPC. Se aliquoto y almacend a -80°c.

Sintesis del ADNc: se uso el Kit THERMO SCIENTIFIC® Maxima First Strand —
cDNA Synthesis kit para RT-gPCR. En un volumen de 20uL uL se preparo la
mezcla de reaccidén que contenia 2ug de ARN, dNTPs, oligo (dT), ramdon primers,
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retrotranscriptasa, inhibidor de RNAsas y agua DEPC. Se siguid programa
descrito por el fabricante y una vez obtenido el DNAc se almacené a -80°C, hasta
el momento de realizar la cuantificacion mediante gPCR.

gPCR: Los primers fueron disefiados en el programa primerBLAST de acuerdo
con las recomendaciones reportadas por Jian Ye et al. 2012(152). ). Para eliminar
variabilidad y asegurar reproducibilidad, se realizados dos ensayos de cada
experimento para cada gen y la qPCR se hizo por triplicado para cada ensayo.
Mediante el uso del kit Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen
cat. 11733-046) se determind la expresion de los genes Mamoglobina, Lipofilina B
y como housekeeping se utilizaron Actina beta (ACTB) y TBP (TATA box binding
protein). La diferencia en los niveles de expresién de los genes en estudio se
evalu6 mediante andlisis de expresion relativa.

10.5. Tipo de estudio

Se trata de un estudio de tipo observacional, con lineas celulares como modelo in
vitro.

10.6. Variables

Las variables estudiadas corresponden a caracteristicas biol6gicas de las lineas
celulares y la respuesta que estas generaron durante el tratamiento con TAM 1.0
UMy 0.01 uM de E2 en periodos de tiempo de incubacion de 24h, 48h y 96h.

La respuesta se evalué midiendo la activacion o supresion del gen Mamoglobina y
Lipofilina B mediante, la obtencion de ellos a partir de extractos celulares y
posterior sintesis de ADNc, con el cual se realizé las pruebas de g-PCR. Como
genes normalizadores se usaron Actina beta y TBP.

10.7. Tratamiento estadistico de los resultados

Para establecer si existian diferencias significativas entre los niveles de expresion
de los genes Mamoglobina, Lipofilina B y los genes housekeeping, en las lineas
celulares estudiadas, (control y tratamientos), se aplico la prueba de significancia
por aleatorizacion Pair Wise Fixed Reallocation Randomisation Test®,
estableciendo significativo un valor de p= <0,05. Esta prueba se basa en el
algoritmo Taylor usando el software RESTO (Relative Expression Software Tool)
desarrollado por Pfaffl et al (153).
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11. RESULTADOS

11.1. Seleccion de los housekeeping o genes normalizadores

La eleccién de los genes normalizadores o housekeeping utilizados en éste
estudio, fue hecha considerando resultados anteriores del grupo que indican que
el GAPDH varia su expresion en controles y tratamientos con E2 y TAM. En
consecuencia, se utilizaron las proteinas de unién a caja TATA (TBP) ylJ[J-actina.

11.2. Estandarizacion de la amplificacion de fragmentos de los genes hMAM
y Lipofilina B

11.2.1 Disefio de los Primers

Los juegos de primers usados para la amplificacion de los genes hMAM vy

Lipofilina B, incluyeron primers usados en estudios llevados a cabo por otros
investigadores y primers disefiados en éste estudio (Tabla 8)

Tabla 8. Primers evaluados para determinacion de niveles de expresion de
mamoglobinay lipofilina B.

Lipofilin L1F CTGAGCTCACA 18 31 48 54 50 Menelaos
aB GCAAAAC Zafrakas et
L1R GAGCTGGGCA 14 135 122 49. 64. al.2006
GAAC 3 2
Lipofilin L2F GCTGTTGCAGC 20 219 238 59. 55. Laboratorio
aB CAAGTTAGG 7 0 Biologia celular
L2 R TCACCAGGACT 20 303 284 60. 55. Yy molecular UR
TCCGCAATG 3 0
Mamoglo M1F TGCCACTACAA 21 219 239 57. 42. Laurence
bina A ATGCCATAGA 3 8 Bockstaele et
M1R AGCCAAAGGTC 20 363 344 57. 45. al.2015
TTGCAGAAA 9 0
Mamoglo M2 F CTCTGAGCAAT 21 278 298 58. 47.
bina A GTTGAGGTGT 2 6
M2 R CCTGCAGTTCT 20 377 358 60. 55
GTGAGCCAA 5
TATA TBP F GCCAGCTTCGG 25 536 560 66. 56 Laboratorio
binding AGAGTTCTGGG 57 Biologia celular
protein ATT y molecular UR
TBP R CGGGCACGAA 25 640 616 65. 52
GTGCAATGGTC 94
TTTA

49



11.2.2. Evaluacion de primers en lineas celulares de Cancer de Mama

Lo primers seleccionados fueron evaluados en un panel de 12 lineas celulares de
cancer de mama, con diversidad de patrones de expresion de receptores
hormonales (RE, RP) y HER2 (entre otras caracteristicas moleculares propias del
tipo de cancer que representan cada una de ellas) (Tabla 9). El programa y
condiciones fueron los mismos utilizados para los ensayos de gPCR; los
productos amplificados, fueron corridos en geles de agarosa al 2%. Los datos
mostraron que los primers M1 (154) y L2 (Tabla 8), fueron los uUnicos que
amplificaron un anico fragmento, sin inespecificidades y mejores valores de Ct, por
ésta razon, fueron escogidos para ser utilizados en éste estudio.

11.2.3. Secuenciacién de los fragmentos de hMAM obtenidos

Los fragmentos de hMAM amplificados fueron aislados y secuenciados, usando la
técnica de electroforesis capilar en un secuenciador ABI 310 de Applied
Biosystem, con el fin de establecer si correspondian a hMAM. Los amplicones
fueron nuevamente amplificados mediante el reactivo big dye terminator (Applied
Biosystem), obteniendo una homologia >90% con los ARNm del gen de hMAM. La
secuenciacion se realizé en el Laboratorio de genética animal de CORPOICA.
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11.3. Evaluacion de la expresion basal de hMAM vy Lipofilina B en lineas
celulares de cancer de mama sin tratamientos.

Antes de evaluar el efecto de los tratamientos, en las 12 lineas celulares de cancer
de mama incluidas en éste estudio se determind la expresion basal de hMAM y
Lipofilina B, en condiciones normales de cultivo (medio con rojo fenol y suero fetal
bovino normal) a partir de la misma cantidad de ARN, 2000ng/uL para cada
sintesis de ADNc y posterior gPCR. Para la obtencion de los valores de expresion
génica, se utilizé el método de 22“ y como gen normalizador a TBP. Los
resultados, mostraron que hay lineas celulares con baja expresion (Figura 6) y
lineas con alta expresion (Figura 7), de los genes hMAM y Lipoflina B.

Para poder observar pequefias variaciones de expresion de los genes estudio en
el panel de lineas celulares, se dividieron en dos gréficas para no minimizar
algunas expresiones en cuestion a la escala.

27 ACtTRP

0,045 -

0,040 -

0,035 -

0,030 -

0,025

=hMAM

0,020 mLipofilina B
0,015 -

0,010 -

0,005 -

0,000 - — ——

‘MDA-MB 453‘ MDA-MB 468 BT20 . MCF-7 HS578T MCF-10A JIMT-1 T47D

Figura 6. Expresion relativa de hMAM vy Lipofilina B en lineas celulares de
cancer de mama con baja expresion de los genes de estudio.

En la anterior grafica, a pesar de que la expresion es baja es importante resaltar
que las lineas celulares con caracteristicas triple negativo como BT20 y HS578T
es muy baja o es indetectable la expresion de los genes hMAM vy lipofilina B.

En MCF-7 lineas de amplio uso para estudios de cancer de mama, no es
detectable la expresion de hMAM, por lo contrario si se encontré expresion de
lipofilina B. T47D una linea celular de cancer de mama con caracteristicas
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similares en cuanto a receptores de estrégeno y progesterona que MCF-7, si
presento expresion de mamoglobina y lipofilina con una relacion similar. Tuvimos
como criterio de seleccion para estudio de tratamientos, la expresion similar de
ambos genes estudio en la linea celular, T47D por tener esta caracteristica y
MCF-7 por ser estandar en los estudios in vitro de cancer de mama.

En esta grafica también podemos confirmar que mamoglobina no se expresa en
tejido normal ya que en la linea benigna MCF-102 no hubo expresion del gen
hMAM.

i\
\

[B0-432]

mhMAM

BT474 ZR751 KPL4 SKBR3

Figura 7. Expresion relativa de hMAM vy Lipofilina en lineas celulares de
cancer de mama con alta expresion de los genes en estudio.

Para el panel de células con expresidn relativa alta de los genes estudio (Figura
7), se puede analizar que SKBR3 y KPL4 (RE+/PR-/HER2+) tuvieron alta
expresion de hMAM pero no proporcional a lipofilina B. En cuanto a la expresion
en BT474 y ZR751 de los genes estudio, no fue tan marcada como en las
anteriores dos lineas si existe una relacién de expresiéon mas pareja lo cual nos
llevo a seleccionarlas para ser tenidas en cuenta para los tratamientos con TAM y
E2.

11.4. Impacto del TAM en la expresion de hMAM y Lipofilina B

Una vez confirmada la secuencia de los amplicones de hMAM vy Lipofilina B, se
seleccionaron 5 lineas celulares (MCF-7, T47D, ZR-75-1, BT474 y JIMT-1) de las
12 inicialmente evaluadas, para ser tratdas con E2 y TAM. De éstas, las tres
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primeras expresan diferencialmente el receptor hormonal RE (MCF-7, T47D, y
ZR-75-1), una co-expresa RE y HER2 (BT474); mientras que la ultima (JIMT-1)
solo expresa HER2 y no expresa hMAM, razon por la que se incluyé como control
negativo de la expresion de éste gen. Las lineas mencionadas representan 3 de
los 5 subtipos tumorales de cancer de mama. Teniendo en cuenta que uno de los
objetivos del presente trabajo fue el de establecer una posible correlacion entre
RE, RP y HER2 con la expresion de los genes en estudio, las lineas celulares de
origen triple negativo no se incluyeron en el estudio por su expresion no detectable
de hMAM vy Lipofilina B. Es importante mencionar que otro factor decisivo para la
seleccion de las lineas celulares fue disponibilidad de tiempo, material biologico y
reactivos.

MCF-7

En esta linea celular se observd que la adicion de TAM durante 48h conduce a
una reduccion significativa (p= 0,025) de la expresion de Lipofilina B, con un factor
de expresion de 0,461. Aungue la disminucién de la expresion de lipofilina también
fue observada después de 96h de tratamiento, esta reduccibn no fue
estadisticamente significativa (Figura 8). Los datos de expresion del gen de la
Lipofilina B correspondientes al tratamiento de MCF-7 con TAM, permiten inferir
que este modulador selectivo del receptor de estrégenos disminuye la expresién
del gen estudiado a las 48h. Aunque la misma tendencia es observada a las 96
h, la falta de significancia impide concluir que el efecto se mantiene durante todo el
tiempo del estudio.
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Figura 8. Expresion relativa de lipofilina B después de tratamiento con TAM
(AuM) por 24h, 48h y 96h en la linea celular MCF-7. CTRL (Control sin
tratamiento)*p= 0.05

T47D

La adicion de TAM a T47D condujo a una reduccion en la expresion de Lipofilina
B, supresion que incremento a mayor tiempo de exposicion. Resultados contrarios
fueron observados para hMAM: mientras que TAM causa reduccion en la
expresion de hMAM a 24h, a 96h conduce a un incremento en la expresion de la
misma, sin embargo estas diferencias en expresibn no mostraron ser
estadisticamente significativas con el control (Figura 9).
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Figura 9. Expresion relativa de hMAM vy lipofilina B después de tratamiento
con TAM (1uM) por 24h, 48h y 96h en la linea celular T47D. CTRL (Control sin
tratamiento)*p= 0.05

ZR 75-1

Los resultados obtenidos para ZR 75-1 muestran la tendencia ya encontrada en
las anteriores lineas, en cuanto a la supresion de los genes en estudio (Figura 10).
En esta linea celular, el efecto del TAM sobre la reduccion en la expresion de los
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genes en estudio fue mayor (y significativa estadisticamente a 48h) comparada
con lo observado en MCF-7 y T47D. Semejante a T47D, la expresion de hMAM
fue similar al control a 96h de tratamiento. Para lipofilina B la expresion fue
inversamente proporcional al tiempo de tratamiento, siendo esta menor a 96h. El
reducido efecto en la supresion de la expresiéon de hMAM en las lineas celulares
T47D y ZR 75-1 a 96h de tratamiento, podria indicar que hMAM es un gen de
respuesta temprana, por lo que los mayores efectos de TAM son observados
principalmente a 24h y 48h.
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Figura 10. Expresion relativa de hMAM y lipofilina B después de tratamiento
con TAM (1uM) por 24h, 48h y 96h en la linea celular ZR 75-1. CTRL (Control
sin tratamiento)*p= 0.05, **p= 0,001

BT474

Debido a problemas presentados con la muestra obtenida a las 24 h, no se
presentan los valores de expresion relativa de ARNmM correspondientes. Los
resultados observados en BT474 (RE+/HER2+) después de tratamiento con TAM
por 48h y 96h, fueron opuestos a lo observado en las anteriores lineas celulares
(todas RE+/HER2-). En esta linea celular, la adicion de TAM induce aumento en la
expresion de hMAM (con un factor de hasta 1,74 de incremento) a las 24h. Por su
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parte, la expresion de lipofilina B no fue diferente en ausencia y presencia de TAM
(Figura 11).

El aumento de la expresion de hMAM después del tratamiento, contrario a la
tendencia observada en las anteriores lineas celulares, puede deberse a la
sobreexpresion de HER2 en BT474, ya que las anteriores lineas no lo expresaban.
Adicionalmente, es posible que la regulacién positiva de hMAM aqui observada,
esté modulada no solo por vias de sefalizacion mediadas por REs sino también,
por receptores con actividad tirosina quinasa.
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Figura 11. Expresion relativa de hMAM vy lipofilina B después de tratamiento
con TAM (1uM) por 24h, 48h y 96h en la linea celular BT474. CTRL (Control
sin tratamiento)*p= 0.05

JIMT-1

Comprobando lo mostrado en la Figura 6, JIMT-1 no expresa los genes hMAM y
Lipofilina B.

11.5. Impacto del E2 en la expresion de hMAM y lipofilina B
MCF-7.
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El efecto de E2 en la modulacion de la expresion de Lipofilina B fue contrario al
observado después del tratamiento con TAM. E2 incrementa significativamente la
expresion de lipofilina con respecto al control, a las 48h. A pesar que las
diferencias de expresion no fueron significativas en todos los tiempos del
tratamiento, se observa una tendencia al aumento de expresion (Figura 12).
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Figura 12. Expresion relativa de lipofilina B después de tratamiento con E2

(0,01uM) por 24h, 48h y 96h en la linea celular MCF-7. CTRL (Control sin
tratamiento)*p= 0.05

T47D

El tratamiento de ésta linea celular E2, resulta en el incremento en la expresion
de hMAM a las 24h. No afecta la expresion de Lipofilina B en ninguno de los
tiempos evaluados. Estos resultados pueden sugerir que hMAM es un gen de
respuesta temprana, dada no sélo la modulacion temprana de su expresion

después de la adicion de E2 sino también después del tratamiento con TAM
(Figura 13).
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Figura 13. Expresion relativa de hMAM vy lipofilina B después de tratamiento
con E2 (0,01uM) por 24h, 48h y 96h en la linea celular T47D. CTRL (Control
sin tratamiento)*p= 0.05, *p= 0.001

ZR75-1

En la linea celular ZR75-1, la respuesta al tratamiento con E2 fue inversa a la
observada en T47D. Mientras que hMAM vy Lipofilina B no mostraron variaciones
en su expresion a 24h de tratamiento con respecto al control, a las 48h y 96h su
expresion aumentd significativamente, siendo mayor a las 96h (Figura 14).
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Figura 14. Expresion relativa de hMAM y lipofilina B después de tratamiento
con E2 (0,01uM) por 24h, 48h y 96h en la linea celular ZR 75-1. CTRL (Control
sin tratamiento)*p= 0.05, **p=0.001

Los resultados obtenidos en las lineas celulares MCF-7, T47D y ZR-75-1 después
de tratamiento con TAM y E2, permiten confirmar el papel de TAM como
antagonista a estrdgenos en lineas celulares positiva para RE y negativa para
HER?2.

BT474.

En la linea celular BT474 la expresion de hMAM vy Lipofiina B en 24h de
tratamiento, disminuye contrario a lo encontrado en las anteriores lineas celulares;
sin embargo a las 48h, hMAM al aumentar el tiempo de exposicion a E2 la
expresion se normaliza con respecto al control, por su parte lipofilina B aumenta
su expresion. Para 96h de exposicion en el tratamiento con E2, lipofilina redujo su
expresion hasta ser igual a su control, contrario a lo ocurrido por hMAM que
aumento a mas del doble de expresién respecto al control (Figura 15),
concordando en este tiempo de tratamiento con lo ocurrido en la expresion de este
gen en la linea ZR 75-1, pero no con lipofilina B, sugiriendo que para esta linea
celular que difiere con las anteriores en su perfil de expresion por la presencia de
HERZ2, las proteinas MAM vy lipofilina B no se encuentran formando el complejo
descrito, basamos nuestra afirmacion en la diferencia de expresion,
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Figura 15. Expresion relativa de hMAM y lipofilina B después de tratamiento
con E2 (0,01uM) por 24h, 48h y 96h en la linea celular BT474. CTRL (Control
sin tratamiento)*p= 0.05

JIMT-1.

En esta linea celular no se encontrd expresion de los genes en estudio como
se mostro con anterioridad.
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12. DISCUSION

Las Secretoglobinas, incluyendo hMAM vy Lipofilina B son pequefias proteinas
secretadas, cada vez mas reconocidos por su utilidad pronostica en varios tipos de
canceres humanos. A pesar de lo anterior, sus funciones fisiopatologicas precisas
son pobremente conocidas. La expresion de secretoglobinas se ha observado
generalmente en epitelios secretores(37, 40, 55, 159) y su expresion desregulada
ha sido indicada en enfermedades malignas como cancer de pulmén(159), cancer
de mama(50) y canceres ginecologicos(160). De alli la importancia de la
evaluacion de la modificacion de su expresion en respuesta a E2 y TAM en células
de cancer de seno.

En el panel de 12 lineas celulares analizadas, en diez de estas se observo
expresion tanto de hMAM como de Lipofilina B, sin embargo los niveles de
expresion de hMAM fueron significativamente mas altos que los observados en
Lipofilina B. A pesar de gque expresion de hMAM fue totalmente ausente en MCF7
y JIMT-1, nuestros resultados nos permiten confirmar que la expresion de hMAM y
Lipofilina B estan co-expresadas en las lineas celulares analizadas pero no en las
mismas proporciones, lo que pondria en entre dicho la hipétesis de que las
proteinas se encuentran formando un complejo en la glandula mamaria,
necesitandose realizar estudios a nivel traduccional como por ejemplo western blot
0 inmunoprecipitacion de proteinas.

Los hallazgos de expresion en el panel de lineas celulares de cancer de mama de
este estudio concuerdan parcialmente con los hallazgos reportados por Zafrakas
et al. 2006 quienes encontraron que ZR-75-1 (RE+/RP+/HER2-) expresa
fuertemente mamoglobina mientras que su expresion en MCF-7 (RE+/RP+/HER2-)
(155) y MCF-10A (RE-/RP-/HERZ2-) es indetectable (156). A diferencia del estudio
anterior, en este trabajo se encontré una baja expresibn de mamoglobina y
lipofiina B en las lineas celulares MDA-MB468 (RE-/RP-/HER2-) y T47D
(RE+/RP+/HERZ2-). Mientras que en la linea celular SKBR3 (RE-/RP-/HER2+) fue
observada una fuerte expresion de mamoglobina y lipofilina B, semejante a lo
reportado por Brown et al. 2006 (157).

En cuanto a Lipofilina B, se observd expresion de la misma en las lineas celulares
ZR751, BT474, SKBR3 y KPL4, contrario a lo reportado por Culleton et al. 2007,
guienes no encontraron expresion detectable en estas lineas celulares, pudiendo
deberse a la robustes de las técnicas utilizadas (158). Aunque la mayor expresion
de hMAM vy Lipofilina B fue observada en lineas positivas para HER2 (BT474 y
SKBR3), nuestros datos indican que la expresion de HMAM no depende de la
presencia de RE, ya que hMAM vy Lipofilina B fueron co-expresadas por lineas RE
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positivas (ZR-75-1, BT474) y RE negativas (SKBR3 y KPL4). Es interesante
resaltar que la linea celular ZR-75-1 (RE+/HER2-), mostrd alta expresion de los
genes en estudio, contrario a lo observado en MCF-7 y T47D, también RE+/HER2-
. Esta expresion diferencial de hMAM vy lipofilina B podria ser asociada con el
estado de los RPs, los que estan ausentes en las lineas que mostraron expresion
de los mismos.

De acuerdo con los anteriores resultados se puede concluir que, aparentemente la
expresion de hMAM vy Lipofilina es independiente de los REs, dependiente de los
RPs y mayor en células que sobre-expresan HER2 (Tabla 10). Nuestros
resultados concuerdan con lo reportado por Zuo et al., 2009 quienes mediante
estudios de western blot comprobaron la presencia de mamoglobina en citoplasma
y membrana celular en lineas celulares que conservan los patrones de expresion
ya sea RE+ RP+ o0 HER2 enriquecido (48).

Tabla 10. Patrones de expresion de Receptores hormonales, HER2, hMAM y
Lipofilina B en lineas celulares de cancer de mama (sin tratamiento)

MCF-10A - - - - -

MCF7 o+ - - +

T47D o+ - = =

ZR-75-1 + - - ++ ++

BT474 + + o+ +++ ++

SKBR3 - -+ ot +

JIMT-1 -+ + - -

KPL4 - - + +++ +++

BT-20 - - - - -

MDA-MB 453 - - - - -

MDA-MB 468 - - - + -

HS 578T - - - - -

+++ Alta expresion
++ Mediana expresion
+ Baja expresion
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El estudio reportado por Picot et al.2015 (161), mediante silenciamiento del gen
hMAM en la linea celular de cancer de mama MDA-MB 231, que se caracteriza
por una fuerte agresividad, el crecimiento celular disminuyo, asociandolo a la
supresion de hMAM. Tomando el hallazgo del anterior estudio, nuestros resultados
pueden inferir que la alta expresion de hMAM puede jugar un papel importante en
el fenotipo agresivo y poco favorable de algunas lineas celulares como ZR 75-1,
BT 474, SKBR3 y KPL4. Sin embargo nuestro grupo debe realizar mas estudio a
nivel in vitro e in vivo para corroborar estos supuestos.

Posterior a la adicion de E2 se observd que los niveles de expresion de hMAM y
Lipofiina B incrementaron en todas las lineas celulares analizadas,
independientemente del estado de receptores hormonales (RE, RP) y de
receptores de factores de crecimiento (HER2), sin embargo el mayor efecto fue
observado en células expresando HER2 (Tabla 11). Estos resultados indican que
estos genes estan posiblemente implicados en el transporte y funcionalidad de
hormonas esteroideas como ha sido previamente reportado(51).

Interesantemente los efectos observados en la expresion de hMAM vy Lipofilina B
después de adicion de TAM son contrarios a estos observados con E2. En las
lineas celulares analizadas TAM modifica la expresion de hMAM vy lipofilina B
diferencialmente de acuerdo con la presencia de REs y HER2: mientras que en la
linea celular BT474 (ER+/HER2+), TAM condujo a una incrementada expresion de
hMAM vy Lipofilina B, en ZR-75-1 (ER+/HERZ2-), se observo una reducciéon en la
expresion de los dos genes (Tabla 11). Estos resultados indican no solo que TAM
podria estar actuando como un agonista a estrégenos en células que co-expresan
los dos receptores sino que hMAM podria ser considerado como marcador de
resistencia a TAM en este tipo celular. De hecho, cross-talking entre las vias de
sefalizacion mediadas por REs y por Receptores de factores de crecimiento
(EGFR, IGF-1, HER2) han sido implicadas en proliferacion celular, supervivencia y
resistencia a terapia endocrina (TAM) en cancer de mama(162, 163).Tambien
Picot et al. 2015 describe que la supresion de la expresion de hMAM disminuye los
eventos de fosforilacién de algunas proteinas con actividad quinasa (p38, ERK1/2
y JNK) (161), nosotros proponemos que la sobreexpresion de hMAM ademas de
ser un posible marcador de resistencia endocrina también puedo ser una factor
importante que favorezca esta resistencia teniendo una posible intervencion en
vias de proteinas con actividad tirosina quinasa.

Adicionalmente, la variabilidad en la expresion diferencial de hMAM observada
entre lineas celulares RE+/HER2- en respuesta a tratamiento con TAM, sugiere
gque se debe tener especial atencién al evaluar la respuesta a tratamiento
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hormonal a pesar de que los tipos celulares estudiados se encuentren
similarmente clasificados.

Teniendo en cuenta que hMAM vy Lipofilina B se heterodimerizan para formar
tetrdmeros (55) se esperaria que la modificacion de sus niveles de expresion por
E2 y/o TAM fuera semejante. Sin embargo tal efecto no fue observado en T47D,
donde después de adicion de TAM, incremento los niveles de expresion de
hMAM y disminucion en los de Lipofilina B. Estos resultados podrian indicar que
en este tipo celular (RE+/RP+/HER2-) las interacciones entre estas proteinas no
son obligatoriamente necesarias y que Lipofilina B podria existir de forma libre,
razon por la que podria ser considerada como un marcador independiente de
respuesta a tratamiento, como ha sido recientemente sugerido para pacientes con
cancer de ovario (54).

En general en todas las lineas celulares RE+/HER2- se observo una diminucion
en la expresion de Lipofilina B después de adicion de TAM, siendo necesario
realizar mas investigaciones de estos genes para que sean postulados como
posibles marcadores de prondstico y respuesta a terapia hormonal. De hecho,
bajos niveles de expresion de Lipofiina B han sido asociados con mayor
supervivencia libre de enfermedad en céancer de ovario (54). Sin embargo son
necesarios estudios in vivo que permitan confirmar los resultados aqui observados
y permitan elucidar su funcién biolégica y su papel en carcinogénesis de mama.

Tabla 11. Expresion genes en estudio en lineas celulares de cancer de
mama después de tratamiento con E2 y TAM.

Linea RE RP HER2 CTRL E2 TAM CTRL E2 TAM
Celular

MCF7 + - - - - + ++ +/-
T47D + - + ++ +/- + ++ +/-
ZR-75-1 + - - ++ +++  +/- ++ +++  +/-
BT474 + o+ + +++ ++++ -+ +++  ++
JIMT-1 - - - - - - - -
+++ Alta expresion
++ Mediana expresion
+ Baja expresion
+/- Expresién reducida comparada con el control
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13. CONCLUSIONES

Lineas celulares de cancer de seno con estatus triple negativo presentan
una baja expresion de mamoglobina y lipofilina B.

La expresion de los genes hMAM v lipofilina B fue modificada por el E2 y
TAM, confirmando que estos genes son regulados por la via de
sefalizacion de estrogenos.

TAM y E2 modifican diferencialmente la expresion de hMAM vy lipofilina B de
acuerdo con la presencia y/o ausencia de REs y HER2.

Lineas celulares RE+/HER2- tienen una tendencia a la reduccion de hMAM
y de lipofilina B cuando son tratadas con TAM, mientras que el tratamiento
con E2 induce un incremento en la expresion de las mismas. Estos
resultados permiten confirmar el papel de TAM como un antagonista de
estrogenos en estas lineas celulares.

En lineas celulares RE+/HER2-, hMAM muestra un patrén de respuesta
temprana, dado que su expresion se ve modificada principalmente a 24h y
48h.

A diferencia de las lineas celulares antes mencionadas (RE+/HER2-)
asociadas a mejor pronostico, BT474 (HER2+) es asociada a un peor
pronéstico. Esta linea celular contrario a lo observado en lineas celulares
RE+/HER2-, incremento en la expresion de mamoglobina luego de su
tratamiento con TAM, similar a lo observado después de tratamiento con
E2. Estos resultados indican que TAM actia como un agonista a
estrégenos en lineas celulares HER2+, donde la expresion de hMAM podria
estar siendo modulada no sélo por vias de sefializacion mediadas por REs
sino por vias de sefalizacion mediadas por receptores con actividad tirosina
quinasa.

El tratamiento con E2 en las lineas celulares ER+/HER2- presenta de
manera general un comportamiento opuesto a lo observado cuando las
células son tratadas con TAM, mamoglobina y/o Lipofilina B aumentan su
expresion después del tratamiento.

Con base en los resultados se podria decir que el TAM y el E2 parecen
tener un efecto modulador de los genes estudiados, particularmente E2
parece aumentar los niveles de expresion de uno u otro gen lo que estaria
en concordancia con lo reportado en otros estudios donde se postula un
incremento de estas secretoglobinas con un mejor prondéstico dada su
asociacion con canceres ER+.

Los resultados de modulacion de expresion de los genes estudio en
algunas lineas celulares de cancer de seno, donde se encontré que no se
modulan en el mismo sentido, podria indicar que las secretoglobinas
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estudiadas no siempre se encuentran formando un complejo, si nho que
podrian estar de manera individual desarrollando sus funciones.
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