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1. MARCO TEORICO

1.1. Cancer

El céncer es una de las principales causas de muerte en todos los paises del mundo (Sung
et al., 2021). De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer es un
grupo de enfermedades que inician con el crecimiento descontrolado de células anormales
(World Health Organization, 2022a). El céancer se origina cuando las células adquieren
mutaciones y proliferan sin control formando una masa o un conglomerado de células
denominado tumor (American Society of Clinical Oncology, 2012).

La carcinogénesis es un proceso de mdultiples alteraciones genéticas que promueven la
progresion de células normales a células malignas. La carcinogenesis se caracteriza por
presentar pasos intermedios que evolucionan progresivamente de la normalidad a través de
estados premalignos hasta llegar a el cancer invasivo. Hanahan y Weinberg en el 2000,
propusieron 6 caracteristicas (Hallmarks) que presentan la mayoria de los diferentes tipos de
tumores (Hanahan & Weinberg, 2000). En este afio, Hanahan reclasifico los hallmarks de la
siguiente manera: mantenimiento de la sefializacién proliferativa, evasion de supresores de
crecimiento, resistencia a la muerte celular, inmortalidad replicativa, induccion de
angiogenesis, invasion y metastasis, inestabilidad genomica, inflamacion promotora de
tumores, reprogramacion del metabolismo energéetico celular, evasion del sistema inmune,
plasticidad fenotipica, reprogramacion epigenética, microbiomas polimorficos y senescencia
celular (Figura 1) (Hanahan, 2022).

La metéastasis es responsable hasta del 90% de la mortalidad asociada a el cancer; sin
embargo, sigue siendo una de las caracteristicas menos conocida de los hallmarks (Chaffer
& Weinberg, 2011; Hanahan, 2022). De acuerdo con Hanahan, la invasion y la metastasis
permiten a las células cancerosas escapar del tumor primario y colonizar nuevos sitios del
cuerpo, en donde los nutrientes y espacios no sean limitantes. La angiogénesis también
favorece la metastasis de las células cancerosas al generar nueva vasculatura que permite que
los tumores reciban nutrientes y oxigeno cruciales para la funcion y la supervivencia de las
células. La angiogénesis también se encuentra incluida en los hallmarks del cancer.
(Hanahan, 2022).
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Figura 1. Hallmarks del cancer. Modificado de “Hallmarks of Cancer: New Dimensions”, 2022.

1.1.1. Cancer de mama

El cancer de mama (CaMa) es una enfermedad en la cual las células del tejido mamario se
multiplican sin control; existen diferentes tipos de CaMa dependiendo del tipo celular del
que se origina (CDC, 2021). EI CaMa que se origina en las células epiteliales del
revestimiento de los conductos se denomina ductal (85%), y la que se origina en los I6bulos
del tejido glandular de la mama se denomina lobulillar (15%) (World Health Organization,
2022b). ElI CaMa se presenta en ambos sexos, sin embargo, es mas frecuente en las mujeres
(99%). De acuerdo con las caracteristicas histopatoldgicas, el cancer se clasifica en invasivo
y no invasivo (in situ) (American Cancer Society, 2019b). El cancer no invasivo con el paso
del tiempo puede progresar e invadir el tejido mamario circundante y propagarse a los
ganglios linfaticos cercanos o a otros 6rganos del cuerpo generando el cancer invasivo.
Frecuentemente, la muerte por CaMa es consecuencia de la metastasis generalizada (World
Health Organization, 2022b).



En la carcinogénesis del CaMa, se han detectado multiples mutaciones somaticas; sin
embargo, algunas mutaciones de linea germinal se han detectado en los genes BRCAL y
BRCAZ2, los cuales son genes supresores de tumores, responsables de regular la reparacion
del DNA (Royfman et al., 2021). Los factores protectores que reducen el riesgo de CaMa
son: lactancia materna prolongada, ejercicio fisico habitual, control de peso, evitar el
consumo de alcohol, evitar la exposicion al humo de tabaco, evitar el uso prolongado de
hormonas y evitar la exposicion excesiva a radiacion (Poorolajal et al., 2021).

1.1.2. Epidemiologia de CaMa

El CaMa, es el cancer mas frecuente a nivel mundial en mujeres con un estimado de 2.3
millones de casos nuevos (11.7%), y el quinto lugar en mortalidad por cancer con el 6.9% de
defunciones (Figura 2) (Sung et al., 2021).
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Figura 2. Distribucion de Incidencia y Mortalidad de los 10 tipos de cancer més comunes en 2020 para
ambos sexos. Modificado de “Global Cancer Statistics 2020: GLOBOCAN Estimates of Incidence and
Mortality Worldwide for 36 Cancers in 185 Countries “, 2021.

En México y en otros paises en vias de desarrollo de Latinoamérica, el CaMa se presenta en
promedio 10 afios antes que, en paises desarrollados, mientras que en paises de Europa y
Estados Unidos la media de edad de las pacientes con CaMa es de 63 afios, en México la
media de edad es de 51 afios (Maffuz-Aziz et al., 2017). La incidencia y muerte por CaMa



es mayor en las mujeres jovenes de todos los paises de Latinoamérica en comparacién con la
de ingresos altos como Estados Unidos. El Instituto Nacional de Cancerologia (INCan),
reporto en un seguimiento de 26 meses en el 2013 que la tasa de incidencia fue del 31% vy la
mortalidad del 18% en México (Villarreal-Garza et al., 2013).

La tasa de incidencia de CaMa a nivel nacional es de 18.55 casos nuevos por cada 100 mil
habitantes en una poblacion de 20 afios y mas. Segun las cifras preliminares del 2020, se
registraron 7 880 defunciones por CaMa (INEGI, 2021). Desde mediados de la década de
2000, el CaMa invasivo en mujeres ha aumentado aproximadamente medio punto porcentual
cada afio, lo que convierte al CaMa en un grave problema para la Salud Publica (American
Society of Clinical Oncology, 2022).

1.2. Glandula mamaria y CaMa

La glandula mamaria consta de 3 partes principales: lobulillos, conductos y tejido conectivo.
Los lobulillos son las glandulas que producen leche; los conductos son los tubos que
transportan la leche al pezon; el tejido conectivo rodea y sostiene todas las partes de la mama
(CDC, 2021). Ademas, el tejido mamario esta vascularizado por vasos perforantes de la
arteria, venas mamarias internas y vasos toracicos laterales; y el liquido intersticial de la
glandula mamaria es drenado a través de los vasos linfaticos de la mama (Olivas-Menayo,
2017).

La vascularizacion es importante en el CaMa debido a que puede diseminarse de forma
distante de la glandula mamaria a través de los vasos sanguineos y vasos linfaticos a un
organo distante (CDC, 2021).

1.3. Estadios del CaMa

La numeraciéon de los estadios del CaMa, considera tamafio del tumor, propagacion a
ganglios linfaticos, y diseminacion a partes distantes del cuerpo. El sistema TNM se utiliza
para clasificar el estadio de tumores sélidos y se describe de la siguiente manera: “T”” mas un
numero (0 - 4) para describir el tamafio en centimetros; “N” para describir la extension en
los ganglios linfaticos regionales, los cuales incluyen ganglios linfaticos ubicados debajo del
brazo (ganglios linfaticos axilares), por encimay debajo de la clavicula, y ganglios ubicados
debajo del esternén (ganglios linfaticos mamarios internos). “M” indica si el cancer se ha
diseminado a otras partes del cuerpo, lo que se conoce como metéastasis a distancia (American
Cancer Society, 2019a).



El CaMa presenta 5 estadios (0-1V). El estadio O es in situ, el cual ain se ubica en el lugar
donde se inicio, no se disemina a los tejidos adyacentes y es factible ser extirpado por
completo con cirugia. El estadio | no ha crecido profundamente en los tejidos adyacentes, no
se ha diseminado en los ganglios linfaticos ni a otras partes del cuerpo y se denomina cancer
en estadio temprano. En el estadio 11 y I11, los tumores han crecido profundamente en los
tejidos adyacentes, es posible que se haya diseminado en los ganglios linféaticos, pero no a
otras partes del cuerpo. El cancer estadio IV se ha diseminado a otros 6rganos o partes del
cuerpo y se denomina cancer avanzado o metastasico (American Society of Clinical
Oncology, 2019).

2.4 Metéastasis

La metastasis es la diseminacion de células cancerosas desde el tumor primario a tejidos y
organos distantes, se produce a traves de cualquiera de las 3 diferentes rutas: vasos
sanguineos, sistemas linfaticos y cavidades corporales (Martin & Jiang, 2009; Yeeravalli &
Das, 2021).

En la metastasis se pueden observar 3 principales procesos (Figura 3):

e Invasion: se produce cuando las células cancerosas adquieren la capacidad de penetrar
en tejidos circundantes atravesando la membrana basal y la matriz extracelular
(MEC).

e Intravasacion: las células cancerosas penetran el sistema linfatico o vascular.

e Extravasacion: las células cancerosas viajan a través del sistema circulatorio para
invadir la membrana basal vascular y la MEC en un sitio secundario (Martin & Jiang,
2009).

La cascada metastasica se puede resumir en dos fases: la translocacion fisica de una célula
cancerosa desde el tumor primario al microambiente de un tejido distante y la colonizacion
que se da por el crecimiento de micrometastasis en tumores macroscopicos. Los estudios
experimentales y clinicos apoyan la hipotesis que las células cancerosas que persisten en
sitios metastasicos pueden existir en 3 estados alternativos: 1) células cancerosas viables
solitarias en un estado inactivo no proliferativo (latente); 2) micrometastasis que quedan en
pequefias lesiones; 3) lesiones macrometastasicas en crecimiento activo (Chaffer &
Weinberg, 2011).
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incluyen la invasion, intravasacion y extravasacion. Modificado de Molecular principles of metastasis: a
hallmark of cancer revisited, 2020.

Las células cancerosas metastasicas experimentan la perdida de adhesion célula-célula y
generan cambios en las interacciones célula-matriz; con estos cambios también existe
secrecion de heparanasas y metaloproteinasas de matriz para degradar la membrana basal y
la MEC. Por lo tanto, muchos biomarcadores metastésicos se han asociado con la
desregulacion de la MEC como claudina-7, proteina transmembranal de unién estrecha, la
cual se utiliza como biomarcador pronostico del CaMa ductal invasivo (Bernardi et al.,
2012).

La transicion epitelio-mesénquima (EMT) es un proceso que se caracteriza porque las células
epiteliales pierden la polaridad celular y la adhesion en la transicion a un fenotipo de células
metastasicas invasivas . La EMT se considera el medio a través del cual las células epiteliales
transformadas adquieren la capacidad de invadir, resistir la apoptosis (anoikis) y diseminarse.
Ademas, es un proceso involucrado en morfogénesis embrionaria y cicatrizacion de heridas.
La EMT puede activarse de forma transitoria o estable en diferentes grados por las células
cancerosas durante la invasion y metastasis (Figura 4). Por lo tanto, las células cancerosas
que llevan a cabo la EMT durante la invasion inicial y la diseminacion metastasica pueden
pasar por el proceso inverso, denominado transicion mesénquima-epitelio (MET). En este
punto de EMT, las células entran a la circulacion para migrar hacia un nuevo tejido, al salir
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de la circulacion llevan a cabo la MET para detener la migracion y colonizar el nuevo tejido
que ahora formara el tumor secundario. Las células cancerosas pueden entrar en un programa
EMT solo parcialmente, adquiriendo nuevos rasgos mesenquimales mientras contintan
expresando rasgos epiteliales residuales (Hanahan & Weinberg, 2011).

Reguladores de EMT en metastasis del cancer de mama
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Figura 4. Representacion esquematica de la transicion epitelio mesénquima (EMT). Las células tumorales
atraviesan la EMT mediante la regulacion de las vias TGF-g, Wnt, Hedgehog y Notch, se desprenden de la
membrana basal y se intravasan a la circulacion para viajar al sitio secundario, colonizan diferentes drganos
mediante el proceso de la MET. Modificado de “EMT in breast cancer metastasis: an interplay of microRNAs,
signaling pathways and circulating tumor cells”, 2020.

La EMT es regulada por factores de crecimiento y vias de sefializacibn como
TGFp , Wnt, Notch y Hedgehog. También, otros factores contribuyen a la EMT como la
hipoxia, factores estresantes metabdlicos, rigidez de la matriz, y  moduladores
postraduccionales epigenéticos (Fares et al., 2020). La regulacion de la EMT esta controlada
por un conjunto de factores de transcripcién como Snail, Slug, Twist y Zeb1/2; estos factores
de transcripcion trabajan en conjunto y permiten a la célula cancerosa a adquirir
caracteristicas de invasion y migracién (A. Kumar et al., 2020).

El proceso de invasion por parte de las células cancerosas puede llevarse a cabo a través de
dos vias: invasion colectiva, que implica conjunto de células cancerosas que avanzan en masa
hacia los tejidos adyacentes; e invasion ameboide en la cual las células cancerosas
individuales muestran plasticidad morfoldgica que permite deslizarse a través de los
intersticios existentes en la matriz extracelular (Hanahan & Weinberg, 2011).
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Los genes o factores moleculares que desempefian un papel clave en la migracion y
metastasis se pueden clasificar en 2 categorias: a) activadores de metastasis y b) supresores
de metastasis (Yeeravalli & Das, 2021).

a) Los principales activadores de metastasis son factores de crecimiento (TGF-f, IL-1),
receptores (EGFR), factores de transcripcion (ID1), proteinas de la matriz extracelular
(VCAM-1) (Yeeravalli & Das, 2021).

Dentro de los factores de crecimiento involucrados en la metéstasis en CaMa se encuentra el
receptor del factor de crecimiento epidérmico, EGFR. Entre el 15y 30% de los tipos de CaMa
que expresan niveles elevados de EGFR presentan un mal pronostico, mientras que el 15y
el 35% de los tipos de CaMa invasivos que expresan altos niveles de EGFR2 (HER2) dan
como resultado una disminucion en la supervivencia de los pacientes. Tanto EGFR1 como
HER2 contribuyen a la metastasis del cancer de mama hacia el cerebro. HER2 promueve
diferenciacion celular, migracion y control del ciclo, apoptosis y angiogénesis. Trastuzumab
y Pertuzumab son dos alternativas terapéuticas especificas para tumores que sobreexpresan
HER2 (Figura 5) (Yeeravalli & Das, 2021).
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Figura 5. Via de sefalizacion de EGFR y sus terapias dirigidas al receptor. La via de sefializacion de EGFR
culmina en la diferenciacidon celular, migracién y control del ciclo, apoptosis y angiogénesis. Modificado de
“HER2-positive breast cancer”, 2017.

b) Entre los principales supresores de metastasis se encuentran enzimas (Nmz23), proteinas
supresoras (BRMS1), vias de sefializacion MAP cinasas (RhoB, RKIP), receptores de

12



membrana (CD82), factores de transcripcion (Myc) y proteinas de uniones estrechas (E-
cadherina) (Yeeravalli & Das, 2021).

Dentro de estos supresores de metéstasis, la perdida de la funcion del gen E-cadherina
favorece el incremento de proliferacion, invasion y metéstasis. Se ha reportado que una
disminucion en la expresién de E-cadherina se asocia a una mayor agresividad del céncer;
sin embargo, estudios recientes han demostrado que esta correlacion varia segun el tipo de
CaMa. Por ejemplo, en el carcinoma ductal invasivo, la E-cadherina promueve la metastasis,
mientras que en el carcinoma lobulillar invasivo actia como supresor de metastasis
(Yeeravalli & Das, 2021).

La EMT se caracteriza por la disminucion de marcadores epiteliales como E-cadherinas y 6-
catenina e incremento simultdneo de marcadores mesenquimales como Vimentina, N-
cadherina, fibronectinas y diversas metaloproteinasas de matriz (A. Kumar et al., 2020). La
N-cadherina normalmente se expresa en neuronas migratorias y en células mesenquimales
durante la organogenesis, y regula positivamente células de cancer invasivo (Hanahan &
Weinberg, 2011).

Ademas, en los tumores, la angiogénesis es requerida para el transporte de nutrientes y la
eliminacion de productos de desecho; los vasos sanguineos proporcionan una ruta para que
las células cancerosas que se han desprendido de la masa tumoral ingresen al sistema
circulatorio y favorezcan la metéstasis. El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
es un blanco terapéutico clave en el desarrollo de terapias anti-angiogénicas para tratar
diversos tipos de tumores (Sato & Itamochi, 2012).

Diversos genes han sido identificados en el proceso de metéstasis, en este proyecto
analizaremos la expresion de dos genes que inhiben metastasis:

EI RNA largo no codificante MALAT1 (Transcrito 1 de adenocarcinoma de pulmon asociado
a metastasis) suprime metastasis en CaMa a través de EMT ( Li et al., 2018; Jinesh & Brohl,
2020). MALATL se une e inactiva el factor de transcripcion pro-metastasico TEAD, lo que
lleva a la inhibicion de la actividad transcripcional de TEAD (Kim et al., 2018). TEAD es
mediador critico de EMT y metéastasis durante la progresion del cancer, su activacion
interrumpe las uniones célula-célula, promueve la expresién de genes que promueven el
fenotipo de células mesenquimales y aumenta la migracion e invasion celular; ademas,
contribuye a la EMT mediante la regulacion positiva de Slug y ZEB1, que son los principales
factores de transcripcion de EMT (Huh et al., 2019). Ademas, MALAT1 se regula a través
de un mecanismo dependiente de miRNAs por el supresor de tumores clave PTEN. A su
vez, MALAT1 suprime migracion e invasion de las células del CaMa al modular la expresion
de genes como EpCAM que tiene capacidad oncogénica al promover la regulacién positiva
de c-myc y suprimir la expresion de E-cadherina e ITGB4, el cual aumenta la agresividad de
los carcinomas y las neoplasias malignas (Kwok et al., 2018).
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Por otra parte, Maspina (inhibidor de la serina proteasa mamaria) es la Unica serpina
proapoptética implicada en la regulacion de la apoptosis en el CaMa. Se ha reportado que la
expresion de Maspina se reduce en estadios avanzados de CaMa. Incluso, la ausencia de
Maspina surge como indicador de progresion tumoral y potencial metastasico (Berardi et al.,
2013). En el desarrollo, Maspina juega un papel esencial en la embriogénesis y un papel
critico en la diferenciacion de células epiteliales (Bernardo et al., 2017). Ademas, se ha
demostrado que Maspina muestra actividad supresora al inhibir el crecimiento tumoral y la
metastasis. Varios estudios demostraron que Maspina provoca cambios en la expresion de
proteinas asociadas con el citoesqueleto de actina que predicen un fenotipo menos mévil e
invasivo (Berardi et al., 2013; W. Zhang et al., 2005).

La funcion colectiva de Maspina es apoyar el fenotipo diferenciado de las células epiteliales,
que incluye una organizacion polarizada y estable a través de la interaccion célula-célula y
célula-matriz (Bernardo et al., 2017). Maspina tiene localizacion nuclear y distribucion
subcelular. La localizacion nuclear de Maspina en las células cancerosas es necesaria para su
actividad supresora de tumores. Se ha sugerido que en el nacleo Maspina se une a la
cromatina y suprime la invasion y la metéstasis en lineas celulares de CaMa (Berardi et al.,
2013; Bernardo et al., 2017). Se ha reportado que en CaMa, Maspina interactta y regula la
actividad de HDAC1 regulando la relajacion de la cromatina. Maspina se une y regula
negativamente las regiones promotoras de los genes ESRRA y CSF1, dos genes cruciales en
la progresion del CaMa, por lo que Maspina regula transcripcionalmente a los genes ESRRA
y CSF1 através de laactividad de HDAC1 (Goulet et al., 2011).

Dentro de la distribucion subcelular, Maspina se encuentra predominantemente en el
citoplasma, por lo que se secreta potencialmente a través de exosomas (Pemberton et al.,
1997), como consecuencia de dafio celular o necrosis. Se ha sugerido que Maspina secretada
podria unirse a los componentes de la matriz extracelular (Berardi et al., 2013).

1.5 Clasificacion histopatologica del CaMa

La clasificacion histopatologica del CaMa se subdivide en dos tipos: pre-invasivo e invasivo.
El subtipo pre-invasivo se divide a su vez en carcinoma ductal in situ (CDIS) que se desarrolla
en los conductos y el carcinoma lobulillar in situ (CLIS) que se desarrolla en los lobulillos.
El subtipo invasivo se divide en carcinoma ductal, el cual se desarrolla a partir del CDIS,
hace metéstasis a través de los ganglios linfaticos y vasos sanguineos, y el carcinoma
lobulillar (CLI) que contiene células tumorales aisladas con mutaciones en el gen de E-
cadherina, hace metastasis preferentemente en pulmon y cerebro. (Harbeck et al., 2019).

En México, el diagndstico y los esquemas de tratamiento para CaMa se basan principalmente
en la presencia o ausencia de receptores. A continuacion, se describen los 3 subtipos de CaMa
con base en esta clasificacion.
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1.5.1. Receptores hormonales (RE y RP)

Los receptores de estrégeno (RE) y de progesterona (RP) presentan una estructura similar,
que incluye dominios de union a hormonas, sefial de localizacién nuclear, union a DNA y
transactivacion. Estos receptores se activan despueés de la union de hormonas de alta afinidad
Yy, una vez activados, funcionan como factores de transcripcion al unirse a los promotores de
los genes blanco. Entre el 70-75% de los carcinomas de mama sobreexpresan RE y RP.
Existen 2 isoformas del RE codificadas por genes ubicados en diferentes cromosomas: RE
alfa y RE beta, los cuales comparten una alta homologia de secuencia. En el caso del RP, el
gen codifica para 2 proteinas principales, la isoforma B (RPB) y la isoforma A (PRA) (Lamb
et al., 2019).

La identificacion del RE es importante porque es un marcador prondstico y predictivo de
respuesta al tratamiento. En contraste, la cuantificacion del RP solo tiene valor pronostico
(Lamb et al., 2019). Aunque existe correlacion directa entre los niveles de RP y la respuesta
a terapia hormonal, los tumores con muy baja expresion de RP (>1%) tienen probabilidad de
responder (Candanedo-Gonzélez & Pérez-Salazar, 2012).

1.5.2 Triple negativo (TN)

El CaMa triple negativo (TN) se caracteriza por la ausencia de expresion de RE y RP y
expresion y/o amplificacion de HERZ2; representa del 10 al 20% de los CaMa invasivos (P.
Kumar & Aggarwal, 2016).

No existe opcion de tratamiento para CaMa subtipo TN. Debido a la falta de expresion de
blancos terapéuticos, la quimioterapia es la Gnica opcion de tratamiento primario, junto con
la radioterapia y la cirugia. El CaMa TN se caracteriza por su curso clinico agresivo y de mal
prondstico en comparacion con los otros subtipos de CaMa (Uscanga-Perales et al., 2019).

1.5.3 Receptor 2 del factor de crecimiento Epidermal (HER2)

El receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) pertenece a la familia de
los receptores del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). La sobreexpresion de HER2 es
un factor de riesgo prondstico y predictivo negativo para la supervivencia (Loibl & Gianni,
2017). La familia de receptores del factor de crecimiento epidérmico incluye EGFR, HER2,
HER3 y HER4, de los cuales estructuralmente HER2 contiene una regién extracelular mas
grande en comparacion a los otros receptores, un dominio transmembrana y una regién
intracelular que incluye el dominio tirosina cinasa (Hart et al., 2020). La transduccion de
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sefiales de la familia de receptores de EGFR se realiza a través de la homo- o
heterodimerizacion de los receptores para posteriormente activar vias como PI3K/AKT,
RasIMEK/ERK y JAK/STAT que regulan la supervivencia celular, proliferacion,
diferenciacion, apoptosis, angiogénesis y metastasis (Albagoush & Limaiem, 2021;
Goutsouliak et al., 2020).

El CaMa HER2+ es un subtipo que sobreexpresa el receptor tirosina cinasa HER2,
amplificando la sefial de HER?2. La sobreexpresion y amplificacion de HER2 ocurre en el 20-
30% del CaMa (Hart et al., 2020). Los pacientes con CaMa HER2 + se caracterizan por
presentar una enfermedad mas agresiva, mayor probabilidad de metastasis en ganglios
linfaticos, disminucién de la expresion del RE, resistencia a terapia endocrina y suelen
responder a la terapias anti-HER2 (Loibl & Gianni, 2017).

La sefializacion de HER2 se ve afectada por la dimerizacion con otros miembros de la familia
EGFR. La fosforilacion y activacion de HER2 esta impulsada por su dimerizacion con
diversos miembros de la familia de EGFR. EIl heterodimero HER2/HERS es responsable
principalmente de la activacion del receptor HER3 que tiene un dominio cinasa inactivo; este
heterodimero es importante para la sefializacion de PI3K/Akt en tumores HER2+. De esta
forma, la sobreexpresion de HER2 promueve la sefializacion de otros receptores (Hart et al.,
2020). Diversos articulos han reportado que la sobreexpresion de HER2 es debida a la
amplificacion de la region cromosomal en la que se localiza este gen, region a la que se le ha
denominado Amplicon de HER2.

1.5.4 Amplicon HER2

El amplicon HER2 (Chrl17g12-21) esta conformado por alrededor de 15 genes como HER2,
MEDL1, STARD3, HER2, GRB7, THRA, RAR «, TOP20, IGFBP4, CCR7, KRT20, KRT19
y GAST y cuenta con una regién de amplificacion que se extiende de 34.73 Mb a 35.48 Mb.
El gen HER2 presenta la frecuencia mas alta de amplificacién y la frecuencia de
amplificacion de un gen disminuye con respecto a su distancia de HER2, esto sugiere que la
inestabilidad dentro de Chrl7q, es impulsada por el amplicon de HER2 (Figura 6) (Jacot
etal., 2013).

La amplificacion de HER2 es un factor de prondstico adverso, con mayor probabilidad de
metéstasis y una menor supervivencia; ademas, es un factor predictivo de respuesta a la
terapia anti-HER2 (Jacot et al., 2013). Uno de los genes localizado a 2Mb de HER2 que
también esta implicado en CaMa es TOP2a (Jacot et al., 2013) En un estudio realizado en
pacientes con CaMa se observo la coamplificacion de TOP2a y HER2 en el 35,4 % de los
tumores positivos para HER2 (Ataseven et al., 2012).
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Figura 6. Distribucion de la amplificacion de la regién cromosomal 17q12-g21. Modificada de “The HER2
amplicon in breast cancer: Topoisomerase I1A and beyond. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)”, 2013.

1.5.5 Topoisomerasas.

Las topoisomerasas (TOP) son enzimas ubicuas que modulan el estado topologico del ADN
en la célula, eliminan nudos y enredos creando rupturas transitorias en la hélice del ADN
(Leone et al., 2010). La TOP agrega covalentemente un fosfato al ADN, rompiendo asi un
enlace fosfodiéster en una cadena de ADN. Esta reaccion es reversible y el enlace fosfodiéster
se vuelve a formar a medida que TOP se retira (Alberts, 2017).

Las topoisomerasas de ADN se pueden dividir en dos clases: las topoisomerasas de tipo 1,
las cuales tienen estructura monomeérica e introducen roturas transitorias en las hebras
simples del ADN, mientras que las topoisomerasas de tipo 2 presentan estructuras
homodiméricas e introducen roturas bicatenarias transitorias (Bush etal., 2015). Las
topoisomerasas humanas comprenden una familia de seis enzimas: cuatro topoisomerasas de
tipo 1 (TOP1, TOP1MT, TOP3a y TOP3p) y dos de tipo 2 (TOP2a y TOP2B) (Pommier
etal., 2022).

Las topoisomerasas 1 (TOP1) actla en la replicacion formando transitoriamente un enlace
covalente Gnico con el ADN, esto permite la libre rotacion del ADN alrededor de los enlaces
covalentes unidos al fosfato. Cualquier tension en la hélice del ADN impulsara esta rotacion
en la direccién que alivia la tension. Como resultado, la replicacién del ADN puede ocurrir
con la rotacion de sélo una pequefia longitud de hélice (Alberts, 2017).
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Las topoisomerasas 2 (TOP2) relajan el ADN superenrollado tanto positiva como
negativamente de manera dependiente de ATP y Mg 2+ (Bush et al., 2015). TOP2 es una
enzima esencial que gestiona los superenrollamientos formados durante procesos celulares
como la replicacion y la transcripcion, también libera la torsion de segmentos de ADN de
doble cadena enredados para promover la segregacién cromosdémica. TOP2 utiliza el
mecanismo denominado "paso de cadena" del ADN, que acopla la hidrolisis de ATP para la
formacion de rupturas transitorias de doble cadena (DSB) mediadas por TOP2 para trasladar
fisicamente un daplex de ADN a traveés de otro (Lee et al., 2017). Estas enzimas son activadas
cuando dos hélices dobles se cruzan entre si, como las generadas por superenrollamiento
frente a una horquilla de replicacion. Una vez que TOP2 se une a dicho sitio de cruce, la
proteina usa la hidrélisis de ATP para realizar el siguiente conjunto de reacciones de manera
eficiente: 1) rompe una doble hélice de manera reversible para crear una "puerta” de ADN;
2) hace que la segunda doble hélice pase a traves de esta abertura; 3) vuelve a sellar la ruptura
y se disocia del ADN. TOP2 desenreda gradualmente las cadenas de ADN concatenadas entre
la fase S y la mitosis temprana (Figura 7) (Alberts, 2017).

De las dos isoformas de TOP2 (alfa y beta) (Lee et al., 2017), el gen TOP2a Se encuentra en
el cromosoma 17, mientras que el gen de TOP2B en el cromosoma 3 (Tan et al., 1992).
TOP2a. es esencial para la supervivencia de celulas en crecimiento activo y se encuentra en
la replicacion. TOP2B adn no se ha definido su funcion. TOP2a es blanco de algunos
farmacos anticancerigenos, ya que su funcion es requerida para que las células se dividan
activamente, y la interrupcion de la funcién enzimatica pueda inducir dafio en el ADN
generando un efecto citotoxico (Lee et al., 2017). Estos farmacos se dividen en dos clases:
1) segun su capacidad para inhibir la actividad catalitica de TOP2a 0 2) para aumentar el
nivel de complejos covalentes de TOP2a-ADN (Leone et al., 2010). En este proyecto se
utilizara Resveratrol que se clasifica dentro de la primera clase, debido a que inhibe la
actividad de TOP2a.
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en el tercer paso de la figura y por lo tanto producen altos niveles de roturas de doble cadena que destruyen
las células que se dividen rapidamente. Los pequefios circulos amarillos representan los fosfatos en la columna
vertebral del ADN que se unen de forma covalente a la topoisomerasa. Modificado de “Molecular Biology of
the Cell”, 2017.

1.6 Tratamiento de primera y segunda linea para tumores HER2+

El tratamiento del CaMa debe ser individualizado y basado en una medicina personalizada.
(Santaballa B, 2020). Habitualmente, el tratamiento de primera linea para el CaMa HER2+
es una combinacion de pertuzumab, trastuzumab y quimioterapia con antraciclinas. El
tratamiento de segunda linea a base de taxanos (Paclitaxel) se usa en pacientes con CaMa en
donde, 1) CaMa se disemino durante el tratamiento con trastuzumab, 2) en donde hay
recurrencia en un lapso de 12 meses después de detener el tratamiento con trastuzumab o 3)
si el cancer progresa mientras se recibe tratamiento de primera linea (American Society of
Clinical Oncology, 2017). Cuando los tratamientos de primera linea dejan de ser efectivos
contra el CaMa inicia un tratamiento de segunda linea a base de quimioterapia.

1.6.1. Quimioterapia

La quimioterapia es el uso de farmacos para destruir células cancerosas, generalmente
impactan en la proliferacion y la division de las células cancerosas; sin embargo, en muchos
ocasiones los farmacos generan efectos colaterales en las células sanas (American Society of
Clinical Oncology, 2017).

El CaMa localmente avanzado e inoperable se aborda con una quimioterapia neoadyuvante
que ayuda a reducir los tumores para lograr que estos sean operables. Actualmente, la terapia
neoadyuvante se utiliza en el CaMa en estadios tempranos y avanzados. El tratamiento
adyuvante esta dirigido al control de células residuales y metastasicas restantes de la
enfermedad, para reducir las tasas de recurrencia y mejorar la sobrevida a largo plazo (Fisusi
& Akala, 2019).

La quimioterapia para el CaMa metastasico varia en cuanto al tiempo de administracion que
puede ser una vez por semana, cada dos, cada tres o cada cuatro semanas. La quimioterapia
se administra durante al menos 4 a 6 meses o0 hasta que el paciente experimenta demasiados
efectos secundarios. Una persona con CaMa metastasico generalmente recibe 1 farmaco a la
vez en lugar de una combinacion; sin embargo, ocasionalmente se recomienda un régimen
de combinacién. La mejor opcién de quimioterapia para cada paciente depende de varios
factores, del tratamiento anterior recibido, posibles efectos secundarios y la salud en general
del paciente (American Society of Clinical Oncology, 2017). Uno de los farmacos
comunmente utilizados en quimioterapia en CaMa es Paclitaxel.
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1.6.2. Paclitaxel

Paclitaxel (PTX) es un agente estabilizador de microtibulos (Algahtani et al., 2019). Los
microtibulos son polimeros cilindricos compuestos de dimeros de tubulina. Las tubulinas a
y B se ensamblan para formar heterodimeros que constituyen los microtibulos. La tubulina
es una proteina de mantenimiento, ya que los microttbulos participan en actividades celulares
esenciales entre las que se incluye la division celular (Wordeman & Vicente, 2021).

Paclitaxel se une a los 31 aminoacidos N-terminales de la subunidad B-tubulina en el
microtdbulo, estabiliza los microtibulos y detiene la mitosis de las células sométicas en
G2/M durante la divisién celular (Algahtani et al., 2019). Debido a que las fases G2 y M son
las fases mas radiosensibles del ciclo celular, el Paclitaxel también es un potente
radiosensibilizador. Paclitaxel presenta efectos biologicos adicionales, como alterar la
sefializacion de las proteinas cinasas activadas por mitdgeno, Raf-1, tirosina cinasas, INK y
oOxido nitrico sintasa. También, desencadena la apoptosis a través de la expresion de proteinas
relacionadas con la apoptosis como Bcl-2, Bad y Bcl-xL; a bajas concentraciones inhibe
selectivamente la angiogénesis (Marupudi et al., 2007).

Paclitaxel se usa como agente de segunda linea en CaMa combinado con trastuzumab (IMSS,
2017), para el tratamiento de CaMa metastasico después del fracaso de la quimioterapia
combinada o la recurrencia dentro de los 6 meses de la quimioterapia adyuvante (Algahtani
et al., 2019). Recientemente, algunas alternativas experimentales de tratamiento incluyen el
tratamiento combinado de Paclitaxel, con farmacos que inhiben vias de transduccion de
sefiales, como la inhibicion de la via de TOP2a

1.6.3 Resveratrol (RSV)

Resveratrol (RSV) es un polifenol natural que se encuentra en la cascara de frutos rojos,
incluidas las uvas y las moras (Demoulin et al., 2015). Se ha reportado que Resveratrol inhibe
la proliferacion de células cancerosas, lo que lleva a la apoptosis (Leone et al., 2010).
Resveratrol actia como un supresor de procesos inflamatorios que pueden influir en la
progresion del cancer; también esta relacionada con su capacidad para inhibir la invasion
tumoral, la metastasis y la neoangiogénesis (Demoulin et al., 2015).

El mecanismo de accion del Resveratrol consiste en inhibir la actividad catalitica de TOP2a
al unirse al dominio ATPasa. En la Figura 8, se observa este mecanismo, en donde las flechas
negras indican el ciclo enzimatico de la TOP2a no inhibido y las lineas rojas bloqueadas
indican pasos inhibitorios (Lee et al., 2017).
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Figura 8. Mecanismo propuesto para la inhibicion de topoisomerasa 2a dependiente de Resveratrol.
Esquema que representa la manera en que Resveratrol inhibe la TOP2. Las flechas negras indican el ciclo
enzimatico TOP2 no inhibido, donde 2 ATP se unen a los dominios ATP-gate (rosa) y se hidrolizan para separar
o unir los segmentos del ADN. Las lineas rojas blogueadas indican pasos inhibitorios, donde Resveratrol se
une a los dominios ATP-gate impidiendo la unién del ATP. Los dominios de topoisomerasa 2« estan coloreados
como se muestra en la leyenda inferior izquierda. El segmento G del ADN se muestra en naranjay el segmento
T se muestra en verde. Modificado de “Resveratrol: A novel type of topoisomerase Il inhibitor. Journal of
Biological Chemistry”, 2017.

1.7 Antecedentes especificos

Li Gang y colaboradores exploraron el efecto y el mecanismo de Paclitaxel en la
proliferacion, apoptosis e invasion de células de CaMa, encontrando que Paclitaxel puede
inhibir la proliferacion e invasion en células MCF-7 promoviendo apoptosis al regular la
expresion de p-AKT (Thr308) y p-AKT (Ser473) en la via de sefializacion PI3K/AKT (Li
et al., 2020). Por otro lado, Lee Joyce y colaboradores evaluaron el efecto de Resveratrol
como inhibidor de TOP2a., debido a que es quimicamente similar a ICRF-187, inhibidor de
TOP2a, encontrando que Resveratrol afecta la funcion de TOP2a, sugiriendo que otros
polifenoles podrian estar inhibiendo esta enzima (Lee et al., 2017).
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2. JUSTIFICACION

La metéstasis es la causa del 90% de la mortalidad por cancer. El subtipo de CaMa HER2+
se caracteriza por presentar amplificaciones en la region 17q12-g21, alteraciones que generan
el amplicén de HER2. Este evento se considera de mal prondstico y mayor probabilidad de
metastasis. El amplicon contiene genes amplificados/deletados que participan en el
desarrollo de CaMa, como lo es TOP2a. En este trabajo se identificara si la inhibicion de
TOP2a con Resveratrol y el tratamiento con Paclitaxel en la linea celular de CaMa, SKBR3

inhiben la metastasis de esta linea celular a través de la expresién del RNA largo no
codificante MALAT1 y el gen Maspina.

3. MAPA CONCEPTUAL

Afio 2020

. Cancer mis frecuente a . Clasificacion

nivel mundial en mujeres histopatolégica

18.55 casos nuevos CaMa por l
cada 100 mil habitantes ‘ HER2 RH ™ ‘
17q12 - q21
|
¥FE
== HER-2
- .,
- Amplicén HER2 3

17 | | TOP 2 |

—— s —— B L
) . ey ‘.e;' _‘_."\,..a
«+— Tratamiento 2da linea CaMa 4———— / —_—

Efecto en la metastasis

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La inhibicion de la via de TOP2a en la linea celular SKBR3 tratadas con Paclitaxel induce
la expresion de los genes asociados a metastasis, maspinay MALAT1?

5. HIPOTESIS

La inhibicion de la actividad de TOP2a en células SKBR3 tratadas con Paclitaxel induce la
expresion de los genes asociados a metastasis, maspinay MALATL.
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6. OBJETIVO
6.1 Objetivo general

Evaluar si la inhibicion de la via de TOP2a en células SKBR3 tratadas con Paclitaxel induce
la expresion de los genes asociados a metastasis, maspinay MALAT1.

6.2 Objetivos especificos

e Evaluar si la inhibicién de la actividad de TOP2a Yy el tratamiento con Paclitaxel
disminuye la viabilidad de la linea celular SKBR3

e Analizar la expresién de los genes maspina y MALATL que participan en la
regulacion de la metastasis en células SKBR3 tratadas con Resveratrol y Paclitaxel.

7. METODOLOGIA

Cultivo de las lineas celulares de CaMa.

Se utilizo la linea celular de CaMa SKBR3 (subtipo de CaMa HER2+). Las células se
cultivaron en medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 1X de
antibiotico-antimicotico en una atmosfera de 5% de CO2 a 37°C.

Evaluacion de viabilidad celular

Se cultivaron 30,000 células SKBR3 en cada pozo en una placa de 96 pozos. Después de 16
horas de cultivo las células se cultivaron en presencia de concentraciones crecientes de los
farmacos Paclitaxel y Resveratrol. Trascurridas 48 hrs de incubacion, se evalué la viabilidad
celular agregando 100 uL por pozo del reactivo de luminiscencia CellTiter-Glo (CellTiter-
Glo® Luminescent Cell Viability Assay). Las placas se incubaron durante 10 min a
temperatura ambiente (T.A). Posteriormente se cuantifico la luminiscencia en un
luminémetro. Se normalizé el valor de células control no tratadas como el 100% de viabilidad
celular para ajustar los valores de los diversos tratamientos. Se realizaron tres experimentos
independientes por duplicado. Una reaccion blanco se incluyé en cada lectura.
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Extraccion de RNA

Posterior a 48 hrs de tratamiento con Paclitaxel, Resveratrol y Paclitaxel+Resveratrol, 8 x
10° células SKBR3 fueron sembradas en placas de 6 pozos fueron desprendidas y
centrifugadas en un tubo de 1.5 ml. Se agrego 1 mL de TRIzol a cada tubo que contiene el
pellet de células, homogenizando cuidadosamente. Los tubos se incubaron por 5 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, se agregaron a cada tubo 200 pL de cloroformo; la
mezcla se homogenizo invirtiendo los tubos y se incubaron a temperatura ambiente por 5
minutos. Los tubos se centrifugaron por 15 minutos a 13,000 rpm a una temperatura de 4°C.
Se recupero la fase acuosa y se colocé en otro tubo; se agregaron 800 pL de isopropanol,
incubando a -20°C por 15 minutos. Nuevamente, se centrifugaron los tubos por 15 minutos
a 13,000 rpm a una temperatura de 4°C. Se elimin6 el sobrenadante de cada tubo y se
agregaron 800 pL de etanol/DEPC al 75%. Posteriormente, se centrifugaron 5 minutos a
7,500 rpm. Se elimind el sobrenadante y se invirtio el tubo para evaporar el etanol.
Finalmente, el RNA se resuspendié en 20 pL de agua DEPC y se cuantificd en un lector de
absorbancia (NanoDrop). Se analiz6 la integridad del RNA mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1%.

Posteriormente, se realiz6 tratamiento con DNAsa libre de RNAsas utilizando 2 ug de RNA
de cada réplica, junto con el buffer de reaccién y agua. La mezcla se incubé a 37°C por 30
minutos. Posterior a la incubacion, se agrego 1 L de la solucién de paro e incubando por 10
minutos a 65°C para inactivar la DNAsa. La sintesis de DNA complementario (CDNA) se
realizo con 1 ug de RNA tratado con DNAsa, 0.5 pg de oligo dT y 10 U de inhibidores de
RNAsas aforando con agua (grado Biologia Molecular) a 11 pL. Posteriormente, se incubo
por 5 minutos a 65°C. Al téermino de la incubacion, los tubos se colocaron en hielo durante 5
min. Se adiciono una mezcla de 2.5 mM de dNTPs, 1X de Buffer de la Transcriptasa inversa
y 200 U de Transcriptasa Inversa contenidos en 9 pL. Los tubos se incubaron por 1 hora a
37°C. Una ultima incubacion se realizé a 70°C por 10 minutos. Para verificar la correcta
sintesis del cDNA se realizd6 una PCR punto final utilizando oligonucleétidos del gen
constitutivo GAPDH (F: 5> GTG TTC CTA CCC CCA ATG TGT-3’;R: 5>-ATT GTC ATA
CCA GGA AAT GAG CTT-3"), los productos de PCR se analizaron en un gel de agarosa al
1%.

gPCR cuantitativo

Las reacciones de gPCR se realizaron con SYBR Green en el equipo StepOnePlus Real-Time
PCR System (Applied Biosystems™). Se realizo gPCR utilizando los oligonucleétidos que
flanquean una region de los genes de interés que regulan la metastasis (Maspina F: 5’-ATC
TGT CTC TCC ACC TCT CTG-3’; Maspina R: 5’-ATC CGA TGT TAC TGT TTG AAA
TCC-3’, MALAT1 F:5’-GTA AAC TAT ACC TAC TGT CCC TCA A-3’, MALATI1 R: 5°-
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AGA AAT ACT TAA ATT ACT AGC GTG TGG-3") y el gen constitutivo RPBL13A. Los
oligonuclettidos Maspinay MALAT1 fueron disefiados utilizando el programa Predesigned
gqPCR Assays de la empresa IDT. El oligonucledtido RPBL13A fue adquirido a la empresa
Qiagen. Para las reacciones de gPCR, se utilizaron 200 ng de cDNA y 5 pMol de cada primer,
1X de SYBR Green y agua grado biologia molecular necesaria para un volumen total de 10
pL. Obtenidos los datos de Ct de cada gen con sus tres réplicas se realiz6 el analisis de
expresion utilizando el gen constitutivo RPBL13A. Se utilizo la formula 2-24°t (Livak &
Schmittgen, 2001).

Analisis estadisticos

El analisis estadistico se realizd utilizando el programa estadistico GraphPad. Para evaluar la
normalidad de los resultados se realizd la prueba de Shapiro-Wilk. Se analizaron las
diferencias entre el grupo control con los diferentes tratamientos mediante la prueba U de
Mann-Whitney, en el cual un valor de p<0.05 fue considerado como estadisticamente
significativo.

8. RESULTADOS

8.1 La inhibicion de la actividad de TOP2a y el tratamiento con Paclitaxel disminuyen
la viabilidad de la linea celular SKBR3

Para determinar el efecto de la inhibicion de la actividad de TOP2o por Resveratrol y el
tratamiento con Paclitaxel, se evalud la viabilidad de la linea celular SKBR3. Se realizaron
3 ensayos independientes por duplicado en presencia de concentraciones crecientes de
Paclitaxel (40 nM, 60 nM, 80 nM, 100 nM y 120 nM) y Resveratrol (50 uM, 100 uM, 150
uM y 200 uM). Con este ensayo se identificd la concentracién que inhibe el 50% de la
viabilidad celular (1C50). El porcentaje de viabilidad fue normalizado con respecto a células
control no tratadas.

Se observo que para el tratamiento con Paclitaxel la concentracion que corresponde a la 1C50
fue de 120 nM (Figura 9). En el caso del tratamiento con Resveratrol, la concentracion
identificada para la 1C50 fue de 150 uM (Figura 10). Todos los tratamientos fueron
encontrados diferentes estadisticamente con respecto al grupo control (p<0.05).
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Figura 9. Efecto de Paclitaxel en la viabilidad celular de células SKBR3. Se sembraron 30,000 células
SKBR3, las cuales fueron tratadas con dosis crecientes de Paclitaxel durante 48 hrs. Se realizaron 3
experimentos técnicos independientes cada uno por duplicado. La viabilidad se determing utilizando el reactivo
Luminiscence CellTiter-Glo (Promega). Se consideraron resultados estadisticamente significativos, aquellos
con una p<0.05.
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Figura 10. Efecto de Resveratrol en la viabilidad celular de células SKBR3. Se sembraron 30,000 células
SKBR3, las cuales fueron tratadas con dosis crecientes de Resveratrol durante 48 hrs. Se realizaron 3
experimentos técnicos independientes cada uno por duplicado. La viabilidad se determing utilizando el reactivo
Luminiscence CellTiter-Glo (Promega). Se consideraron resultados estadisticamente significativos, aquellos
con una p<0.05.
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Posterior a la determinacion del 1C50, se llevo a cabo un ensayo con la combinacion de las
concentraciones correspondientes a la IC50 de cada farmaco, para evaluar su efecto en
conjunto, se realizaron 3 ensayos independientes por duplicado. Se observo que la
combinacion de farmacos no tuvo un efecto aditivo comparado con los tratamientos
individuales. Los diferentes tratamientos fueron diferentes estadisticamente comparados con
el control (p<0.05) (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de Paclitaxel y Resveratrol en la viabilidad celular de células SKBR3. Se sembraron 30,000
células SKBR3, las cuales fueron tratadas con las dosis correspondientes a la IC50 de Paclitaxel y Resveratrol
durante 48 hrs. Se realizaron 3 experimentos técnicos independientes cada uno por duplicado. La viabilidad
se determind utilizando el reactivo Luminiscence CellTiter-Glo (Promega). Se consideraron resultados
estadisticamente significativos, aquellos con una p<0.05.

8.2 Analisis de la expresidn de genes que participan en la regulacién de la metéstasis en
células SKBR3 tratadas con Resveratrol y Paclitaxel.

Para analizar la expresion de MALAT1 y Maspina, los cuales son genes que participan en la
regulacion de la metéstasis en cancer. Se sembraron células SKBR3 en presencia de las
concentraciones previamente identificadas de Paclitaxel, Resveratrol y la combinacién de
ambos farmacos durante 6 hr y 12 hr. Posterior al tratamiento se realiz6 la extraccion del
RNA vy se verifico su integridad a través de la identificacion de las subunidades del RNA
ribosomal 28S y 18S (Figura 12A). Verificada la integridad se realizé la sintesis del cDNA.
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Figura 12. PCR en punto final de GAPDH. A) Imagen representativa de electroforesis de RNA total de células
SKBR3 tratadas con DMSO; PTX (120 nM), RSV (150 uM) y PTX+RSV (120 nM, 150 uM) durante 6 hr en un
gel de agarosa al 1.2%, se observan las subunidades ribosomales 28S y 18S. B) Imagen representativa de
electroforesis del productode PCR en punto final de GAPDH de las celulas SKBR3 tratadas con DMSO PTX
(120 nM), RSV (150 uM) y PTX+RSV (120 nM, 150 uM) durante 6 hr.

Se realizo un PCR en punto final para GADPH para verificar que la sintesis de cDNA se
realiz6 correctamente (Figura 12B). Posteriormente, se realizd PCR en tiempo real (QPCR)
para el gen constitutivo RPBL13A y los genes MALAT1 y Maspina quienes se han visto
involucrados en la modulacion de la metastasis. Una gréafica de la curva de amplificacion es
mostrada en la Figura 13, indicando como cada una de las muestras amplifica
exponencialmente en cada ciclo hasta llegar a la fase de meseta. Para el andlisis cuantitativo
de expresion se obtuvo el valor de ciclo umbral (Ct) de cada muestra. Por otra parte, también
se analizaron las curvas de disociacion, en la cual esta graficada la fluorescencia con respecto
al tiempo (dF/dT). La curva de disociacion nos indica si el producto amplificado es el mismo
en todas las muestras, pues al tener la misma temperatura de disociacion solo se observara
un solo pico, de tener mas de un producto se observarian mas de un pico los cuales
corresponderian a diferentes temperaturas de disociacion (Figura 14). Las curvas de
disociacion o temperatura melting es una estrategia utilizada cuando se realizan ensayos de
gPCR con SYBR Green para confirmar que la fluorescencia es generada por la amplificacion
un solo producto.
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Figura 13. Curva de amplificacién de RPBL13A. Curva de amplificacion de un fragmento del gen RPBL13A
de células SKBR3 tratadas con DMSO, PTX (120 nM), RSV (150 uM) y PTX+RSV (120 nM, 150 uM) durante
6hry 12 hr. Se observa la amplificacion exponencial de RPBL13A en las diferentes muestras. Las reacciones
de gPCR se realizaron utilizando el fluoréforo SYBR Green.
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Figura 14. Curva de disociacion del producto amplificado por gPCR del gen RPBL13A. Curva de disociacion
del producto amplificado del gen RPBL13A de células SKBR3 tratadas con DMSO, PTX (120 nM), RSV (150
uM) y PTX+RSV (120 nM, 150 uM) durante 6hr y 12 hr. En la gréafica se observa que la temperatura de
disociacién (87.5 grados) del producto amplificado es la misma, por lo cual todas las muestras tienen el mismo
producto.
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Figura 15. Expresion relativa de MALATL1 en diferentes lineas celulares. Se realizo gPCR utilizando como
sonda a SYBR Green para amplificar un fragmento del gen de MALAT1 en diferentes lineas celulares. La
grafica muestra la expresion basal del RNA mensajero de MALATL en las lineas celulares MDA-MB-231,
MCF7, HeLa, NK/E6/E7, NKE7 y SKBR3. Al no contar con un cultivo primario de células como calibrador,
solo se aplicé la formula 2 P,

MALAT1 suprime metastasis en CaMa, por lo cual se evaludé de forma exploratoria la
expresion de MALAT1 en diferentes lineas celulares. Se encontro que las lineas celulares de
queratinocitos que expresan a los oncogenes E6 y E7 del VPH16 (NKE6/E7) y MCF7 son
las que expresan mayormente MALATL1, en cambio en la linea celular SKBR3 se observé
una baja expresion de MALATL1 (Figura 15). Por otro lado, la ausencia de Maspina en CaMa
es un indicador de progresion tumoral y potencial metastasico por lo cual se realizé el mismo
ensayo exploratorio que con MALAT1. En el caso de Maspina, solo la linea célular NKE6/E7
presenta una mayor expresion de Maspina; SKBR3 presento una muy baja expresion de
Maspina (Figura 16).
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Figura 16. Expresion relativa de Maspina en diferentes lineas celulares. Se realizo gPCR utilizando como
sonda a SYBR Green para amplificar un fragmento del gen de Maspina en diferentes tipos de lineas celulares.
La grafica muestra la expresion basal del RNA mensajero de Maspina en las lineas celulares MDA-MB-231,
MCF7, HeLa, NK/E6/E7, NKE7 y SKBR3. Al no contar con un cultivo primario de células como calibrador,
solo se aplicé la férmula 2 P<,

Posterior a la evaluacion de MALAT1 y Maspina en diferentes lineas celulares, se realizaron
los ensayos de qPCR para las células SKBR3 tratadas con DMSO, Paclitaxel, Resveratrol y
Paclitaxel+Resveratrol, a las 6 horas y 12 hr de tratamiento. Se utilizo el método de Livak (
2744¢t) para analizar los datos del qPCR, este método compara la expresion de -ACt de
nuestro gen de interés (MALATL1, Maspina) con la del gen constitutivo (RPBL13A); después
compara la expresion de las muestras experimentales con los tratamientos contra el control
con DMSO.

Los resultados encontrados muestran un aumento en la expresion de MALAT1 alas 6y 12
horas con los tratamientos con Resveratrol, aunque esta expresion no fue estadisticamente
significativa con respecto al control. De manera interesante, los tratamientos con Paclitaxel
y Paclitaxel + Resveratrol mostraron una disminucién del transcrito comparado con el control
(Figura 17). En el caso de Maspina, no se observo expresion en los tratamientos de Paclitaxel,
Resveratrol y Paclitaxel+Resveratrol a las 6 hr, al igual que para los tratamientos con DMSO,
Gnicamente se observd expresion en los tratamientos a las 12 hr (Figura 18).
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Figura 17. Expresion relativa de MALAT1. Se realizd gPCR para amplificar un fragmento del gen MALAT1
utilizando el cDNA de celulas SKBR3 tratadas con DMSO, PTX (120 nM), RSV (150 uM) y PTX+RSV (120
nM, 150 uM) alas 6 hry 12 hr. Los resultados representan la expresion relativa de MALAT1 entre los diferentes
tratamientos. Se realizaron 3 réplicas técnicas independientes.
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Figura 18. Expresion relativa de Maspina. Se realizd qPCR para amplificar un fragmento del gen Maspina
utilizando el cDNA de celulas SKBR3 tratadas con, PTX (120 nM), RSV (150 uM) y PTX+RSV (120 nM, 150
uM) a las 12 hr. Los resultados representan la expresion de Maspina en los diferentes tratamientos.
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9. DISCUSION

CaMa es la principal muerte por neoplasia en mujeres. El subtipo HER2+ es uno de los
subtipos mas agresivos que genera quimioresistencia, por lo que es necesario realizar
busquedas alternativas de tratamiento.

En este proyecto se encontré que la IC50 para Paclitaxel fue de 120 nM a las 48 hr en la linea
celular SKBR3 de CaMa (Subtipo HER2+). Li y colaboradores reportaron una IC50 de 1 uM
en la linea celular MCF7 de CaMa (subtipo hormonal) ( Li et al., 2020). Por otro lado, Zhang
y colaboradores reportaron una inhibicién de la proliferacion de aproximadamente el 60%
con concentraciones de 4 mMy 7 mM en la linea celular SKBR3 a las 24 hr (Y. Zhang et al.,
2018). Los resultados de Li y col., son diferentes a los nuestros debido a que la linea celular
de CaMa (MCF7) es de subtipo hormonal. En el caso del estudio de Zhang la concentracion
que utilizaron es mayor a la que se uso en el proyecto de tesis, podria ser debido a que en sus
ensayos ellos evaltan el radio de inhibicion de la proliferacion.

Al realizar la combinacion de tratamientos no se observo un efecto aditivo entre Paclitaxel y
Resveratrol. Fukui y colaboradores encontraron resultados similares al combinar 50 nM de
Paclitaxel y 40 uM de Resveratrol, sugiriendo que Resveratrol podria estar disminuyendo la
actividad quimioterapéutica de Paclitaxel (Fukui et al., 2010).

Naderi y colaboradores analizaron el efecto de alantolactona en la linea celular de CaMa,
MDA-MB 231. En este estudio se encontrd que la inhibicion de STAT3 por alantolactona
promueve apoptosis e inhibe migracion en células MDA-MB-231 derivadas de CaMa al
reducir la expresion de N-cadherina y Vimentina. Los autores no realizaron ensayos de
herida, ni ensayos de migracion (Transwell) (Naderi etal., 2022). De manera similar,
nosotros no realizamos estos ensayos; sin embargo, si se evallo la expresion del RNA largo
no codificante MALAT1 y Maspina, genes importantes en la regulacion de metastasis en
cancer.

Observamos un incremento de la expresion de MALATL1 en células SKBR3 tratadas con
Resveratrol a las 6 hr y 12 hr, aunque este incremento no fue estadisticamente significativo
comparado con el grupo control. MALATL1 se ha descrito como promotor de metastasis en
algunos tipos de cancer; por ejemplo, cancer de pulmon e higado. Sin embargo, en un estudio
realizado por Kim y colaboradores en el que utilizaron xenoinjertos, observaron que la
sobrexpresion de MALATL inhibe metéastasis, mientras que la baja expresion de MALAT1
induce metastasis en CaMa. Los autores encontraron que MALAT1 inhibe metastasis al
secuestrar al factor de transcripcion pro-metastasico TEAD (Kim etal., 2018). En otro
estudio realizado por Kwok y colaboradores, de igual forma, encontraron que MALAT1
suprime migracién e invasion en células SKBR3 (CaMa) y HCT116 y RKO (cancer de
colon). En este estudio, los autores identificaron 3 principales hallazgos: 1) las propiedades
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supresoras de tumores por MALATL; 2) la regulacion de MALAT1 por PTEN de manera
dependiente de miRNA; y 3) la regulacion potencial de MALATL por genes que participan
en la migracion e invasion de células cancerosas, como EpCAM e ITGB4 (Kwok etal.,
2018). Conforme a lo reportado en otros estudios, Resveratrol al aumentar la expresion de
MALAT1 estaria inhibiendo la migracion y metastasis de las células de CaMa, SKBRS3.

En el caso de la expresion de Maspina, no se observo expresion basal en las células SKBR3,
Unicamente se encontrd expresion en las células después del tratamiento con Paclitaxel,
Resveratrol y Paclitaxel+Resveratrol a las 12 hr. Esto sugiere que la expresion de Maspina
se incrementa después de las 12 hr de tratamiento con Resveratrol. Dos estudios
independientes realizados por Dzinic y col., y Gao y col., demostraron que la pérdida
homocigotica de la expresion de Maspina en ratones es embrionariamente letal (Dzinic et al.,
2017; Gao et al., 2004). Bernardo y colaboradores, reportaron que Maspina inhibe la invasion
de celulas de CaMa in vitro y bloquea metastasis tumoral in vivo (Bernardo et al., 2017).
Ademas, los autores reportaron que la funcion colectiva de Maspina auxilia a diferenciar las
celulas epiteliales, a organizar la polaridad y establecer interacciones célula — célula 'y célula
— matriz. Por otro lado, Berardi y colaboradores , reportdé que Maspina es la Unica serpina
proapoptatica implicada en la regulacion de la apoptosis en CaMa. La expresion de Maspina
disminuye en estadios avanzados e invasivos de CaMa (Berardi et al., 2013). Ademas, dos
estudios independientes realizados por Maass y col., y Stark y col., demostraron que la
expresion de Maspina se reduce en los tumores primarios y en la metastasis (Maass et al.,
2001; Stark etal., 2010). Estos datos reportados por otros autores, respaldan nuestros
resultados al no encontrar expresion de manera basal de Maspina en la linea celular de CaMa,
SKBR3. Al incrementar la expresion de Maspina posterior a 12 hr de tratamiento podria ser
indicador de que Resveratrol promueve la expresion de Maspina. Una incubacion de las
células con un tiempo mayor de 12 hrs de tratamiento podria promover un incremento de
expresion de Maspina.

Nosotros evaluamos la expresion de Maspinay MALAT1 como una medida indirecta de la
supresion de la metastasis por los tratamientos. Sin embargo, ensayos adicionales son
necesarios paea demostrar la inhibicion de migracion e invasion de las células SKBR3 por
los tratamientos utilizados.

10. CONCLUSION
El uso individual de Resveratrol y Paclitaxel disminuyen la viabilidad celular de la linea

celular SKBR3, mientras que la combinacion de ambos farmacos no tuvo un efecto aditivo
en la disminucion de la viabilidad.

Ademas, Resveratrol y Paclitaxel promovieron el aumento en la expresion del RNA
mensajero de MALAT1 y Maspina, los cuales son genes que participan en la regulacion de
metastasis; sin embargo, estos resultados no fueron estadisticamente significativos. Es
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rnecesario realizar ensayos adicionales para evaluar el potencial papel que tiene Resveratrol
y Paclitaxel en la inhibicion de invasion y migracion.

11. PERSPECTIVAS
* Realizar ensayo de cierre de herida en células SKBR3 tratadas con Resveratrol y Paclitaxel

* Realizar ensayo de Transwell en células SKBR3 tratadas con Resveratrol y Paclitaxel.
* Analizar la expresion del RNA mensajero de Maspina a las 18 y 24 hrs en células SKBR3
tratadas con Resveratrol y Paclitaxel
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