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RESUMEN

El conocimiento sobre los principales procesos bioldgicos asociados al cancer de mama se
ha basado en gran medida en el uso de lineas celulares de cancer. La mayoria de esas lineas
celulares se han generado a partir de tumores humanos de poblacién caucasica, lo que limita
los estudios centrados en la evaluacion de las diferencias en la biologia del cancer y la
respuesta o susceptibilidad de las drogas entre las poblaciones. El objetivo principal del
presente estudio fue generar y caracterizar parcialmente lineas celulares a partir de tejido
obtenido de mujeres mexicanas que padecen cancer de mama. Para cumplir con ello se
trabajo con cuatro pacientes diagnosticadas con carcinoma ductal infiltrante. Las muestras
fueron procesadas hasta obtener una suspension celular. Una vez obtenida la linea celular
se evalu6 mediante inmunohistoquimica la expresion de citoqueratina 7 y vimentina para
determinar el fenotipo celular. Asimismo, se cuantificoé mediante PCR en tiempo real la
expresion de los microRNAs miR-145, miR-155, miR-181a y miR-205, los cuales estan
implicados en la oncogénesis. Por ultimo, se evalué mediante MTT la susceptibilidad de la
linea 1D014-T ante doxorrubicina, 5-fluorouracilo y CAPE. De las muestras de tejido
obtenidas de las cuatro pacientes se establecieron siete cultivos celulares primarios de tejido
tumoral (ID010-T, ID012-T, ID013-T e ID014-T), tejido aparentemente normal (ID013-N
e ID014-N) y de un ganglio linfatico involucrado (ID014-G). Las lineas tumorales 1D014-
T e ID014-G provenientes de la misma paciente mostraron un fenotipo consistente con
células de origen epitelial luminal que asimismo presentaban caracteristicas de células
mesenquimales, sugiriendo estar en una transicion epitelial-mesenquimal, que podria estar
favorecida por la baja expresion de miR-145. Adicionalmente, la linea ID014-T presento
susceptibilidad a CAPE a 200 uM. En conclusion, durante el desarrollo del presente estudio
se generaron 4 lineas celulares de cancer de mama y se inicié con la caracterizacion
fenotipica y molecular de las mismas. Estas lineas celulares generadas representan un
modelo de estudio importante que nos permitira realizar diferentes ensayos encaminados a
comprender y tratar la enfermedad de una manera mas personalizada tomando en cuenta

nuestra gran diversidad genética.



INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad molecularmente heterogénea (Ferreira y col, 2013), que
puede implicar a todos los 6rganos y tejidos del cuerpo humano (Rezaei, 2015). Esta
enfermedad es ocasionada por mutaciones en la célula que hacen que se divida mas rapido
que las demas (Alberts y col, 2008), excediendo la tasa de muerte celular y provocando la
formacion del tumor o neoplasia. La razén principal de la mortalidad del cancer se debe a
la capacidad que tienen estas células de invadir y establecerse en otros érganos formando

tumores secundarios (Lodish y col, 2000).

La importancia de esta enfermedad radica en su complejidad abarcando mas de 100
enfermedades distintas con diversos factores de riesgo (Stratton y Futreal, 2009), como la
edad, género, raza, estilo de vida o factores ambientales (Rezaei, 2015). Segun los ultimos
datos reportados a nivel mundial, sefialan que este padecimiento es una de las principales
causas de morbilidad y mortalidad, con aproximadamente 18 millones de nuevos casos y
9.6 millones de muertes durante el 2018 (Bray Yy col, 2018).

El cancer de mama representa el tipo de cancer mas diagnosticado en mujeres a nivel
mundial (Bray y col, 2018). En México es la principal causa de mortalidad en mujeres de
20 afios 0 mas (INEGI, 2018). Esta enfermedad puede ser clasificada en diferentes tipos,
siendo el carcinoma ductal y el lobular los que se presentan en la mayoria de los casos
(Makki, 2015).

En la actualidad, gran parte del conocimiento sobre los principales procesos en las
células cancerosas ha dependido en gran medida del uso de diferentes tipos de modelos
experimentales, como las lineas celulares cancerosas (Wang y col, 2006; Mitray col, 2013),
las cuales han demostrado tener un gran valor clinico y bioldgico. Segun informacién
obtenida de American Type Culture Collection (ATCC, 2012), el cual es uno de los méas
importantes repositorios de lineas celulares a nivel mundial, existen mas de 60 lineas
celulares de cancer de mama, siendo la mayoria estas de origen caucasico y solo una de

ellas de origen hispano.



La importancia de generar una linea celular tumoral originaria de nuestra poblacion, se
debe a que actualmente en el tratamiento contra el cancer, se prescriben a menudo dosis
similares a diferentes poblaciones étnicas, sin tomar en cuenta la eficacia, seguridad y
tolerabilidad hacia los medicamentos (Nagar y col, 2014), siendo que se ha reportado que
diversos factores son los que juegan un papel importante en cuanto a la diversidad étnica y
su respuesta a un farmaco o su toxicidad (farmaco-etnicidad), estos pueden ser ambientales
o fisioldgicos tales como la edad, el sexo, el estadio de la enfermedad, estado nutricional
(O’Donnell y Dolan, 2009; Nagar y col, 2014), estado inflamatorio (Phan y col, 2009) o
polimorfismos genéticos en enzimas implicadas en la via metabdlica de farmacos (Nagar y
col, 2014; Phan y col, 2009; Yasuda y col, 2008, Hasegawa y col, 2011).

La comprension de estas diferencias étnicas en el metabolismo citotoxico puede ayudar
a mejorar el tratamiento contra el cancer. Desde este punto de vista, es importante generar
lineas celulares que se puedan utilizar como modelo celular para caracterizar genotipica y
fenotipicamente el cancer de mama, permitiéndonos conocer mas esta enfermedad y las

posibles diferencias en la susceptibilidad a drogas antitumorales.



ANTECEDENTES

Cancer de Mama

La denominacién de los tumores al igual que las células normales a menudo se clasifican
segun su tejido embrionario de origen. Los tumores malignos se clasifican como
carcinomas si las células epiteliales que se derivan de endodermo o ectodermo estan siendo
afectadas y sarcomas si las células involucradas provienen del tejido conectivo o muscular,
las cuales se derivaron partir del mesodermo (Lodish y col, 2000). Las neoplasias malignas
de mama ademéas de tomar en cuenta el fenotipo celular también se consideran sus
caracteristicas moleculares. Aunque el cancer de mama se puede presentar en cualquier
célula de la glandula mamaria, el carcinoma mamario es el diagnosticado mas cominmente.
Derivados en su mayoria del epitelio que recubren los conductos o I6bulos, clasificandose
estos carcinomas como ductal o lobular (Makki, 2015). A su vez, estos tipos de cancer de
mama pueden categorizarse de dos maneras, in situ, detectado cuando las células
permanecen en el mismo sitio anatdmico, en donde comenzé el crecimiento anormal, e
infiltrante cuando el crecimiento celular invade el tejido adyacente (Makki, 2015; Esebua,
2013).

Las células epiteliales que conforman la glandula mamaria presentan receptores que
responden a las hormonas esteroideas ovaricas, progesterona y estradiol, las cuales son
fundamentales para el crecimiento y la proliferacion de la mama durante el desarrollo
normal (Hilton y col, 2014). Los receptores especificos de estas hormonas funcionan
clasicamente como factores de transcripcién activados por ligando, siendo la sefializacion
del receptor de estrogeno (RE) necesaria para el alargamiento ductal y la del receptor de
progesterona (RP) esencial para la ramificacion de ductal y la alveogénesis (Leehy y col,
2018). Estos receptores se ven expresados de manera anormal en algunos tipos de cancer

mamarios, estimulando el crecimiento de células cancerosas.

Ademas de estos receptores hormonales, se encuentra el receptor 2 del factor de

crecimiento epidérmico humano (HER2), un receptor tirosina quinasa que desencadena



una via de sefializacion que controla el crecimiento, diferenciacion, motilidad y adhesion.
La amplificacion del gen HER-2 o la sobreexpresion de la proteina ocurre en
aproximadamente el 20% de los pacientes con cancer de mama (Oakman y col, 2009),
relaciondndose esta sobreexpresioén con un mal pronostico (Eccles, 2001, Oakman y col,
2009).

El seno humano normal se compone de estroma y epitelio, en donde los lI6bulos y
ductos estan revestidos por una sola capa de células epiteliales luminales asociadas con
actividad secretora, rodeada por una capa de células basales, que consiste principalmente
en células mioepiteliales con propiedades contractiles (Hilton y col, 2014) (Figura 1).
Siendo MUC1 (Hilton y col, 2014; Vilardell y col, 2012), citoqueratina-7 (Vilardell y col,
2012), citoqueratina-18 (Hilton y col, 2014; Chaffer y Weinberg, 2010), citoqueratina-19
(Vilardell y col, 2012), REa (Chaffer y Weinberg, 2010) entre otros, marcadores para
células luminales maduras y citoqueratina 5/6 (Hungermann y col, 2005; Chaffer y
Weinberg, 2010), citoqueratina-14 (Chaffer y Weinberg, 2010; Hilton y col, 2014), p63
(Hilton y col, 2014; Hungermann y col, 2005), vimentina (Hungermann y col, 2005),
entre otros, marcadores caracteristicos de células mioepiteliales. Dependiendo del tipo de
célula y la expresion de receptores, los subtipos moleculares de cancer de mama se
clasifican como: luminal A (RE+ o PR+ y Ki-67<14%), luminal B (RE+ 0 RP+y Ki-67 >
14%), luminal-HER2 (RE+ o0 RP+y HER2+), HER2 enriquecido (RE-, RP-y HER2 +), de
tipo basal (RE-, RP-, HER2 - y EGFR + 0 CK5/6 +) y triple negativo no basal (RE-, RP-,
HER2 - y EGFR - 0 CK5/6 -) (Voducy col, 2010) (Figura 2). Siendo la proteina ki-67 un
indicador de actividad proliferativa en la célula tumoral, el cual ha sido utilizado como

marcador de agresividad tumoral (Liy col, 2015).

Caracteristicas de las Células Tumorales

La oncogénesis se considera un proceso de maltiples etapas y alteraciones genéticas que
sufre una célula normal hasta convertirse en una célula maligna. Hanahan y Weinberg en

el 2000 describieron seis caracteristicas o capacidades biolégicas distintivas de las células
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Figura 1. Anatomia de la mama. A. Vista lateral del seno, compuesta mayormente por
tejido adiposo que rodea los ductos y I6bulos. B. Vista transversal de un ducto, donde las
células epiteliales rodean el lumen y sobre estas se encuentran células mioepiteliales y

fibroblastos. Imagenes modificadas de Butcher y col (2009).

Subtipos moleculares

Receptor de estroégeno Triple negativo HER2
ER-, PR-, HER2- enriquecido

27 Ki67+
Receptor de progesterona  Expresién de 7 ER+/ PR+
receptores
Pronéstico — Bueno

Luminal HER2 Luminal B Luminal A

Figura 2. Subtipos moleculares de cancer de mama. Segun la expresiéon de RE, RP y HER2
los subtipos de cancer se pueden clasificar como luminal A, luminal B, luminal HER2,
HER2 enriquecido y triple negativo, donde el primer y Gltimo subtipo tienen el mejor y

peor prondstico respectivamente.



cancerosas:1) autosuficiencia en las sefiales de crecimiento, 2) insensibilidad a las sefiales
inhibidoras del crecimiento (anti-crecimiento), 3) evasion de muerte celular (apoptosis), 4)
potencial replicativo ilimitado, 5) angiogénesis sostenida e 6) invasion tisular y metastasis.
En el 2011, agregan cuatro caracteristicas mas a la lista, la inestabilidad del genoma y
mutacion, la inflamacién que promueve el tumor, reprogramacion del metabolismo

energético y evadir la destruccion inmune (Hanahan y Weinberg, 2011).

En cuanto a su morfologia, las células cancerosas se caracterizan por poseer un gran
nacleo de forma irregular, con cromosomas asimétricos y de formas atipicas, sus nucléolos
son prominentes, y el citoplasma es escaso frecuentemente con vacuolas y relativamente
poca estructura especializada (Lodish y col, 2000; Baba y Céatoi, 2007). La membrana
celular sufre cambios moleculares superficiales como el aumento o disminucién del nimero
de receptores de superficie (Baba y Cétoi, 2007), entre estos receptores afectados esta el
HER2, cuya expresion se ve elevada en células cancerosas, implicando un tipo de cancer

de mama en particular, siendo esta una molécula diana en el tratamiento de la enfermedad.

Los componentes de su citoesqueleto se encuentran en proporciones diferentes en la
celula cancerosa, siendo pieza fundamental durante la invasion y metastasis (Baba y Catoi,
2007). Los carcinomas epiteliales contienen en sus filamentos intermedios citoqueratinas y
los tumores mesenquimales contienen vimentina (Baba y Catoi, 2007), la presencia de
ambas esta relacionada a un proceso biologico que experimenta la célula epitelial cancerosa
al asumir un fenotipo mesenquimal que le permite tener una capacidad migratoria,
invasividad y resistencia elevada a la apoptosis (Mani y col, 2008; Kalluri y Weinberg,
2009).

Transicion Epitelial- Mesenquimal (Epithelial-Mesenchymal Transition- EMT)

La EMT vy el proceso inverso (Transicion mesenquimal-epitelial. MET) juegan un papel
fundamental durante la embriogénesis (Mani y col, 2008), el desarrollo de los 6rganos,
reparacion de tejidos y durante la invasion y metastasis de las células epiteliales cancerosas

(Kalluri y Weinberg, 2009). Esta se activa y perpetua en respuesta a sefiales paracrinas que
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emanan principalmente de células estromales (Abba y col, 2016).

Durante este proceso es necesario que se lleven a cabo varios procesos moleculares en
la célula, como la activacién de factores de trascripcidn, la expresién de proteinas
especificas de la superficie celular, la reorganizacion y expresion de proteinas del
citoesqueleto, la produccién de enzimas que degradan la matriz extracelular (ECM) y

cambios en la expresion de microRNA especificos (Kalluri y Weinberg, 2009).

microRNAs

Los microRNAs son pequefios fragmentos de RNA no codificante de aproximadamente 18
a 23 nucleétidos implicados en el silenciamiento de genes, donde un solo miRNA puede
regular multiples genes y varios miRNA pueden controlar juntos un Unico objetivo (Pabon,
2011). Algunos estudios estiman que el 30% de todos los genes eucariotas estan regulados
por miRNA y hasta el momento han sido reportados mas de 500 miRNA (Mattiske y col,
2012), de los cuales se ha visto que varios de estos estan involucrados en la oncogénesis,
mostrando su participacién en cada una de las caracteristicas de la célula tumoral descritas
por Hanahan y Weinberg (Goh y col, 2016). Mostrando asi su posible papel como
biomarcadores de diagnostico, prondstico y respuesta hacia los tratamientos (Nassar y col,
2017).

Reportes recientes han asociado la expresion anormal del miR-145 (Singh y Mo 2013;
Cui y col, 2014; Zheng y col, 2015; Zhao y col, 2016; Ding y col, 2017; Ye y col, 2018),
miR-155 (Mattiske y col, 2012; Liu y col, 2015; Petrovic y col, 2016), miR-181a (Taylor
y col, 2012) y miR-205 (Gregory y col, 2008; Wu 'y col, 2009) con la proliferacion anormal
y migracion de células de cancer de mama. Ademas, los miR-145 (Gao y col, 2016; Lv y
col, 2014), miR-155 (Ouyang y col 2014), miR-181a (Jiao y col, 2013) se han visto
involucrados en procesos de quimiorresistencia. A pesar de su posible papel como
biomarcadores de tratamientos, estudios recientes han encontrado que existe una expresion
diferencial de algunos microRNA implicados en cancer de mama entre distintas

poblaciones (Nassar y col, 2017; Huang y col, 2011). Sugiriendo la importancia bioldgica
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y farmacoldgica de las diferencias en cuanto a la expresion de miRNA entre poblaciones
(Nassar y col, 2017).

Diferencias Poblacionales en Cancer de Mama

En los Gltimos afios se ha generado un interés en entender el papel que desempefia la raza
y la etnicidad en la carcinogénesis. Hasta el momento se tiene el conocimiento que existen
ciertas poblaciones ancestrales que portan mutaciones o polimorfismos involucrados en el
desarrollo de esta enfermedad, que en conjunto con factores ambientales pueden conducir

a diferencias bioldgicas en el perfil molecular del tumor (Wiencke y col, 2004).

En un estudio realizado por Porter y col (2004), encontraron que la raza puede ser un
factor determinante en carcinomas de mama agresivos y en defectos especificos del ciclo
celular, independientemente del estadio y la edad, al comparar muestras tumorales de
mujeres afroamericanas y mujeres blancas. Esta misma asociacion se hace comparando
mujeres negras o hispanas y caucésicas, encontrando que las mujeres de raza negra e
hispana presentan mayor predisposicion de presentar tumores mas agresivos con
prondsticos desfavorables (Al-Alem y col, 2014). Tal es el caso del cancer de mama triple
negativo, el cual es significativamente mas frecuente en mujeres negras en comparacion

con mujeres de otras razas (Ozdemir y Dotto, 2017).

Existe evidencia clinica sobre las diferencias étnicas en genes relacionados con el
procesamiento de farmacos contra el cancer (Yasuday col, 2008; O’Donnell y Dolan, 2009;
Phan y col, 2009; Hasegawa y col, 2011; Nagar y col, 2014), incluso se han reportado
diferencias entre ciertas poblaciones y los efectos secundarios al recibir tratamiento

oncologico (Ryan y col, 2007).

En estos tipos de estudios poblacionales es comun encontrar que se engloba a una gran
cantidad de individuos como personas hispanas, agrupando a toda aquella persona con
relaciones histdricas y culturales con Espaiia (Ozdemir y Dotto, 2017), sin tomar en cuenta

sus caracteristicas genotipicas y fenotipicas que los separa de otras poblaciones. Limitando



las investigaciones enfocadas a evaluar diferencias étnicas y cancer. Inclusive Al-Alemy
col (2014) en su estudio con mujeres hispanas, no hispanas y negras destacan la importancia

de no generalizar los hallazgos en todas las poblaciones hispanas.

A pesar de la importancia demostrada de la inclusién racial/étnica en la investigacion
del céancer, la mayoria de las lineas celulares y xenoinjertos derivados de pacientes hasta
biobancos, gendmicay ensayos clinicos, no presentan informacion del origen de la persona
y hay una representacion excesiva de las muestras de individuos caucasicos; por lo que la
comprension bésica del cancer y la seleccion inicial de medicamentos se ha realizado
utilizando lineas celulares aisladas principalmente de pacientes blancos y desconocidos.
(Guerrero y col, 2018).

Lineas Celulares

Una linea celular es definida como un cultivo celular el cual proliferara indefinidamente,
al proporcionarle nutrientes y el espacio adecuados; esta se origina a partir de un cultivo
primario, el cual representa la relacion mas estrecha con el tejido original (Langdon, 2010),
asemejandose mas al estado fisioldgico de las células en tejido in vivo. Las lineas celulares
han demostrado ser de gran valor clinico y biolégico (Sharma y col, 2010), en la
identificacion, caracterizacion de las moléculas diana y en el estudio de resistencia a
farmacos (Ferreira y col, 2013); proporcionando una fuente ilimitada de células malignas
(Wang y col, 2006). Esta herramienta ha sido ampliamente utilizada desde el momento que
se genero la primera linea celular a principios de los afios cincuenta, la cual proviene de un
adenocarcinoma de cérvix. Gracias a la utilizacion de esta linea celular se logré desarrollar
la vacuna contra la polio y descubrir efectos de la radiacion, asi como también a mejorar la
fertilizacion in vitro, la clonacion y el mapeo de genes, entre muchos otros avances
cientificos (Khan, 2011).

El aislar y el cultivar in vitro células provenientes de tumores sélidos, en un entorno
similar al microambiente del tumor original es un desafio y requiere de técnicas

especializadas (Mitra y col, 2013). Las muestras de tejido son regularmente heterogéneas,



ya que la masa tumoral consiste no solo en una poblacién de células cancerosas, sino
también de multiples tipos de células estromales, que junto con factores secretados y
proteinas de la ECM, soportan el nicho tumoral primario (Quail y Joyce, 2013;Wang y
col, 2017), sin embargo, después de varios subcultivos, las células cultivadas asumen una
constitucién uniforme, debido a que las células se mezclan al azar en cada transferencia y
la presion selectiva de las condiciones de cultivo tiende a producir un cultivo homogéneo.
En el desarrollo de lineas celulares, esto es necesario para permitir que surja una poblacién
Unica (Langdon, 2010).

Diversos autores han reportado la generacion de lineas celulares de cancer de mama
(Langlois y col, 1979; Smith y col, 1990; Speirs y col, 1998; Gazdar y col, 1998; Pechoux
y col, 1999, Vazquez y col, 2004; Shen y col, 2009), de pulmén (Gazdar y col, 1985; Zheng
y col, 2011) de colon (Ku y col, 2010; Maletzki y col, 2015), entre otras. Sin embargo, no
se cuenta con lineas celulares disponibles obtenidas de poblacién mexicana. Debido a esto,
el presente proyecto tiene como objetivo principal el generar lineas celulares de cancer de
mama, que provengan de un origen mexicano y evaluar parcialmente algunas de las

caracteristicas fenotipicas y genotipicas que presenten.
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MATERIALES Y METODOS

Consideraciones Eticas

Este proyecto fue aprobado por el Comité de Investigacion en Bioética del Departamento
de Medicina y Ciencias de la Salud de la Universidad de Sonora (DMCS/CBIDMCS/D-
89bis), el Comité de Bioética del Hospital General del Estado de Sonora
(SSS/HGE/CI/Dictamen/2017/037), el Comité de Etica en Investigacion del Centro Estatal
de Oncologia (17/marzo/2017) y el Comité de Etica en Investigacion del Centro Médico
“Dr. Ignacio Chavez”, Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del
Estado de Sonora (CEI-032-2017). El consentimiento informado del paciente se obtuvo

antes de la recoleccion de cada muestra.

Recoleccién de Muestras Clinicas

Se obtuvieron muestras de tejido de cuatro pacientes con cancer de mama que se sometieron
a cirugia sin recibir previamente terapia neoadyuvante. Las piezas quirurgicas fueron
trasladadas del quirofano al laboratorio de patologia del Hospital General del Estado de
Sonora en un ambiente himedo, no excediendo mas de 30 minutos en el traslado. A partir
de éstas se obtuvieron siete muestras distintas provenientes de tejido mamario
aparentemente normal, carcinoma primario de mama y ganglio linfatico involucrado, todas
de tamafio aproximado de 1 cm?. Las piezas de tejido se sumergieron por separado en Medio
Minimo Esencial de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con suero
fetal bovino (FBS) al 5% y antibidticos (100 U / ml de penicilina y 100 mg / | de
estreptomicina) y se transportd al Laboratorio de Inmunologia y Biologia Celular en la
Universidad de Sonora, manteniendo una temperatura baja (~ 4 °C). Cabe sefialar que cada

una de las muestras fue identificada y proporcionada por un médico patdlogo.
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Generacion del Cultivo Celular Primario

De las muestras de tejido, el area epitelial se separd de los vasos sanguineos, el tejido
adiposo y el tejido conectivo, utilizando un bisturi. El tejido epitelial de cada una de las
muestras se cort0 en trozos mas pequefios para facilitar la digestién enzimatica; los tipos
de enzimas y los tiempos de incubacién fueron distintos en cada una de las muestras, esto
con la finalidad de evaluar distintos protocolos reportados por diversos autores. La muestra
ID010 se incubo con 1.0 mg/mL de colagenasa toda la noche (Vazquez y col, 2004), las
muestras ID012 e ID013 con 2.5 mg/mL de tripsina y 850 U/mL de colagenasa durante 20
minutos (Dran y col, 1995), por Gltimo, las muestras ID014 se incubaron con 0.8 mg/mL
de colagenasa y 0.05 mg/mL de hialuronidasa durante toda la noche (LaBarge y col, 2013).

Todas las muestras fueron incubadas a 37°C en rotacion.

La suspensidn celular se lavo una vez con medio de cultivo DMEM suplementado con
10 % de suero bovino fetal y antibioticos y se sembro en una placa de 12 pozos (Costar,
Corning, EE. UU.). El medio de cultivo se cambi6 cada 3 dias hasta que el cultivo celular
alcanzo un 80-90 % de confluencia. Las células se subcultivaron mediante tripsinizacion
(0,25% de tripsina-0,025% de EDTA- acido etilendiaminotetraacético) y durante la
propagacion del subcultivo, las células se congelaron en un medio de congelacion que
contenia 50% de DMEM, 40% de FBS y 10% de dimetilsulfoxido (DMSO), vy
criopreservaron a -150 °C en un ultracongelador (Panasonic; Japon).

Identificacion de Marcadores Tumorales Asociados a Cancer de Mama

Con el proposito de conocer el fenotipo de cada una de las lineas celulares se evaluaron
marcadores vinculados al origen epitelial como citoqueratinas, especificamente
citoqueratina 7, ademéas de vimentina, marcador de células de origen mesenquimal,
mediante inmunocitoquimica y tincion por inmunofluorescencia. Cada una de las lineas
celulares generadas se incubaron con DMEM suplementado con FBS al 10% y antibidticos,
sobre cubreobjetos de vidrio hasta confluencia en una placa de 6 pozos. Posteriormente los
portaobjetos se lavaron 2 veces con PBS y las células adheridas se permeabilizaron y fijaron
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en etanol absoluto durante 20 minutos a -20°C para las tinciones intracelulares. Se retird el
etanol y se adicionaron 2 mL de PBS para lavar e hidratar las células. Se adiciond
nuevamente 2 mL de PBS y se incub6 durante 3 min. Se adiciond una solucion de bloqueo
con albimina sérica bovina disuelta en PBS (PBA; 0.1%) y se incubd por 15 min. Se retird
la solucion de bloqueo y se adicionaron 2 mL de PBS a cada pozo, se descart6 el PBS y se
le adiciond el anticuerpo anti-citoqueratinas (AE-1/AE-3, BioLegend; EE. UU.), su control
de isotipo mouse 1gGik (MG1-45, BiolLegend; EE. UU.), anti-vimentina (O91D3,
BioLegend; EE. UU.), su control de isotipo mouse 1gG2a (MOPC-173, BioLegend; EE.
UU.), a una concentracion 1ug/mL diluidos con PBA. Se incubaron las células por 45
minutos con 100 pL de solucion de cada anticuerpo en PBA al 0.1%. Se retiro el
sobrenadante y se realizaron tres lavados con 2 mL de PBS y se procedié a incubar las
células por 30 min del anticuerpo secundario, utilizando anti-raton 1gG-HRP para
microscopia Optica y anti-raton IgG-FITC para miscroscopia confocal. Se retird el
sobrenadante de 1gG-HRP y se lavaron las células dos veces con PBS por 3 min y se
incubaron por 3 min con 5% de 3,3'-diaminobenzidina tetrahidrocloruro con perdxido
(DAKO; Dinamarca). Se lavaron las células con agua destilada y se les adiciond
hematoxilina e inmediatamente se lavaron en agua. Finalmente, a las muestras se les coloco
entellan (DAKO; Dinamarca) y fueron montadas en un portaobjetos para su analisis en
microscopio 6éptico. Despues de retirarles el sobrenadante a las muestras con anti-raton
IgG-FITC, se lavaron dos veces con PBS por 3 min y se incubaron con 300 nM de DAPI
por 10 min. Se lavaron con agua y se colocaron en un portaobjetos colocando esmalte de

ufias por las orillas del cubreobjetos.

Evaluacion in vitro de la Sensibilidad de las Lineas Celulares Generadas ante el
Efecto Antiproliferativo de 5- Fluorouracilo, Doxorrubicinay CAPE
Se evaluo la susceptibilidad de las lineas celulares obtenidas a drogas que comdnmente se
utilizan en el tratamiento contra el cancer a través de un ensayo de MTT. Se adicionaron
30 X 108 células en 50 pL de medio a cada pozo de una placa de 96 pozos de fondo plano
(Costar, Corning, EE. UU.). Se incubaron a 37°C por un periodo de 24 horas a 5% de CO?
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para permitir la adhesion celular. Posteriormente se les adicion6 50 pL de Doxorubicina
(12.5 uM, 25 uM, 50 uM y 100 uM), 5-fluorouracilo (25 uM, 50 uM, 100 uM y 200 uM)
y CAPE (25 puM, 50 uM, 100 uM y 200 uM) y como control se utilizo el disolvente
DMSO. Después de una incubacion de 44 h con el tratamiento, se le adicion6 10 L de
reactivo MTT (5 mg/mL) a cada pozo y se incubd por 4 h. Finalmente se le adicion6 100
pL de isopropanol acidico para disolver los cristales formados y la absorbancia se obtuvo
mediante un lector de microplacas ThermolLab System, Multiskan Ex a las longitudes de
onda 570 nm y 650 nm (Alday y col, 2015).

Cuantificacion de la Expresion de microRNAs

La extraccion de RNA total se realizé mediante el RNeasy Mini Kit, QIAGEN) utilizando
aproximadamente 5 x 10° células de los cultivos ID014-T, ID014-G e 1D014-N. Durante el
proceso de extraccion, se agrego el Spike-In Control (QIAGEN), un miRNA sintético
proveniente del neméatodo Caenorhabditis elegans (cel-miR-39-3p), utilizado como control

para la normalizacion de los datos.

La concentracion y pureza del RNA de todas las muestras fue evaluada con
NanoDrop1000 (Thermo Scientific), la concentracion se midié por la absorbancia a 260

nmy el indice de pureza se determiné usando la relacion A260/280.

Posteriormente para la sintesis de cDNA, se utiliz6 el TagMan® MicroRNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems) y los iniciadores especificos para los miRNAs en
estudio (TagMan™ MicroRNA Assay- Applied Biosystems), por cada reaccion de RT se
utilizaron 5 ng. Los tubos de RT se colocaron en termociclador (T100 BIO-RAD)

Los niveles de expresion de miRNAs fueron cuantificados usando el PCR en tiempo
real StepOneTM (Applied Biosystems). Se emplearon primers marcados con fluorocromo
FAM (emisién a 518 nm) para los miRNAs en estudio, mientras que el primer del Spike-
In Control se adquirié marcado con el fluorocromo VIC (emision a 554 nm). Las reacciones
de PCR se realizaron con base en lo descrito por el fabricante, con modificaciones descritas

por Vazquez, 2018 y la expresion relativa de los miRNA maduros se calculd mediante el
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método del doble delta Ct (2724€T) (Schmittgen y Livak, 2008).

Andlisis Estadistico

Los resultados de la susceptibilidad de la linea ID014-T hacia los tratamientos fueron
sometidos a un andlisis de varianza (ANOVA) de una via con una prueba de comparacion
entre grupos de Tukey Kramer utilizando el software Prism 5 version 5.01 (GraphPad, Inc.,
2007). Diferencias estadisticas encontradas con los tratamientos contra el control con

disolvente con un valor P < 0.05 fueron consideras significativas.

15



RESULTADOS

Se Generaron Siete Cultivos Primarios a Partir de Tejido Mamario Obtenido de
Pacientes Diagnosticadas con Carcinoma Ductal Infiltrante
Se obtuvieron muestras de tejidos provenientes de cuatro pacientes diagnosticadas con
carcinoma ductal infiltrante. La paciente D010 presentd receptores hormonales y HER2
positivos, mas del 14% de la poblacion celular expreso el marcador ki67 (indicador de
proliferacion y crecimiento celular); la paciente ID012, fue positivo a receptor de estrogeno
y HER2. En el caso de las pacientes ID013 e ID014, éstas mostraron positividad a HER2
con la presencia de la proteina ki67 mayor al 14% de la poblacion celular. Estos resultados
indican que las primeras dos pacientes tienen un subtipo molecular de cancer de mama

Luminal HER2 y las otras dos con subtipo HER enriquecido (Tabla I).

A partir de estas muestras se lograron establecer cuatro cultivos primarios de tumor
primario (ID010-T, ID012-T, ID013-T and ID014-T), uno de tumor secundario localizado
en uno de los ganglios (ID014-G) y dos provenientes de tejidos que macroscépicamente
aparentaban ser normales (ID013-N y ID014-N) (Tabla Il). Cada uno de estos cultivos fue
criopreservado a -150 °C.

Se realizaron varios subcultivos de cada una de las muestras provenientes de tejido
tumoral hasta obtener un cultivo homogéneo. Las células presentaban una morfologia
alargada y un patron de crecimiento adherente a la superficie, ademas algunas células de

esta poblacion expresaban citoqueratinas en su citoesqueleto (Figura 3).
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Tabla I. Diagndstico y subtipo molecular de las pacientes

Estadio _ Clasificacion TNM _ 15masg Ganglios Tipo

Muestra  Edad clinico T N M del tumor  involucrados  histolégico RE RP Ki67 HER 2 Subtipo
1D010 65 1A T2 NO MO 3 0 CDI + + >14% + Luminal HER2
ID012 54 | pTlb NO MO 1 0 CDI + - <14% + Luminal HER2
ID013 61 11B T2 N3 MO 15 13 CDI - - >14% + HER2 enriquecido
ID014 40 A T2 MO 4 2 CDI - - >14% + HER2 enriquecido

CDI: Carcinoma ductal invasivo, RE: Receptor de estrogeno, RP: Receptor de progesterona, HER2: Receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico

humano, Ki67: Marcador prondstico que indica el incremento de la proliferacion celular.

Tabla I1. Tipo de tejido obtenido para la generacion de cultivos primarios

Tipo de tejido

No. Muestra Fecha de obtencidon - - -
Tumor primario Normal Tumor metastasico
1 1D010 11/07/2017 ID010-T
2 1D012 08/09/2017 ID012-T
3 1D013 16/11/2017 ID013-T ID013-N
4 1D014 14/12/2017 ID014-T ID014-N ID014-G




Cultivo celular Pan-citoqueratinas Control de isotipo

ID010-T

ID012-T

ID013-T

ID014-T

1ID014-G

i S, S

Figura 3. Cultivos celulares derivados de tejidos tumorales de mama. Las células del
cultivo in vitro mostraron morfologia alargada con crecimiento adherente a la superficie.
En cada uno de los cultivos se encontraron células positivas a distintas citoqueratinas
(anticuerpo anti- Pan-citoqueratinas; AE1/AE3), este reconocimiento fue especifico
mostrando negatividad en el control de isotipo. Las imagenes de cultivo fueron obtenidas
en microscopio invertido con magnificacion 100x y las de la inmunocitoquimica se

obtuvieron de microscopio 6ptico a 400x.

18



Las Células de las Lineas 1D014-T e ID014-G Expresan Caracteristicas de Células
de Origen Epitelial y Mesenquimal
Con el objetivo de determinar el fenotipo de célula presente en las lineas ID014-T e 1D014-
G se procedié a identificar a células de origen epitelial y mesenquimal, evaluando la
presencia de citoqueratinas y vimentina respectivamente. Donde células de las lineas
ID014-T e ID014-G presentaron positividad a la presencia de citoqueratinas, siendo
reconocidas por un anticuerpo que reconoce determinantes antigénicos de las subfamilias
A (56.5, 50, 48 y 40 kD) y B (64, 59, 58, 56 y 52 kD) de las citoqueratinas. Al evaluar la
presencia de vimentina se observé que toda la poblacién celular de cada una de las lineas
fue reconocida por el anticuerpo monoclonal anti-vimentina. El control de isotipo de cada

uno de los anticuerpos evaluados no reconoci6 a la poblacion celular.

Nuestro analisis sugirié que toda la poblacién celular de ambas lineas estudiadas,
representaban a células de origen mesenquimal y solo un porcentaje de ésta mostraba
positividad hacia células epiteliales, sin embargo, en este mismo analisis se observa que la
tinciéon fue gradual en ciertas células (Fig. 4), por lo que se realizd este mismo ensayo
utilizando microscopia confocal, tomando en cuenta que este andlisis presenta mayor

sensibilidad que la inmunocitoquimica.

Los resultados mostraron que toda la poblacién celular de la linea 1D014-T fue
reconocida por los anticuerpos anti-citoqueratinas y anti-vimentina, a diferencia de la linea
ID014-G, cuya poblacion celular mostr6 en su totalidad positividad solo hacia vimentina y
no asi hacia citoqueratinas, mostrando este Ultimo un reconocimiento inespecifico al
compararlo con el control de isotipo (Fig. 5). Estos resultados demuestran que la linea
ID014-T presenta de manera homogénea caracteristicas de células epiteliales y
mesenquimales con la presencia de vimentina y citoqueratinas en su citoesqueleto. Con la
linea ID014-G se obtuvo positividad en vimentina. La inespecificidad del reconocimiento
de citoqueratina podria deberse a errores técnicos durante el ensayo, ya que previamente
por inmunocitoquimica esta linea celular presentaba células positivas hacia estas proteinas;

resultado que se corrobora en el siguiente ensayo.
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Pan-citoqueratinas

1D014-T

ID014-G

Figura 4. Las células ID014-T e ID014G provenientes de tejido tumoral mamario expresan
caracteristicas de células de origen epitelial y mesenquimal. Las células ID014-T e ID014G,
presentaron células positivas a citoqueratinas (anticuerpo anti-Pan-citoqueratinas;
AE1/AE3). Ademas, toda la poblacion celular fue reconocida por el anticuerpo anti-
Vimentina. Los controles de isotipo IgGlk e IgG2a se incluyeron como control de

especificidad (100X, magnificacion total).
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Pan-citoqueratinas

ID014-T

Pan-citoqueratinas

ID014-G

Figura 5. Las células ID014-T expresan de manera homogénea caracteristicas de células epiteliales y mesenquimales. La
poblacion celular de la linea ID014-T fue reconocida por los anticuerpos anti- citoqueratinas y anti- vimentina (verde). En la
poblacion celular de la linea 1D014-G solo hubo reconocimiento especifico del anticuerpo-anti-vimentina. Los controles de
isotipo 1gG1, k e 1gG2a fueron incluidos como control de especificidad. Las imagenes fueron adquiridas incluyendo el canal de

luz transmitida, en combinacion con el canal para Alexa 488 y DAPI.



Las Lineas Celulares ID014-T e ID014-G Expresan Caracteristicas de Origen
Luminal
A continuacion, se buscd identificar el origen de las células epiteliales, tomando en cuenta
que los ductos estdn compuestos por dos tipos de células de origen epitelial, las células
epiteliales luminales y las células mioepiteliales. Si tomamos en cuenta las caracteristicas
de ambas células, todo parece indicar que el cultivo esta conformado por células
mioepiteliales, al presentar filamentos intermedios con vimentina y citoqueratina. Sin
embargo, por el tipo de cancer presentado en la paciente, la célula afectada seria la de origen
luminal. Por lo que se procedio a evaluar especificamente citoqueratina 7, marcador

diferencial de células epiteliales luminales.

Los resultados nos indican que las células de las lineas ID014-T e ID014-G presentaron
positividad hacia la citoqueratina 7, mostrando un reconocimiento especifico de las células
al evaluarlas con su respectivo control de isotipo. Por lo que se podria considerar que las

células de estas dos lineas celulares provienen de un origen luminal (Fig. 6).

Andlisis de cuantificacion del nivel de expresion de miRNA 145, 155, 181ay 205 en
las lineas ID014-T e 1D014-G
Con el objetivo de caracterizar genotipicamente a las lineas celulares generadas, se
determing si presentaban anormalidades en la expresion de microRNAs asociados a cancer
de mama. Para ello se extrajo el RNA de las lineas tumorales ID014-T, ID014-G y de las
células normales de la misma paciente ID014-N, las cuales se utilizaron como control
(Tabla I1). A partir de estas muestras se cuantificd la expresion de miR145, 155, 181lay
205 y se determind que la linea ID014-T mostrd una baja expresion en cada uno de ellos al
compararlo con las células control (ID014-N), al igual que la linea ID014-G, donde sélo el

miR205 no mostrd una baja expresion con respecto al control (Tabla 1V).
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Citoqueratina 7 IgGl, x

Figura. 6. Las células ID014-T e ID014G provenientes de tejido tumoral mamario expresan

ID014-T

ID014- G

caracteristicas de origen luminal. Las lineas celulares ID014-T e ID014 G mostraron la expresion
de la citoqueratina 7, lo que sugiere la presencia de células luminales. La especificidad de la tincion

se evalud utilizando el control de isotipo 1gG1, k (100X, magnificacion total).

23



Tabla I11. Concentracion e indice de pureza del ARN total

Muestra ARN concentracion ARN total A260/280
ID014-T 1125.8 ng/uL 33.0 ug 2.1
ID014-G 89.2 ng/uL 2.6 g 2.1
ID014-N 374.0 ng/pL 11.0 pg 2.1

Tabla IV. Célculo del nivel de expresion relativa de miRNA asociados a cancer

MiRNA

Cuantificacion relativa*

1D014-T ID014-G
miR-145 0.976 0.953
miR-155 0.973 0.990
miR-181a 0.927 0.963
miR-205 0.963 1.003

*Valores de expresion relativa del miRNA evaluados en las lineas celulares tumorales con respecto a la linea celular

normal.
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La Linea Celular ID014-T Presenta Susceptibilidad al Tratamiento con CAPE
(Ester Fenetilico del Acido Caféico)

Debido a que estamos generando un modelo de estudio ampliamente utilizado para la
evaluacién de compuestos con potencial anticancerigeno y farmacos, se decidio evaluar la
susceptibilidad de la linea celular ID014-T, ante doxorrubicina y 5-fluorouracilo, farmacos
que actualmente son utilizados como quimioterapéuticos contra el cancer de mama.
Adicionalmente, se evalud la susceptibilidad ante CAPE, un compuesto quimico presente
en ciertos productos naturales, como lo es el propoleos el cual posee distintas actividades
bioldgicas; principalmente se ha observado que tiene un efecto antiproliferativo en diversas
células tumorales (Alday y col, 2015).

Las células no mostraron susceptibilidad aparente a doxorrubicina y 5-fluoruracilo a las
concentraciones evaluadas (12.5-100 uM y 25-200 pM, respectivamente), sin embargo, se
observd un efecto inhibitorio de crecimiento con CAPE a 200 uM, mostrando diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control (Fig. 7A). Efecto que es
notablemente evidente en el cultivo, donde las células han cambiado su morfologia habitual
alargada a una forma redonda, incluso se observa que gran parte de la poblacién celular se
ha desprendido de la superficie y forman parte ya de un detrito celular (Fig. 7B).
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Figura 7. Susceptibilidad de la linea 1D014-T hacia farmacos antineoplasicos. A. La
susceptibilidad de la linea celular ID014-T hacia CAPE, Doxorrubicina y 5-Fluorouracilo
fue evaluada a diferentes concentraciones (0, 25, 50, 100 y 200 uM), presentando
susceptibilidad solo a CAPE a la concentraciéon de 200 uM. La susceptibilidad se evalud
48 h después de adicionar los farmacos. El asterisco en la barra representa diferencia
estadisticamente significativa (p < 0.05) con respecto al control. B. Las células mostraron
cambios morfoldgicos evidentes ante CAPE y doxorrubicina a las concentraciones mas
altas. Fotografias tomadas en microscopio Optico invertido (100X, magnificacion total).



DISCUSION

El presente trabajo se enfocd en generar un modelo de estudio representativo de nuestra
poblacion, logrando generar cinco lineas celulares tumorales a partir de muestras de
pacientes con carcinoma ductal infiltrante. Dos lineas celulares provenientes del tumor
primario (ID014-T) y de un ganglio involucrado (ID014-G) de la misma paciente
presentaron caracteristicas de células epiteliales de origen luminal y de células
mesenquimales, aparentando estar en una transicion epitelial-mesenquimal. Ademas, las
células ID014-T, presentaron susceptibilidad al tratamiento con CAPE y no a doxorrubicina

y 5-fluorouracilo a las condiciones evaluadas.

El generar una linea celular es considerado un proceso desafiante que implica la
disociacion de un tejido hasta obtener una suspension celular que se mantendra en cultivo
in vitro. Este paso fue mas complicado en la muestra D010, debido a la dureza del tejido
que puede originarse por la presencia predominante de fibroblastos o miofibroblastos y/o
colageno, debido a una respuesta desmopléasica llamada desmoplasia, que se observa en
ocasiones en los carcinomas primarios de mama (Walker, 2001). Después de cultivar la
suspension celular de tejido tumoral, se obtuvo una mezcla de varios tipos de células con
diferentes morfologias; sin embargo, después de 4 o 5 pases de cada muestra, la morfologia
de las células en cultivo fue mas consistente y homogénea. Este es un comportamiento
normal en las etapas primarias, ya que las células se mezclan aleatoriamente en cada
transferencia y la presion selectiva en el cultivo tiende a homogeneizar los tipos de células
con mas capacidades para sobrevivir in vitro (Sharma y col, 2010). Esto es necesario

cuando se desarrollan lineas celulares, lo que nos permite tener una poblacion axénica.

En este proyecto se generaron tres lineas celulares a partir de los tumores primarios y
una a partir de un ganglio linfatico axilar, el cual presentaba la presencia de células
cancerosas. Sin duda alguna se espera que la obtencidn de estas lineas celulares nos permita
indagar mas sobre la biologia del cancer, pero el hecho de obtener dos lineas celulares de
la misma paciente, una proveniente de las células cancerosas dentro del tumor primario y

la otra de células que ya migraron hacia otro sitio del cuerpo, nos permite tener una
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herramienta muy valiosa para estudiar la metastasis, una de las razones principales de la

mortalidad en el cancer de mama (Singh y Mo, 2013).

Una de las primeras etapas de la metastasis es la EMT, que implica el desprendimiento
de las células epiteliales de la ECM, la degradacién equilibrada de los componentes de la
misma y la migracion de las células al compartimento estromal (Ackland y col, 2003),
implicando en la célula la pérdida de caracteristicas epiteliales y la ganancia de
caracteristicas mesenquimales, tal es el caso de las células de las lineas celulares ID014-T
e 1D014-G que ademas de presentar la presencia de queratinas, caracteristica de células
epiteliales, presentaron vimentina, la cual ha sido asociada con una alta invasividad tumoral
y quimiorresistencia en cancer de mama invasivo (Korsching y col, 2005). Si bien la
explicacion de vimentina en las células epiteliales puede ser explicada por células de origen
mioepitelial, la presencia de citoqueratina 7, nos hacen descartar esta teoria y relacionar la
presencia de vimentina con la EMT.

A este mismo proceso de transicion, se han asociado diversos microRNAs, entre ellos
el miR-145, el cual present6 una baja expresion en las lineas celulares ID014-T e ID014-G
al compararlas con las células que provenian del tejido normal (ID014-N). Se ha reportado
que la baja expresion de este microRNA estd asociada a la proliferacion, invasion y

migracion de células cancerosas de mama (Zheng y col, 2016; Ding y col, 2017).

Los microRNAs son reguladores génicos postrasncripcionales, que tienen una funcion
en el silenciamiento de genes al degradar el RNA mensajero inhibiendo la traduccion de
este. Dentro de las moléculas diana de miR-145 se encuentran proteinas asociadas con
modificaciones al citoesqueleto de la celula, siendo alguno de sus objetivos ROCK1, una
proteina que regula la reorganizacion del citoesqueleto de actina (Zheng y col, 2015) y
FSCNL1 (Cuiy col, 2014; Zhao y col, 2016; Ye y col, 2018) una proteina que se une a actina
y desempefia un papel central en la regulacion de la adhesion, la migracion y la invasion
(Jayo y Parson, 2010) y cuyos niveles de expresion son significativamente mas altos en
carcinomas ductal invasivo y en el tipo de cancer triple negativo, al compararlo con el

carcinoma in situ y los demas subtipos de cancer respectivamente (Wang y col, 2017b).
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Considerando toda esta informacion, podriamos asociar que los bajos niveles de
expresion de miR-145 en las lineas ID014-T e ID014-G podrian favorecer a la EMT, sin

embargo, aun faltan muchas pruebas para poder llegar a confirmarlo.

Una de las utilidades de las lineas celulares cancerosas, es como modelos de estudio
para la identificacion y evaluacion de potenciales tratamientos. De tal manera que en el
presente trabajo se propuso evaluar la susceptibilidad de la linea ID014-T, ante farmacos
utilizados en la quimioterapia contra el cancer de mama como doxorrubicina y 5-
fluorouracilo, asi como la susceptibilidad hacia el éster fenetilico del acido caféico (CAPE),
uno de los principales componentes de los propéleos que posee actividad antiproliferativa.
(Sawicka y col, 2012; Motawi y col, 2016); obteniendo como resultado que las células
ID014-T presentaron susceptibilidad hacia CAPE a una concentracion de 200 puM, sin
embargo, no fue asi ante doxorrubicina y 5-fluorouracilo a la maxima concentracion
evaluada (100 uM y 200 uM, respectivamente). Previamente ya se ha observado que la
concentracion inhibitoria de estos tratamientos ha sido distinta entre diferentes lineas
celulares, donde HeLa, una de los principales modelos de estudios y la linea mas utilizada
a nivel mundial la IC50 de doxorrubicina y 5-fluorouracilo ha sido de 1.3+ 0.1y >100 puM,
respectivamente (Hernandez y col, 2007). Si tomamos en cuenta que en la actualidad la
quimioterapia adyuvante varia en la dosis, el esquema de tratamiento y el nimero de ciclos
dependiendo de la enfermedad (Arce y col, 2006) y que la mayoria de estos tratamientos se
han evaluado en lineas celulares que provienen de personas de un origen caucasico; el tener
lineas celulares que sean representativas de una poblacion en particular podria
beneficiarnos al momento de evaluar un tratamiento y tener una vision mas objetiva de su

posible efecto, para lograr una mayor supervivencia libre de la enfermedad en los pacientes.

Los mecanismos de accion descritos para CAPE son a través de la via intrinseca y
extrinseca de la apoptosis (Sawicka y col, 2012), teniendo un efecto antiproliferativo en las
células cancerosas, incluso se ha reportado que CAPE inhibe el crecimiento de células de
las lineas celulares de cancer de mama MCF7 y MDA MB 231 tanto in vitro como in vivo
sin tener un gran efecto en las células mamarias normales, teniendo una influencia en la

regulacion negativa de genes y proteinas implicadas en la proliferacion celular, la apoptosis
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y la inflamacion y una regulacion positiva en reguladores del ciclo celular; incluso se
observo que CAPE regula a la baja la expresion del gen mdr-1, uno de los genes responsable

de la resistencia de las células cancerosas a los quimioterapéuticos (Wu y col, 2011).

Doxorrubicina actda en la célula mediante dos mecanismos: intercalandose en el ADN
e interrumpiendo la reparacion del ADN mediada por la topoisomerasa-lla, y mediante la
generacion de radicales libres, dafiando a la membrana celular, ADN y proteinas (Thorny
col, 2012). El farmaco 5-FU ejerce sus efectos a través de la inhibicion de la timidilato
sintasa y la incorporacion de sus metabolitos en el ARN y el ADN (Longley y col, 2003).
Ambos tratamientos tienen sus principales efectos en la sintesis de ARN, ADN y proteinas,
afectando la disponibilidad de estos en la célula, de tal manera que aquellas células con una
proliferacion acelerada se ven afectadas, y aquellas células que estan inactivas o tienen un
ciclo lento tienen menos probabilidades de ser susceptibles (Moore y col, 2012),
probablemente este sea uno de los motivos por el cual las células cancerosas de 1D014-T,
Ilegaron a presentar mayor resistencia a este tipo de tratamientos, ya que en analisis
preliminares estas presentaron una proliferacion lenta comparandolas con lineas celulares
como MDA MB 231 (Anexo 5) , sin embargo, aun falta mucho por explorar en este

contexto.

Actualmente hay varios modelos de estudio para evaluar la biologia del cancer desde
diferentes puntos de vista. Las lineas celulares sin duda han sido pieza clave en el
entendimiento de esta patologia, sin embargo, mucho se ha cuestionado sobre la relacion
no tan estrecha que existe entre la linea celular y el tejido tumoral, tomando en cuenta que
muchas lineas celulares se han mantenido en cultivo durante decadas, acumulando nuevas
aberraciones recurrentes. Un trabajo realizado por Neve y colaboradores (2006) ha
demostrado que las lineas celulares de cancer de mama, a pesar de no reflejar todas las
propiedades bioldgicas y gendmicas de los tumores primarios, muestran patrones
genomicos y de expresion estables, demostrando ser buenos representantes de los tumores
primarios. En este mismo estudio se destaca la importancia de generar lineas celulares que
sean derivadas de un cancer de mama en etapa temprana como las lineas desarrolladas en

este estudio, ya que actualmente las lineas celulares con las que se cuenta provienen de

30



canceres en etapas tardias o de metéstasis en el liquido pleural.

Considerando los datos reportados por Guerrero y col. (2018), realmente existe una
necesidad de tener modelos de estudios con origenes raciales/étnicos mas diversos, que
representen a distintas poblaciones. Y que los modelos que sean de la poblacion latina, no
se agrupen considerando sélo por ser de habla hispana, sino, se consideren sus
caracteristicas raciales y étnicas, ya que somos poblaciones muy diversas (Al-Alem y col
(2014). Inclusive nuestro pais alberga una gran variacion genética que puede resultar en

importantes fenotipos biomédicos (Moreno y col, 2014).

El origen geogréfico de la poblacion mexicana determina el origen ancestral, las
subpoblaciones del norte de México como Sonora tienen la mayor contribucion ancestral
en Europa (Silvay col, 2009). Y de acuerdo con estudios realizados por Fejerman y col, la
ascendencia europea en las mujeres latinas (2008, 2012) y mexicanas (2010) esta asociada
positivamente con el riesgo de cancer de mama. Un estudio elaborado por Villarreal y
colaboradores (2019) determind que mujeres mas jovenes, tenian con mayor frecuencia una
enfermedad avanzada, asi como una mayor proporcion de tumores. Ademas, este tipo de
poblacion (jovenes hispanas), al igual que las mujeres de raza negra, presentan con mayor
frecuencia cancer de mama triple negativo (Parise y Caggiano, 2017).

Toda esta informacion destaca la importancia de considerar a nuestra poblacion con
una gran diversidad genética, vulnerable a presentar factores de riesgos asociados a cancer
de mama; y a la vez nos hace dar cuenta que tenemos una responsabilidad como
investigadores en tratar de comprender y estudiar a nuestra poblacion, para que en un futuro
se pueda comprender y tratar la enfermedad de una manera mas personalizada. Este
proyecto no busca solo la generacién de lineas celulares, sino, el comienzo de un estudio

mas especifico de nuestra poblacion.
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CONCLUSIONES

Se establecieron 7 cultivos celulares a partir de tejido mamario de pacientes con
cancer de mama (4 de tejido tumoral, 2 de tejido aparentemente normal y 1 de ganglio

linfatico con metéastasis).

Se evaluaron caracteristicas fenotipicas de las lineas ID014-T e I1D014-G,
demostrando ser células de origen epitelial luminal, las cuales han desarrollado

caracteristicas de células mesenquimales.
Se evalué la sensibilidad de la linea celular 1ID014-T ante diferentes farmacos

antineoplasicos, obteniendo que esta linea presentd susceptibilidad al compuesto
bioactivo CAPE.
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ANEXOS

Anexo 1

Esquema General de Trabajo: Obtencidon y Generacion de la Linea Celular.
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Anexo 2

Esqguema General de Trabajo: Caracterizacion Parcial de las Lineas Celulares.
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Anexo 3

Protocolo Inmunocitoquimica

1.

N o o b

9.

Colocar un cubreobjetos estéril en un pozo (placa de 6 pozos) e incubar con 1x10°
celulas con 1 mL de D5F, hasta confluencia a 37 °C.

Descartar el sobrenadante y adicionarle 1 mL de PBS, para retirar los restos de medio
que hayan quedado (2 veces).

Fijar y permeabilizar las células con 1 mL de EtOH absoluto a -20 °C, durante 20
min.

Descartar el sobrenadante y adicionar 2 mL de PBS durante 3 min.

Incubar las células con 100 pL PBS-BSA 0.1% durante 15 min.

Retirar el sobrenadante y adicionar 2 mL de PBS 1X.

Descartar el sobrenadante e incubar durante 45 min cada muestra con el anticuerpo
primario a una concentracion de 1ug/mL .

Retirar el sobrenadante y adicionar 2 mL de PBS 1X durante 3 minutos en agitacion
(Repetir 3 veces).

Incubar 30 min con el anticuerpo secundario anti-raton 1IgG-HRP.

10. Retirar el sobrenadante de IgG-HRP vy lavar las células con PBS por 3 min (3 veces)

11. Incubar por 3 min con 5% de 3,3'-diaminobenzidina tetrahidrocloruro con peréxido

(DAKO; Dinamarca).

12. Lavar las células con agua destilada y adicionar hematoxilina por 10 seg. e

inmediatamente lavar con agua destilada.

13. Colocar entellan (DAKO; Dinamarca) y montar en un portaobjetos para su analisis

en microscopio optico.
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Anexo 4

Protocolo Microscopia Confocal

1.

N o o b

9

Colocar un cubreobjetos estéril en un pozo (placa de 6 pozos) e incubar con 1x10°
celulas con 1 mL de D5F, hasta confluencia a 37 °C.

Descartar el sobrenadante y adicionarle 1 mL de PBS, para retirar los restos de medio
que hayan quedado (2 veces).

Fijar y permeabilizar las células con 1 mL de EtOH absoluto a -20 °C, durante 20
min.

Descartar el sobrenadante y adicionar 2 mL de PBS durante 3 min.

Incubar las células con 100 pL PBS-BSA 0.1% durante 15 min.

Retirar el sobrenadante y adicionar 2 mL de PBS 1X.

Descartar el sobrenadante e incubar durante 45 min cada muestra con el anticuerpo
primario a una concentracion de 1ug/mL .

Retirar el sobrenadante y adicionar 2 mL de PBS 1X durante 3 minutos en agitacion
(Repetir 3 veces).

Incubar 30 min con el anticuerpo secundario anti-raton 1IgG-FITC (1:1000).

10. Descarcar el sobrenadante y lavar 3 veces con 2 mL de PBS por 3 min.
11. Incubar con 300 nM de DAPI por 10 min.
12. Lavar con agua y colocar el cubreobjetos en el portaobjeto y sellarlo con esmalte de

unas.
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Anexo 5

Curva de Crecimiento Mediante MTT

1.

Colocar 10 placas de 96 pozos fondo plano con 5000 células en 100 pL de DMEM
suplementado al 10% con SFB.

Después de incubar durante 20 h y a una de las cajas se le adiciona 10 pL de
solucién de MTT (5 mg/mL) a cada pozo y se incuba por 4 h.

Posteriormente adicionar 100 pL de isopropanol acidico a cada pozo para disolver
los cristales formados

Determinar la absorbancia mediante un lector de microplacas (ThermolLab
System, EE. UU.) a las longitudes de onda 570 nm y 650 nm (Alday y col, 2015).
Repetir el ensayo cada 24 h hasta el dia 10.
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Anexo 6

Secuencia de iniciadores Utilizados para la Evaluacion de microRNAs

Informacion de iniciadores empleados.

MicroRNA Numero _de Acceso en Secuencia
(Sonda FAM) miRBase
hsa-miR-181a-2-3p MIMAT0004558 5 ACCACUGACCGUUGACUGUACCT’
hsa-miR-145-3p MIMAT0004601 5" GGAUUCCUGGAAAUACUGUUCU3
hsa-miR-155-3p MIMAT0004658 5" CUCCUACAUAUUAGCAUUAACAY
hsa-miR-205-3p MIMAT0009197 5 GAUUUCAGUGGAGUGAAGUUC3
Primer control Numero _de Acceso en Secuencia
(Sonda VIC) miRBase
cel-miR-39 MIMAT0000010 5"UCACCGGGUGUAAAUCAGCUUG3’

miRBase: Base de datos para secuencias de miRNAs publicadas (http://www.mirbase.org/)
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Anexo 7

Célculo de la Expresion Relativa de miRNAs

La expresion relativa de los miRNA maduros se calcul6 mediante el método del doble
delta Ct (2—AACT). El Ct se define como el ciclo de PCR en el cual la sefial de
fluorescencia del colorante reportero cruza un umbral de amplificacién. Los datos de Ct
se colectan en la fase exponencial de la amplificacion de PCR. El valor numérico del Ct
es inversamente relacionado a la cantidad de amplicén en la reaccion.
A continuacion, se describen los pasos realizados para el calculo del 2—AACT:
1. Normalizacion de los datos
A cada valor de Ct de cada miRNA se le resta el Ct del miRNA control (cel-miR-39),
siguiendo la formula:

ACt = (Ct del gen de interés - Ct del control interno)
2. Calculo del AACT
Posteriormente se resta el ACt de la linea celular normal a los ACt de las lineas celulares
tumorales, el resultado de dicha resta corresponde al AACt, al cual se aplica la exponencial
27AACT E| valor resultante representa el nivel de expresion relativa del miRNA.

2744Ct = [(Ct del gen de interés - Ct del control interno) — (Ct del gen de interés - Ct del control interno)

paciente con cancer de mama paciente sana

Los resultados obtenidos a partir de la formula se interpretan como la expresion
relativa del miRNA de interés de las lineas celulares tumorales con respecto a la linea

celular normal.
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