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Resumen.

El cancer de mama triple negativo ocurre en el 12% al 20% del total de pacientes
diagnosticados con cancer de mama, se caracteriza por carecer de la expresion del
receptor de estrégenos, progesterona, y del factor de crecimiento epidérmico-2.
Este subtipo tumoral, presenta un comportamiento clinico agresivo y un peor
pronéstico en comparacion con los otros fenotipos del cancer de mama, y la
guimioterapia permanece como la Unica opcion de tratamiento, lo cual dificulta su
manejo. Aunado a ello, la quimiorresistencia constituye una de las principales
barreras en el éxito del tratamiento contra en cancer de mama triple negativo, se ha
descrito que los exosomas liberados por células tumorales pueden influir en la
respuesta a agentes quimioterapéuticos, debido a su capacidad de transportar
moléculas bioactivas, entre ellas, ARNs. En este trabajo, se plantea la posible
actividad de la serina proteasa de transmembrana 4 (TMPRSS4) sobre la
resistencia a terapia en modelos in vitro de cancer de mama triple negativo y sienta
las bases para el estudio sobre la utilidad clinica de este ARN exosomal para

predecir la respuesta a la quimioterapia en pacientes.

Agradecimientos.

Agradezco a la dra. Sandra Lorena Romero Cordoba, por brindarme un espacio en
su laboratorio y por su paciencia durante toda la estancia.

Asi mismo, agradezco al Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacion e
Innovacion Tecnoldgica (PAPIIT), UNAM, por brindar el financiamiento para la
realizacion de este proyecto (“Mecanismo de accion e importancia clinica de los
exosomas y ARNs exosomales en la quimiorresistencia del cancer de mama triple
negativo” 1IA206422)



indice

INEFOAUCCION . eueeeeeeeeeereeeeeecccenereeeeeeeeeccssssseeeeeesssessssssnsessssssssssssssssssssssssssssssssnnsssnsnnes 4
¢ Qué es el cancer? 4
Rasgos distintivos del cancer: “Hallmarks del cancer” 5
Céancer de mama: una entidad patolégica heterogénea 11
Epidemiologia del cancer de mama 12
Subtipos clinicos de cancer de mama 13
Cancer de mama triple negativo: un reto clinico y biolégico 16
Tratamiento actual para los tumores de cancer de mama triple negativo 18
Cancer de mama triple negativo en etapas tempranas 19
Retos en el tratamiento y diagndstico de cancer de mama triple negativo 25
Mecanismos de resistencia de farmacos que favorecen la limitada respuesta a
tratamiento en cancer 27
Comunicacion celular 30
Exosomas como via de intercambio de mensajes moleculares 31
Contenido molecular exosomal 32
Importancia de los exosomas en cancer de mama. 33
Participacion de los exosomas en la resistencia a farmacos 34

Antecedentes directos: una exploracién funcional y transcriptémica que
identific6 ARNs exosomales asociados ala quimiorresistencia en modelos in

vitro y muestras humanas de tumores 35
TMPRSS4: Un cargo exosomal relevante con posible impacto en laresistencia a
guimioterapia en cancer de mama triple negativo 36
Justificacion 38
Hipotesis 40
ODJEUIVOS weveevreeeririiiicrssnernentiissssisssssenssesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 40
\/I=T 00T Fo] Lo T L - NP TPPPPPPPN 40
ST U] =T [0 1R 48
Discusion 52
Conclusion 55
71 o1 Lo o 1= 1 = USROS PPPPPPPRR 56



Introduccion.

¢, Qué es el cancer?

El cancer es un término acufiado para englobar a un grupo de diversas
enfermedades con un origen genético/gendmico. El proceso que desencadena el
cancer es conocido como carcinogénesis y se caracteriza por la acumulacion de
cambios genéticos y epigenéticos en genes importantes para el control del
crecimiento, division celular y la diseminacion a otros 6rganos y tejidos, entre otras
caracteristicas descritas como rasgos de identidad del cancer (Hanahan, 2022)
estos cambios, pueden conferir a las células la capacidad de proliferar y sobrevivir
con mayor eficacia que las células vecinas, y ocasionalmente, las células adquiriran
la capacidad de invadir tejidos y hacer metastasis (Stefanius, Servage, & Orth, 2021;
Stratton, Campbell, & Futreal, 2009). Este proceso se lleva a cabo en tres etapas
principales: inicio, promocion y progresion. De forma relevante, las células
tumorales conviven y pueden influir en las células, en el microambiente que las

rodea como poblaciones inmunes, fibroblastos, adipocitos y células nerviosas.

Los cambios genéticos, son llamados mutaciones y pueden ser de la linea germinal,
es decir, que se transmiten de manera hereditaria 0 sométicas, que son aquellas
gue ocurren durante el desarrollo de la vida de una persona, este tipo de mutaciones
incluyen sustituciones de bases nitrogenadas, inserciones, deleciones,
reordenamientos y cambio en el nimero de copias, la mayor parte de estos cambios
se reparan, sin embargo, una pequeifia fraccion puede convertirse en mutaciones.
Las tasas de mutaciéon aumentan en presencia de mutagenos tales como sustancias
guimicas o radiacion, ademas, la célula cancerosa, puede haber adquirido
secuencias de ADN de fuentes exdgenas, particularmente, de virus oncogénicos,
como el del papiloma humano. Los cambios epigenéticos también son relevantes
en el desarrollo y progresion del cancer, estos involucran la alteracion de la

estructura de la cromatina y la metilacion del ADN (Stratton et al., 2009).

El cancer es una enfermedad altamente heterogénea, existen mas de 100 tipos que

reciben el nombre de los 6rganos o tejidos donde se forman, también suelen



describir el tipo de célula que los forma, y de cada tipo surgen subtipos dependiendo

de las caracteristicas moleculares que presentan las células.

Rasgos distintivos del cancer: “Hallmarks del cancer”

El cancer, al tratarse de un padecimiento muy heterogéneo, nos enfrenta a la
necesidad de conocer las caracteristicas unicas que hacen que una célula normal
pase a ser una célula cancerigena. En el 2000, Douglas Hanahan y Robert
Weinberg, describen los hallmarks del cancer, como las capacidades biolégicas que
adquiere una célula durante el desarrollo y la progresion del cancer y que les
permiten sobrevivir, proliferar y diseminarse a otros érganos.

¢Como una célula tumoral mantiene la sefializacion proliferativa? Las células en
condiciones normales requieren sefiales externas para que se deé la proliferacion y
asi, la division celular se mantiene controlada, sin embargo, las células tumorales
poseen oncogenes codificantes para proteinas, las cuales imitan esta sefalizacion
y en consecuencia las células generan sus propias sefiales proliferativas,
adquiriendo la habilidad de sobre expresar o alterar los receptores celulares para
impulsar la produccién de sefales de crecimiento en células adyacentes. Por ello

su tasa de proliferacién es mayor a la del tejido normal de origen (Weinberg, 1995).

¢ Como una célula tumoral elude los supresores de crecimiento? Las sefales anti
proliferativas mantienen la homeostasis del tejido y por lo tanto la division de las
células se encuentra restringida por estas sefiales, que son recibidas por receptores
transmembranales presentes en la superficie celular, las células tumorales deben
evadir estas sefales para proliferar de forma desregulada, produciendo ligandos de
factores de crecimiento por si mismas, a los que pueden responder a través de la
expresion de sus receptores, lo que da como resultado una estimulacién proliferativa
autocrina. Estos mismos mecanismos pueden estimular a las células normales
dentro del estroma, que corresponde al suministro de factores de crecimiento a las
células cancerosas, 0 bien, elevando los niveles de proteinas receptoras en la

superficie de células cancerosas, lo que hace que esas células sean hipersensibles



a cantidades limitantes de ligando del factor de crecimiento (Witsch, Sela, & Yarden,
2010).

¢Como una célula tumoral resiste la muerte celular? Las células tumorales
desarrollan una variedad de estrategias para limitar o elucidar la apoptosis. La mas
comun es la pérdida de la funcién del gen supresor tumoral codificante para la
proteina reguladora P53, que se encuentra en el nacleo celular y cumple una funcién
importante en el control de la division celular y la destruccién de las mismas (Butt,
Firth, & Baxter, 1999).

¢, COmo una célula tumoral activa la invasion y metastasis? Durante el desarrollo de
la mayoria de los tipos de cancer humano, las masas tumorales primarias generan
células pioneras que se desplazan, invaden los tejidos adyacentes y desde alli
vigjan a sitios distantes donde pueden tener éxito en la fundacion de nuevas
colonias. A medida que los carcinomas progresan a grados patolégicos mas altos,
las células cancerosas desarrollan alteraciones en su forma y en su union a otras
células y a la matriz extracelular, que da lugar a la invasion local y la metastasis a
distancia. Para ello, se alteran varias clases de proteinas implicadas en la unién de
las células al tejido, entre las proteinas afectadas, se incluyen las moléculas de
adhesiéon célula a célula (CAM), en particular miembros de las familias de
inmunoglobulinas y cadherinas dependientes de calcio. Otra proteina ampliamente
relacionada con este proceso, es la E-Cadherina, una molécula que permite el
acoplamiento célula-célula, su funciébn se pierde en la mayoria de canceres
epiteliales por inactivacion mutacional, represion transcripcional o proteolisis del
dominio extracelular (Christofori & Semb, 1999).

¢,Como una célula tumoral adquiere la inmortalidad replicativa? Las células
cancerosas requieren un potencial replicativo ilimitado para la generacién de los
tumores macroscopicos. Esta capacidad contrasta con el comportamiento de las
células en la mayoria de linajes celulares normales del organismo que pueden

dividirse un numero limitado de veces (Hayflick, 1998).



Las dos barreras de la proliferacion celular son la senescencia y apoptosis, las
cuales se han racionalizado como defensas anticancerigenas cruciales. La
inmortalizacion de células que proceden a formar tumores se ha atribuido a su
capacidad para mantener el ADN telomérico en longitudes suficientes para evitar
desencadenar la senescencia o apoptosis, lo cual logran mediante la regulacion al
alza de la expresion de la telomerasa (ADN polimerasa, encargada de agregar ADN
telomérico a los extremos de los cromosomas) o a través de un mecanismo de
mantenimiento de los teldmeros basado en la recombinacion (Bergers, Hanahan, &
Coussens, 1998).

¢, Como una célula tumoral induce la angiogénesis? Al igual que los tejidos normales,
los tumores requieren nutrientes y oxigeno, asi como la capacidad de eliminar
desechos metabdlicos y diéxido de carbono, para ello las células favorecen la
generacion de vasos sanguineos. En el contexto del cancer los bajos niveles de
oxigeno (hipoxia) provocan que el tumor libere sefales que resultan en el
crecimiento de vasos sanguineos y con ello en satisfacer la necesidades
previamente descritas (Baeriswyl & Christofori, 2009).

La forma en que los tumores inducen la angiogénesis es alterando el balance de
inductores e inhibidores angiogénicos a través de la alteracién del transcriptoma, se
ha descrito la sobreexpresion del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)
en tejidos tumorales y la regulacion a la baja de inhibidores como trombospondina-
1 o interferén 3 (Baeriswyl & Christofori, 2009).

Con la revolucion del conocimiento oncolégico acontecida en la primera década de
este milenio, en 2011 Hanahan & Weinberg describen otras caracteristicas
“‘emergentes” involucradas en la patogénesis del cancer:

e La desregulacion del metabolismo celular que implica la capacidad de
modificar o reprogramar el metabolismo de la célula tumoral y del
microambiente que la acompafia para apoyar la proliferacion neoplasica de
manera eficaz. El crecimiento y la divisién celular descontrolada, requiere que

las células ajusten su metabolismo energético, incluso en presencia de



oxigeno, pueden reprogramar su metabolismo de glucosa, limitando su
metabolismo a lo que se conoce como “glucdlisis aerdbica”, lo logran
regulando a la alza los transportadores de glucosa, en particular, GLUT1 lo
que aumenta la importacién de glucosa al citoplasma. Curiosamente, se ha
descubierto que algunos tumores contienen dos subpoblaciones de células
cancerosas que difieren en sus vias de generacion de energia. Una
subpoblacién consta de células dependientes de la glucosa ("efecto
Warburg") que secretan lactato, mientras que las células de la segunda
subpoblacién importan y utilizan preferentemente el lactato como su principal
fuente de energia, empleando parte del ciclo del &cido citrico (R. G. Jones &
Thompson, 2009; Kennedy & Dewhirst, 2010).

e La evasion de la respuesta inmune, permitiendo que las células cancerosas
eludan la actividad inmunologica antitumoral. Las células cancerosas tienen
la capacidad de evadir la destruccion inmunolégica al inhabilitar
componentes del sistema inmune, por ejemplo, pueden paralizar a las células
NK al secretar el factor de crecimiento transformante-beta (TGF-B) u otros
factores inmunosupresores. Otro mecanismo, involucra el reclutamiento de
células inflamatorias que son activamente inmunosupresoras con el fin de
suprimir la accion de los linfocitos citotéxicos (R. Jones & Zweier, 2014;
Shields, Kourtis, Tomei, Roberts, & Swartz, 2010).

Asi mismo, Hanahan & Weinberg discutieron las "caracteristicas habilitadoras" que
ocurren como consecuencia de la condicibn aberrante de la neoplasia y
proporcionan a los tumores medios para adoptar dichas caracteristicas
oncogeénicas. La inestabilidad gendmica, que genera mutaciones “aleatorias”, brinda
a las células cancerosas alteraciones genéticas que impulsan la progresion del
tumor; la adquisicién de las caracteristicas de las células tumorales, depende en
gran parte de alteraciones en sus genomas, ciertos genotipos mutantes, confieren
una ventaja selectiva a subclonas celulares, lo cual permite que crezcan y dominen
el entorno tisular local, esto también suele estar influenciado por mecanismos

epigenéticos como son la metilacion del ADN y las modificaciones a histonas



(Berdasco & Esteller, 2010). La inflamacion establecida por las células inmunes
innatas puede resultar benéfica para el desarrollo y progresion del tumor; algunos
tumores se encuentran altamente infiltrados por células del sistema inmune innato
y adaptativo, por lo tanto, reflejan condiciones inflamatorias, esta condicion, puede
contribuir a la adquisicion de las capacidades distintivas a través del suministro de
moléculas bioactivas al microambiente, como factores de crecimiento, de
supervivencia, pro-angiogénicos y enzimas modificadoras de la matriz extracelular,
ademas, las células inflamatorias pueden liberar sustancias quimicas mutagénicas,
lo que acelera la evolucion genética de las células cancerosas (DeNardo, Andreu,
& Coussens, 2010; Hanahan & Weinberg, 2011). Finalmente, esta fina descripcion
de las células del cancer ha sido complementada en 2022, incluyendo nuevas

caracteristicas emergentes y habilitadoras.

Las caracteristicas emergentes recientemente discutidas por Hanahan son: la
plasticidad fenotipica y la senescencia celular. El resultado de la diferenciaciéon
celular tiene como resultado, en la mayoria de los casos, un efecto anti proliferativo
y constituye una barrera para la proliferacion continua que se observa en las
neoplasias. De este modo un componente relevante de la patogénesis del cancer
es la pérdida del bloqueo de la plasticidad fenotipica para evadir o escapar del
estado de diferenciacion terminal, las células neoplasicas pueden entonces
interrumpir el proceso de diferenciacion, con el fin de mantenerse en expansion en
un estado similar al de una célula progenitora (Yuan, Norgard, & Stanger, 2019).
Otro mecanismo es la desdiferenciacion de estados maduros a estados
progenitores, alternativamente, se ha observado la presencia de procesos de
transdiferenciacion, en la que las células que entran en un programa de
diferenciacion hacia otro linaje celular (Saghafinia et al., 2021). Por otro lado, la
senescencia celular es una forma limitada de la proliferacion, que permite mantener
la homeostasis tisular, este estado celular, evoca cambios en la morfologia, el
metabolismo y la activacion de un fenotipo secretor asociado a la senescencia que
implica la liberacidon de proteinas bioactivas. Este mecanismo ha sido contradictorio

pues por un lado se ha descrito como un proceso protector contra la neoplasia,



pero en ciertos contextos las células senescentes estimulan el desarrollo tumoral y
la progresion maligna, principalmente a través del fenotipo secretor, pues las
sustancias que liberan las células senescentes producen inflamacion y contribuyen
a la sefalizacion proliferativa, otro mecanismo implica estados de células
senescentes transitorios y reversibles mediante el cual, las células cancerosas
pueden reanudar su proliferacion celular (De Blander, Morel, Senaratne,
Ouzounova, & Puisieux, 2021; Hanahan, 2022).

Otra de las caracteristicas habilitadoras, descritas en esta Ultima perspectiva de
Hanahan es la reprogramacion epigenética no mutacional y los microbiomas
polimorficos. La inestabilidad y mutacion del genoma es un componente
fundamental en la formacion y patogénesis del cancer, sin embargo, la regulacion
epigenética, que no involucra mutaciones, también contribuye a la reprogramacion
genética y con ello a la adquisicion de capacidades durante el desarrollo y
progresion tumoral. Por otro lado, los microbiomas tienen un gran impacto en el
proceso salud-enfermedad, y cada vez crece mas la evidencia de que la variabilidad
polimérfica en los microbiomas entre los individuos de una poblacién pueden tener
un impacto en los fenotipos del cancer (Flavahan, Gaskell, & Bernstein, 2017;
Hanahan, 2022). La figura 1 resume las capacidades bioldgicas que adquiere una

célula durante el desarrollo y la progresion del cancer.
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Figura 1. Hallmarks del cancer. Este esquema muestra las capacidades adquiridas durante el

desarrollo y la progresién tumoral. Imagen tomada y adaptada de Hanahan,2022.

Cancer de mama: una entidad patoldgica heterogénea

El cancer de mama es el crecimiento anormal y desordenado de las células del
epitelio de los conductos o lobulillos mamarios y que tienen la capacidad para
diseminarse de forma local a los ganglios linfaticos y de forma sistémica a otros
organos (National Institute of Cancer, 2009). La Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), lo reconoce como el tipo de cancer mas comun en el mundo. Este
padecimiento es de origen multifactorial y entre los factores de riesgo del cancer de
mama se encuentran los antecedentes familiares, la presencia de mutaciones en
los genes BRCA1 o BRCAZ2 u otros genes que se emplean como marcadores de
este padecimiento, presentar tejido mamario denso, menarca a temprana edad,
menopausia a edad tardia, obesidad, alcoholismo y tabaquismo, asi mismo, la edad
avanzada también es un importante factor de riesgo (Cardenas-Sanchez et al.,
2019; CENETEC, 2012).

Los genes relacionados con el cancer hereditario de mama pueden dividirse en los

que confieren alta susceptibilidad para el desarrollo de cancer (mayor de 50 %)
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(BRCAL, BRCA2, CDH1, NF1, PTEN, TP53 y STK11) y moderada susceptibilidad
(20 a 50 %) (ATM, BRIP1, CHEK2, PALB2, RAD51C, RAD51D y NBS1) (Cardenas-
Sanchez et al., 2019).

Los signos y sintomas caracteristicos del cancer de mama incluyen, una masa dura
en la mama o axila, normalmente indolora y de un solo lado, alteraciones en la piel
como hoyuelos, arrugas o enrojecimiento, cambios en el tamafio o forma de la
mama, hundimiento del pezdn, secreciones del pezén y presencia de bultos. El
diagnoéstico puede realizarse a partir de un examen fisico, un examen clinico,
mamografia, imagenes por resonancia magnética y ultrasonido y biopsia
(Cardenas-Sanchez et al., 2019).

/
/
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Endurecimiento Bulto Hoyuelo

-

Hendidura Enrojecimiento  Secrecion

4 \

”
S

Retraccion Crecimiento  Piel de'néranja
del pezon de venas

Masa Cambio de Erosion
forma cutanea

Figura 2. Signos y sintomas comunes del cancer de mama. Obtenido de:
https://rochepacientes.es/cancer/mama/sintomas.htmi

Epidemiologia del cancer de mama
El cancer de mama es una de las principales afecciones de salud a nivel mundial,
particularmente en México es el tipo de tumor maligno mas frecuente en mujeres

(INEGI, 2020). Asi mismo, se trata de la principal causa de muerte por cancer en
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mujeres de entre de 20 a 59 afios (Baneriji et al., 2012; Lakshmi, Hughes, & Priya,
2021).

A nivel mundial cada afio se registran 685 mil defunciones por cancer de mama,
representando uno de los principales tumores malignos y una de las primeras
causas de muerte en mujeres. En México, el cancer de mama ha tenido un
incremento constante, tanto en su incidencia como en su mortalidad, algunas
razones que pueden justificar este hecho es el aumento de la poblacién de mujeres
de 35 a 54 afios, los cambios socioculturales, ambientales y la predisposicién
genética a mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 ligados a este padecimiento
(Cardenas-Sanchez et al., 2019; INEGI, 2020). En 2020, en México, fallecieron
97,323 personas por tumores malignos, de los cuales 7,880 fueron por tumores
malignos de mama, lo cual representa el 8% del total de los casos (INEGI, 2021).
La tasa de mortalidad se incrementa con el rango de edad. Son pocas las mujeres
jovenes de entre 20 a 29 afios que mueren por cancer de mama (0.64 defunciones
por cada 100 mil mujeres de este grupo de edad), seguidas por el grupo etario de
30 a 44 con una tasa de 7.09 defunciones por cada 100 mil. Las tasas mas altas se
registran en los grupos de 45 a 59 afios y de 60 afios 0 méas (26.79 y 49.08
defunciones de mujeres por cada 100 mil mujeres, respectivamente) (INEGI, 2021).
Existe evidencia de que, en nuestro pais, los retrasos en los tratamientos de las
pacientes con cancer de mama son frecuentes y se asocian con presentaciones en
estados clinicos mas avanzados, por ello se requiere un manejo éptimo en la etapa

temprana (Cardenas-Sanchez et al., 2019).

Subtipos clinicos de cancer de mama

Los carcinomas de mama representan un grupo muy heterogéneo de tumores, por
lo que inicialmente, se clasificaron en base a su histologia, a partir de la cual, el
tumor se describia en base a la apariencia de las células y los tejidos al microscopio
y qué tan rapido podrian multiplicarse y diseminarse, sin embargo, dicha
clasificacion, no refleja su heterogeneidad molecular, ni permite predecir la
respuesta de los pacientes al tratamiento o detectar marcadores para brindar

terapias dirigidas (Harbeck et al., 2019).
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Actualmente, en la practica clinica se utiliza una clasificacion de cinco subtipos en
base a las caracteristicas histolégicas y moleculares principalmente a través de la
expresion de marcadores inmunohistoquimicos de los receptores de estrégenos
(RE), receptor de progesterona (RP) y el receptor del factor de crecimiento
epidérmico humano (HER2) (Tabla 1) (Harbeck et al., 2019). Con base en la
positividad y expresion de estos receptores lo tumores de mama se clasifican en los

siguientes subgrupos:

El tipo luminal que se caracteriza por presentar receptores hormonales positivos
(RE y RP), los pacientes con este fenotipo reciben terapia enddécrina dirigida, se
considera el tipo mas heterogéneo en términos de expresion genética, espectro de
mutaciones y cambios en el nimero de copias (Koboldt et al., 2012). Este subtipo
puede subclasificarse en:

e Luminal A: En este subtipo, los receptores hormonales estan altamente
expresados, muestra bajas tasas de proliferacion, tipicamente de bajo grado,
bajo indice Ki67, un marcador ampliamente utilizado para determinar la
proliferacion y predice la quimiosensibilidad de las células, por lo que tienen

un buen prondstico, es el subtipo mas comun.

e Luminal B HER2+: Se expresan ambos receptores de estrégenos, pero en
menor grado que el subtipo luminal A, son HER2+, es de grado superior y
posee alto indice Ki67, responde a terapias dirigidas y el pronéstico de las

pacientes diagnosticadas con este tipo tumoral es intermedio.

e Luminal B HER2-: Se expresan ambos receptores de estrogenos, pero en
menor grado que el subtipo luminal A, son HER2-, es de grado superior y
posee alto indice Ki67, responde a terapias dirigidas y su prondstico es

intermedio.
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Los tumores HER-2+ suelen ser neoplasias de alto grado, alto indice de Ki-67,
enfermedad agresiva, pero responden a terapias dirigidas anti-HER2 y poseen un
prondstico intermedio.

Finalmente, lo tumores triple negativos se caracterizan por carecer de la
expresion del receptor de estrogenos (RE), receptor de progesterona (RP) y
receptor del factor de crecimiento epidérmico-2 (HER2). Las células de este subtipo
poseen una proliferacion alta, pues presentan un alto indice Ki67. Se consideran
tumores de alto grado y en general tienen un mal prondstico. El cancer de mama
triple negativo tiene una mayor incidencia en pacientes con mutaciones de la linea

germinal BRCA1 o de ascendencia africana (Harbeck et al., 2019).

En poblacion mexicana, la frecuencia promedio de subgrupos definido por estos
marcadores es la siguiente: receptores hormonales positivo 60 %, HER-2 positivos
20.4 % vy triples negativos 23.1 % (Cardenas-Sanchez et al., 2019).

Tabla 1. Subtipos moleculares del cancer de mama y su aproximacion por inmunochistoquimica, de

acuerdo con el Consenso de Colima 2021.

Subtipo Aproximacion por inmunohistoquimica
Luminal A RE +, RP>20%, Ki67<20% GH 1 0 2, HER-2 -
Luminal B (HER-2 -)

RE +, RP<20%, Ki67>20% GH 3

(HER-2+)

RE +, RP<20%, Ki67>20% GH
HER-2 RE -, RP -, HER-2 +
Triple negativo RE -, RP — HER-2 -

GH: grado histologico

Gracias al analisis molecular, los carcinomas de mama se han clasificado también
en base a alteraciones genéticas y epigenéticas y para ello se han empleado
diversas plataformas, entre ellas, microarreglos de ADN, matrices de metilacion de
ADN, secuenciacion de miRNA y secuenciacién del exoma, que se complementan
con analisis computacional (Harbeck et al., 2019).
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Céncer de mama triple negativo: un reto clinico y bioldgico

El cancer de mama triple negativo es el tipo de cancer en el que no se presenta
positividad a los receptores de estrogeno y progesterona, y hay una falta de
sobreexpresion HER2. (Goh et al., 2020; Wahba & El-Hadaad, 2015). Este fenotipo
esta enriquecido en mutaciones en genes involucrados a los mecanismos de

reparacién de ADN por recombinacion homdloga como BRCA1/2.

Se ha reportado una frecuencia del cancer de mama triple negativo de entre el 12%
al 20% de todos los casos de cancer de mama y este tumor se caracteriza por un
comportamiento clinico agresivo, generalmente se asocia a un peor prondstico y
una supervivencia global corta debido al intervalo corto libre de enfermedad y un
comportamiento mas agresivo en el entorno metastasico; ademas de que es
particularmente agresivo e invasivo, a pesar de tener las tasas mas altas de
respuesta clinica a la quimioterapia neoadyuvante. (Cataldo et al., 2020; Goh et al.,
2020; Wahba & El-Hadaad, 2015). Se diagnostica con mayor frecuencia en mujeres
jovenes y premenopausicas (Wahba & El-Hadaad, 2015) y en poblacién mexicana
se ha reportado una incidencia creciente de pacientes jovenes en comparacion de

otras poblaciones (Reynoso-Noveron et al., 2017).

Dado el alto nivel de heterogeneidad genética de estos tumores, el conocimiento de
su patogénesis molecular es de suma importancia para el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas (Ozawa et al., 2018). Se han identificado seis subtipos
moleculares del cancer de mama triple negativo basado en el transcriptoma de las
células tumorales, dos de ellos de tipo basal (BL1 y BL2), un inmunomodulador (Ml),
un mesenquimatoso (M), un subtipo mesenquimatoso tipo troncal (MSL) y un
subtipo de receptor de androgenos luminal (LAR) (Tabla 2) (Lehmann et al., 2011).
Las caracteristicas propias de cada subtipo pueden ser utiles en la seleccion de
biomarcadores, el desarrollo de farmacos y el disefio de ensayos clinicos para
brindar una terapia apropiada. Los subtipos BL1 y BL2 presentan mayor expresion

de genes de respuesta al dafio del ADN y del ciclo celular, ademas de que son

16



altamente proliferativas debido a una alta expresion de Ki-67. Estas caracteristicas
sugieren que estos subtipos responden preferentemente a quimioterapéuticos
antimitoticos como los taxanos; por su parte, el tipo BL2 muestra genes involucrados
en la sefalizacion del factor de crecimiento, asi como en la glucdlisis y
gluconeogénesis. El subtipo MI se caracteriza por enriquecimiento en procesos
inmunes como la sefalizacion de células inmunitarias, sefializacién de citoquinas,
procesamiento y presentacion de antigenos, y sefializacion a través de vias de
transduccion de sefiales inmunitarias centrales, este subtipo suele asociarse con un
prondstico favorable a pesar de su alto grado histolégico y representarian a los
tumores que pudieran tener mayor beneficio de la inmunoterapia. Los subtipos My
MSL se encuentran enriquecidos en componentes y vias involucradas en la
motilidad celular, vias de diferenciacion celular; es decir en genes asociados con la
transicion epitelial-mesenquimal, en cuanto al subtipo M, presenta genes vinculados
a las vias de sefalizacion del factor de crecimiento y el MSL esta enriquecido en los
genes involucrados en la angiogénesis, y expresa niveles bajos de genes de
proliferacion a diferencia del subtipo M. El subtipo LAR presenta genes asociados a
vias reguladas hormonalmente, incluida la sintesis de esteroides, el metabolismo
de las porfirinas y el metabolismo de los andrégenos / estrégenos (Lehmann et al.,
2011).

Tabla 2. Tipos de cancer de mama triple negativo. (Zaharia & Gomez 2014)

Tipo Vias canénicas

Basal 1 Genes del ciclo celular. Reparacion de ADN y proliferacion.

Basal 2 Sefializacion de factores de crecimiento

IM Genes involucrados en procesos de inmunidad celular

M Genes relacionados con la movilidad celular, diferenciacion celular, y con las

vias de receptores que interaccionan con la matriz extracelular

MSL Procesos biolégicos similares a M, pero con sefializaciébn de factores de
crecimiento y enriquecido con genes asociados a la transicion epitelial-

mesenquimal.

LAR Genes relacionados con la sefializacién del receptor de andrégeno
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Tratamiento actual para los tumores de cancer de mama triple negativo

Las modalidades de tratamiento para el cancer de mama dependen principalmente
del subtipo tumoral, el estadio, tamafio de tumor y el estado del ganglio linfatico
(Lakshmi et al., 2021). El manejo del cancer de mama es multidisciplinario e incluye

abordajes locorregionales (cirugia y radioterapia) y de terapia sistémica.

El cAncer de mama triple negativo tiene opciones de tratamiento limitadas, presenta
mas frecuentemente desenlaces con recurrencia y la metastasis, y tiene un mal
prondstico. La razon principal es que la expresion de ER, PR y HER2 es negativa,
lo que hace que las terapias enddcrinas especificas y las terapias dirigidas sean
ineficaces. Por lo tanto, la quimioterapia se ha convertido en el enfoque principal
para el tratamiento de CMTN (Yin, Duan, Bian, & Yu, 2020). La cirugia aunada a la
guimioterapia o de manera individual suele ser otra opcién viable para tratar el
cancer de mama triple negativo. (Cataldo et al., 2020; Goh et al., 2020; Wahba &
El-Hadaad, 2015). En los ultimos afios, una gran cantidad de literatura ha
demostrado que el uso de regimenes de quimioterapia neoadyuvante en el
tratamiento del CMTN tiene una tasa de remision patoldgica (ausencia de todos los
signos de cancer en muestras de tejido obtenidas durante una cirugia o una biopsia
después del tratamiento) significativamente mas alta que para el cAncer de mama
con receptores hormonales positivos y puede mejorar significativamente el
pronéstico de los pacientes al tener respuesta patolégicas completas (Yin et al.,
2020).

A pesar de la terapia de primera linea, la recurrencia y las metastasis ocurren con
frecuencia en los 3 afios posteriores a la cirugia y la tasa de supervivencia a 5 afios
para estas pacientes es baja (Goh et al., 2020). Al ser el cancer de mama triple
negativo una enfermedad heterogénea con distintos subtipos moleculares se espera
también una gran variabilidad en la respuesta a la quimioterapia y la eficacia de los
farmacos, lo que a menudo es limitada por la quimio-resistencia (Goh et al., 2020).

18



Tradicionalmente, la radioterapia se administra en pacientes con cancer de mama
triple negativo después de una mastectomia o cirugia de mama conservadora, pero
aun existe controversia sobre este tema. Las pacientes que presentan este fenotipo
de cancer de mama son altamente radiosensibles, en parte por la deficiencia de los
mecanismos de reparacion por recombinacion homadloga, por lo que presentan un
fenotipo deficiente en la reparacion de rupturas de ADN de doble hebra. Si la cirugia
es seguida de radioterapia, la mama y el tejido circundante podrian erradicar los
focos tumorales deficientes en mecanismos de reparacion de ADN vy, por lo tanto,
disminuir la recurrencia local en esas pacientes (Wahba & El-Hadaad, 2015).

Por ello, la quimioterapia, resulta ser la opcidn mas viable para el tratamiento de
este fenotipo. Las estrategias terapéuticas se dirigen a complejos de reparacién de
ADN empleando compuestos de platino y taxanos, a P53 a partir de taxanos, o
contra la proliferacion celular a partir de un régimen con antraciclina. La
neoadyuvancia, que se refiere a la administracidén del tratamiento como primer paso
para reducir el tamafio del tumor antes de la cirugia, es el tratamiento con mayor
beneficio y el indicado en guias clinicas. El tratamiento neoadyuvante recomendado
se basa en 6-8 ciclos de quimioterapia ya que se asocia con mayores posibilidades

de Respuesta patologica completa (RPC) (Cardenas-Sanchez et al., 2021).

Cancer de mama triple negativo en etapas tempranas

En la mayoria de los casos se requiere terapia sistémica, que puede ser
administrada antes de la cirugia (neoadyuvante) en mujeres con tumores grandes
para reducir el tamafio del tumor o para evaluar la respuesta del tumor in vivo. La
administracion de quimioterapia neoadyuvante se ha convertido en el estandar, ya
gue la respuesta patoldgica completa se correlaciona con el resultado del paciente
y la eleccion de la terapia adyuvante puede diferir segun el estado de esta. La
terapia sistémica puede ser administrada después de la cirugia (adyuvante) si el
resultado quirdrgico o los biomarcadores indican un mayor riesgo de recurrencia
(Harbeck et al., 2019). La cirugia conservadora de mama es el tratamiento estandar

en pacientes con cancer de mama temprano y/o histologias y perfiles bioldgicos
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favorables, consiste en la escision completa del tumor primario, sin extraer todo el
tejido mamario, como se realizaba en la mastectomia que era el estandar historico.
(Cardenas-Sanchez et al., 2019).

La terapia sistémica es muy efectiva para pacientes con cancer de mama temprano.
La eleccidon del tratamiento depende de las caracteristicas clinicas. En cancer de
mama triple negativo, la quimioterapia es el estdndar y normalmente se administran
antraciclinas y taxanos (Harbeck et al., 2019).

El consenso mexicano sobre el diagndstico y tratamiento del cancer mamario
recomienda el empleo de esquemas basados en antraciclinas, debido al beneficio
en supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global. Las antraciclinas
dafian el ADN de las células cancerosas, provocandoles la muerte. Asi mismo, el
uso de taxanos ha demostrado beneficio clinico (Cardenas-Sanchez et al., 2021).
Los taxanos inducen citotoxicidad promoviendo la unién de la tubulina en los
microtubulos e inhiben su despolimerizacién. Las antraciclinas actian a nivel del
DNA, inhibiendo a la topoisomerasa Il (Silva, Cervantes S, Delgadillo, & Erazo-Valle,
2011).

La capecitabina adyuvante debe considerarse en pacientes con enfermedad triple
negativa que no alcanzan RPC a la neoadyuvancia. La inclusion en adyuvancia de
otros medicamentos, como la gemcitabina, o las sales platinadas a los esquemas
con antraciclinas y taxanos, no se recomienda de forma rutinaria, ya que los
estudios hasta el momento no han demostrado beneficio clinico (Cardenas-Sanchez
et al., 2021). Finalmente, la radioterapia postoperatoria mejora la supervivencia
general y libre de enfermedad en pacientes con cancer de mama temprano con
afectacion en los ganglio linfaticos, ya sea mediante la eliminacion de células
tumorales residuales y/o en la disminucién del tamafio del tumor (Harbeck et al.,
2019). La tabla 3, resume las opciones de tratamiento para el cancer de mama triple

negativo.

Tabla 3. Tratamiento CMTN temprano.

Céancer de mama temprano
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Quimioterapia neoadyuvante Si no se obtiene pCR:

Triple negativo Secuencia antraciclina-taxano Quimioterapia. Capecitabina
(se puede agregar un agente de adyuvante
platino)

Cancer de mama metastasico y recurrente

El cancer de mama metastasico es una enfermedad heterogénea y los sitios
comunes de diseminacion son huesos, pulmones e higado. Actualmente es una
enfermedad tratable pero practicamente incurable y el tratamiento depende del sitio
y nimero de metéstasis, las caracteristicas del paciente, el inmunofenotipo tumoral
y la sensibilidad o resistencia a los tratamientos oncolégicos previos. Las pacientes
con cancer de mama metastasico reciben tratamientos que tienen como objetivo
aliviar sus sintomas y prolongar el intervalo libre de progresion y la supervivencia
global, asi como mantener una adecuada calidad de vida. Generalmente, los
tratamientos locales no son la base del tratamiento del cancer de mama avanzado,
pero son muy utiles en algunas situaciones, como las metastasis cerebrales y 6seas
(Cardenas-Sanchez et al., 2019; Harbeck et al., 2019).

El tratamiento estandar para pacientes con tumores triple negativos que presentan
metéstasis es la quimioterapia, sin que sea posible recomendar, en la actualidad,
un esquema o secuencia especificos, se recomienda el tratamiento con farmacos
como mono droga y de forma secuencial debido a la mejor tolerancia y menor

deterioro de la calidad de vida (Cardenas-Sanchez et al., 2021).

Las antraciclinas y taxanos son los agentes citotoxicos mas activos para el
tratamiento del cAncer de mama metastasico y representan la piedra angular de la
quimioterapia de primera linea. En pacientes previamente expuestas, las opciones
de tratamiento incluyen capecitabina, gemcitabina, vinorelbina, o eribulina. La

eribulina es el Unico farmaco que ha demostrado impacto en supervivencia global,
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en pacientes previamente tratados con taxanos/antraciclinas, en poblacién con

tumores triple negativo (Cardenas-Sanchez et al., 2021).

En pacientes con mutacién germinal de BRCA1/2 se puede considerar el uso de
olaparib (Cardenas-Sanchez et al., 2021). El olaparib, es un inhibidor de PARP (Poli
ADP Ribosa Polimerasa), una clase de enzima reparadora del ADN de una sola
cadena. Su funcién principal es mantener la estabilidad del genoma, reparar el ADN
y participar en la progresion del ciclo celular y la apoptosis, la inhibicion de esta
enzima conduce a la pérdida de la funcion de la reparacion de ADN vy, por lo tanto,
a la apoptosis. Esta clase de farmacos pueden mejorar significativamente los
efectos terapéuticos de la radioterapia y quimioterapia. Los inhibidores de PARP
tienen efectos antitumorales significativos en los tumores con deficiencia de
BRCAL1/2, y el efecto de inhibicién en los tumores con mutaciones en los genes
BRCA1/2 es de 1000 veces mayor que en los tumores sin tales mutaciones. Hasta
el 19,5% de los pacientes con cancer de mama triple negativo portan mutaciones

BRCA1/2, lo cual justifica el uso de esta clase de farmacos (Yin et al., 2020).

Es importante mencionar que las células tumorales pueden evadir el reconocimiento
y la destruccién por parte del sistema inmunitario del huésped a través del sistema
de control inmunitario; por lo tanto, bloquear el sistema de puntos de control
inmunitario es una estrategia de tratamiento prometedora para lograr una inmunidad
antitumoral eficaz (Cardenas-Sanchez et al., 2021). El ligando de muerte celular
programada 1 (PD-L1) es una proteina transmembranal de 40 kDa. La proteina de
muerte celular programada 1 (PD-1) se une a PD-L1 y puede transmitir sefiales para
inhibir la proliferacion de células T y promover el agotamiento de células T. A través
de la union de PD-L1 a PD-1 en la superficie de las células T, las células tumorales
transmiten sefiales de inhibicién en dichas células (Yin et al., 2020). Por ello nuevas
estrategias terapéuticas estan dirigidas a interrumpir esta interaccion y reactivar la

actividad del sistema inmune contras las células tumorales.
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En las tablas 4 y 5 se resumen y presentan algunas de las opciones terapéuticas

indicadas por las guias clinicas en tumores triple negativos.

Tabla 4. Esquema de tratamiento CMTN metastasico recomendado por el Consenso Colima 2021.

ADYUVANCIA CON
Sin terapia | Taxano+antraciclina Taxanos antraciclinas
12 linea Esquema Capecitabina Esquema Taxano
basado en: | Eribulina (inhibe la fase de | basado en: Capecitabina
Antraciclina | crecimiento de | Antraciclina Gemcitabina
Taxano microtabulos, por lo que
detiene la propagacion de
las células cancerosas)
Gemcitabina
Vinorelbina
Sales platinadas (pueden
aplicarse en poblacién con
mutacién  germinal  de
BRCA)
Otras e Bevacizumab, un inhibidor del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) +

opciones guimioterapia (taxanos), incrementa la supervivencia libre de progresion.

terapéuticas

leralinea eInhibidores de punto de control inmunitario: 1) Atezolizumab mas nab-paclitaxel,
como terapia de primera linea, pues demostré incremento en la supervivencia libre
de progresion en la poblacion PDL1 positiva; 2) Pembrolizumab mas quimioterapia
(paclitaxel, nab-paclitaxel o gemcitabina mas carboplatino), en pacientes con
cancer de mama triple negativo avanzado, que expresan PDL1, como terapia de
primera linea, demostré ser superior en contraste con la quimioterapia en
monoterapia, en la supervivencia libre de progresion

22 linea De acuerdo con el tratamiento utilizado previamente

32 linea De acuerdo con el tratamiento utilizado previamente

La eleccion del tratamiento depende de las caracteristicas de las pacientes la

tolerancia y respuesta a tratamientos previos, asi como de la disponibilidad de los

farmacos (Cardenas-Sanchez et al., 2021). La duracion del tratamiento no se ha
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definido por completo y puede variar en cada paciente. En la practica clinica se
recomienda continuar la quimioterapia hasta la progresion o toxicidad, dependiendo
del farmaco aplicado (intravenoso frente a oral), las dosis maximas acumuladas y el

impacto en la calidad de vida de las pacientes (Cardenas-Sanchez et al., 2021).

Tabla 5. Tratamiento para el cancer de mama metastasico/avanzado.

Cancer de mama avanzado

Triple negativo

Si hay mutaciones
de BRCA de lalinea

germinal presentes:

Quimioterapia
* Si >1 % de tincién de

células inmunitarias PD-

es una buena opcion

Quimioterapia
. Usar monoterapia

secuencial

inhibidores de L1, nab-paclitaxel mas <« Los agentes de primera
PARP atezolizumab es una linea preferidos para
opcién en primera linea pacientes tratados
» Combinacién con platino previamente con

antraciclinas y taxanos son

capecitabina, vinorelbina o
eribulina

* Posible reexposicion a
antraciclinas o taxanos (si
=1 afio desde la exposicion
previa)

+ En combinacion con
guimioterapia con taxanos
o] capecitabina,
bevacizumab (un
anticuerpo anti-VEGF) es
una opcién en la primera

linea

Otro esquema en el tratamiento de este cancer incluye la radioterapia, que tiene un
papel crucial en el alivio de los sintomas de las metastasis 0seas, cerebrales y de
tejidos blandos, esta debe prescribirse con un enfoque multidisciplinario e
individualizado (Harbeck et al., 2019). La radioterapia también podria inducir una
respuesta inmunitaria sistémica, que podria actuar sobre células tumorales no

irradiadas vecinas (efecto espectador) o distantes (efecto abscopal). Ademas, la
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radioterapia, ha despertado el interés en el campo de la inmunoterapia, debido a
gue una buena proporcion de los tumores triple negativos son “frios”, no infiltrados
por células inmunes que responden pobremente a la inmunoterapia, de este modo
la radioterapia podria estimular la respuesta inmune en el microambiente (Harbeck
et al., 2019). Los estudios clinicos sobre uso combinado de inmunoterapia y
radioterapia en cancer de mama se centran en los subgrupos de pacientes con
tumores oligometastasicos (aquellos en los que el paciente presenta escasas
metéstasis en una o dos partes diferentes del cuerpo y suelen ser pequefas), ya
que son los subtipos con mayor expresion de marcadores inflamatorios e

inmunologicos (Cardenas-Sanchez et al., 2019).

El tratamiento del cancer de mama esta en constante evolucion, lo que ha mejorado
el prondstico y se ha desarrollado un nuevo enfoque terapéutico gracias al impacto
de la medicina gendmica, la medicina de precision que permite la eleccion del
tratamiento y estrategias de prevencién tomando en cuenta la variabilidad individual
en los genes, la composicion en los perfiles dmicos, el entorno y el estilo de vida de
cada paciente. El objetivo de la medicina de precision o personalizada es dirigir los
tratamientos correctos a los pacientes correctos en el momento correcto. Los
avances en la medicina de precisién han permitido descubrir nuevos tratamientos
que se adaptan a las caracteristicas especificas de las personas y asi los médicos
pueden seleccionar tratamientos que mejoren las posibilidades de supervivencia y
reduzcan la exposicién a efectos adversos en los pacientes con cancer (Li et al.,
2017).

Retos en el tratamiento y diagnéstico de cancer de mama triple negativo

La conducta biologica del cancer de mama triple negativo suele ser mas agresiva y
con una mayor tendencia a presentar metastasis, comparada con los otros subtipos
de cancer de mama, predominando las metastasis viscerales, asimismo, tiene un
curso clinico mas agresivo, con recurrencias tempranas y con mayor riesgo de
muerte, con respecto a los tumores dependientes de hormonas (Zaharia & Gomez,

2014). El cancer de mama triple negativo es un padecimiento heterogéneo y
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complejo, ademas, debido a que el diagndstico convencional de cdncer de mama
no incluye perfiles genéticos, se dificulta la apropiada identificacion de subtipos

intrinsecos moleculares que pudieran mejorar a la eleccion del tratamiento.

El diagndstico, manejo y seguimiento representa un reto, pues a pesar de las altas
tasas de respuesta a la quimioterapia, estas no son prolongadas, los resultados
iniciales favorables son cortos por los mecanismos de resistencia. Estos tumores no
responden a la terapia endocrina y no existe terapia blanco eficaz disponible con
beneficio clinico prolongado. Por ello, las investigaciones sobre esta neoplasia
estan principalmente orientadas a la busqueda de biomarcadores terapéuticos.
(Zaharia & Gomez, 2014).

Ademas, en la mayoria de los sistemas de salud, la terapia sistémica es la Unica
alternativa disponible para tratar el cancer de mama triple negativo, a pesar del
estudio de prometedoras terapias dirigidas como inmunoterapia, inhibidores de
PARP, inhibidores de factores de crecimiento e inhibidores de mTOR, que podrian
implementarse dependiendo del subtipo molecular de cancer de mama triple
negativo, recordando que cada subtipo presenta un perfil genético muy
caracteristico, sin embargo, estas opciones no estan al alcance de todas las
pacientes, y como se mencioné anteriormente, el diagndstico de este padecimiento

no incluye perfiles genéticos (Cardenas-Sanchez et al., 2019).

A pesar de que el CMTN, presenta mejores tasas de respuestas patologicas, solo
el 30% de los pacientes tratados en neoadyuvancia con quimioterapia logran la
RPC, y aquellas que no logran la respuesta patologica completa, tendran cursos
clinicos mas agresivos a 5 afios (Cortazar et al., 2014).

Una limitante importante en el éxito del tratamiento del cancer de mama triple
negativo es la resistencia a la quimioterapia, es por ello por lo que se requiere el
estudio de los mecanismos por los cuales las células desarrollan quimiorresistencia
para detectarlos y combatirlos, lo cual traeria consigo nuevas opciones de

tratamiento con dianas terapéuticas bien definidas.
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Mecanismos de resistencia de farmacos que favorecen la limitada respuesta
a tratamiento en cancer

Las células tumorales tienden a desarrollar mecanismos de resistencia al
tratamiento luego de un periodo de estrés farmacologico, inicialmente, el 90% de
los pacientes con cancer de mama y 50% de los que presentan lesiones
metastasicas, responden al tratamiento quimioterapico, aunque este varia en cada
uno de los subtipos tumorales (Fodale, Pierobon, Liotta, & Petricoin, 2011). La
qguimiorresistencia es un obstaculo importante para el tratamiento exitoso del cancer
de mama, ya que no permite el efecto esperado en la reduccion del tamafio del
tumor luego de la administracion del farmaco y el cdncer puede recurrir y progresar

después de una respuesta "positiva" inicial (Chen et al., 2014).

La resistencia a farmacos puede surgir debido a factores propios del hospedero, asi
como alteraciones genéticas o0 epigenéticas en las células cancerosas. La
composicién de los cocteles de farmacos, asi como un 6ptimo esquema de
administracion de farmacos para los pacientes es clave para prevenir la aparicion
de resistencia (Foo & Michor, 2014).

Entre los mecanismos desarrollados por las células para superar el efecto de los
compuestos farmacolbgicos se encuentran, la alteraciéon del metabolismo de los
farmacos, la alteracion en la sefializacién de las vias intracelulares, la comunicacion
cruzada entre diferentes receptores de membrana, la modificacion de la
sefalizacion apoptoética y la interferencia con la replicacion celular (Fodale et al.,
2011).

La alteracion del metabolismo de farmacos involucra diversas enzimas que
participan en el proceso de desintoxicacion o transportacion, lo cual altera la
absorcion, la distribucién, el metabolismo y la excrecién de farmacos. Asi mismo, la
resistencia puede estar dada por una desregulacion de las enzimas que participan

en diferentes etapas del metabolismo celular. La literatura reporta que las bombas

27



transmembranales son una de las protagonistas en el desarrollo de la resistencia a
terapia, al aumentar la desintoxicacién celular, la salida y modificaciéon de los
farmacos, o disminuir la absorcion de estos, en conjunto estas alteraciones son
responsables de una reduccion general del suministro de terapia bioguimica a las
moléculas diana. (Fodale et al., 2011). Otro mecanismo que impulsa la adaptacion
celular y la supervivencia de las células ante los farmacos es la sobreexpresion y la
activacion (fosforilacién) de proteinas clave en la transmision de sefiales. La
resistencia a los agentes que actian sobre los microtibulos como los taxanos, se
desarrolla a través de la alteracién de los componentes de los microtibulos y
sefalizacion apoptotica deficiente (mediada por p53,bcl-2, bcl-xl), se ha reportado
gue mutaciones en p53, generan alteraciones en la dinamica de los microtubulos,
que se asocia con la resistencia a paclitaxel en una linea celular de cancer de

pulmén humano (Fodale et al., 2011; Galmarini et al., 2003).

De igual forma, el efecto de los farmacos esta asociado a la expresion de genes de
muerte celular y la regulacién de genes de supervivencia, la susceptibilidad de las
células tumorales a la apoptosis inducida por el farmaco depende también del
balance entre sefales proapoptéticas y antiapoptoticas, por lo que, las anomalias
en estas vias de sefalizacion pueden impedir la muerte celular programada. Estas
sefiales ademdas generan estrés celular que induce cambios adaptativos y
alteraciones genéticas que ayudan a la célula a sobrevivir a pesar de la presencia
del fArmaco. Las alteraciones en la expresién o la regulacion de proteinas clave en
la reparacion del ADN, pueden incrementar la actividad de reparacion del ADN y

con ello, la resistencia a farmacos (Fodale et al., 2011).

La tabla 6 presenta un resumen de los mecanismos de resistencia reportados en la

literatura.
La caracterizacion de estos mecanismos de resistencia es util para la identificacion

de nuevos blancos terapéuticas y biomarcadores que pueden ayudar en la seleccion

mas adecuada del tratamiento.
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Recientemente, diversas evidencias han descrito que los mecanismos de

comunicacién celular pueden participar activamente en la transferencia de

mecanismo de resistencia. Una de las vias de comunicacion con gran actividad es

el intercambio de vesiculas extracelulares las cuales son liberadas por células con

diversas capacidades oncogénicas, y tienen la capacidad de transportar moléculas

bioldgicamente activas a las células receptoras (Chen et al., 2014; Ozawa et al.,

2018; Stefanius et al., 2021).

Tabla 6. Mecanismos de resistencia desarrollados por las células tumorales

Mecanismos

Resistencia a

Metabolismo de los farmacos

Citocromo P450

La oxidacién de los agentes
terapéuticos esta
comprometida debido a los
polimorfismos genéticos que
inducen la alteracion de la
funcionalidad de las proteinas
y la susceptibilidad a los

farmacos.

Ifosfamida, vinblastina,

etopdésido y doxorrubicina

GST

Actividad de conjugacion

mejorada

Agentes alquilantes

Resistencia mediada por la membrana celular

e intracelular

Proteina MDR

Aumento de la salida del

agente quimioterapéutico
desde el citosol a la matriz
extracelular o los organulos

intracelulares.

Antraciclinas, taxanos,
alcaloides de la vinca,

mitoxantrona

Receptor de tirosina quinasa

Heterodimerizacion y
activacion cruzada de
receptores; amplificaciéon o
sobreexpresion de RTK
compensatorias; mutacion
secundaria ex novo; trastorno

de los supresores de tumores

Anticuerpo monoclonal,
pequefios inhibidores de la

tirosina quinasa, tamoxifeno
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Citoesqueleto Estabilizacion o Taxanos y alcaloides de la
desestabilizacion excesiva de vinca
la estructura dinamica de los

microtibulos

Divisién celular y muerte programada

Apoptosis defectuosa Mutacién en supresores de Doxorrubicina, agentes
tumores, hiperactivacion de alquilantes

vias de supervivencia.

Alteracion de la replicacion o | Interferencia con enzimas que Etopésido, irinotecan,
reparacion del ADN "interacttan” con el ADN, doxorrubicina, gemcitabina

como la topoisomerasa

Comunicacion celular

La comunicacion celular es de suma importancia para mantener la homeostasis en
un organismo, en ella se involucran diversos mecanismos que permiten transmitir la
informacion entre células, tejidos y 6rganos. En la coordinacion de la comunicacién
y la respuesta a las moléculas de sefalizacion se encuentran involucradas miles de
reacciones quimicas (Solomon, Berg, & Martin, 2013). La sefializacién celular
engloba los mecanismos empleados por las células para comunicarse entre si, en
general implica una secuencia de cuatro procesos: la célula envia una sefal que
debe ser transportada, posteriormente se da la recepcion de la sefal y se realiza la

transduccion de la sefial para que finalmente se dé una respuesta celular.

Las células se comunican en diversas formas, incluyendo la mas directa, a través
de uniones celulares, mediante sefales eléctricas, contacto temporal célula a célula,
y sefales quimicas (Solomon et al.,, 2013). La comunicacion celular también
involucra la secrecion de las moléculas y vesiculas extracelulares que viajan a otras
células y fluidos. Los exosomas son reconocidos como un potente mecanismo de

comunicacion intercelular (Goh et al., 2020; Stefanius et al., 2021).
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Exosomas como via de intercambio de mensajes moleculares

Los exosomas son vesiculas de 30 a 200 nm de diametro, de origen endosoémico,
liberadas por practicamente todos los tipos de células, incluyendo las células
tumorales, al espacio extracelular tras la fusion de cuerpos multivesiculares con la
membrana plasmética (Chen et al., 2014; Goh et al., 2020; Lakshmi et al., 2021;
Stefanius et al., 2021).

Estas vesiculas extracelulares estdn compuestas por una membrana de bicapa
lipidica con proteinas transmembrana, proteinas citoesqueléticas, proteinas de
trafico de membrana, moléculas de adhesion celular, moléculas
inmunorreguladoras, receptores de superficie celular, etc. (Figura 3). Los
componentes intravesiculares incluyen chaperones moleculares, enzimas, acidos
nucleicos, mRNA, miRNA, LncRNA, enzimas, proteinas citoesqueléticas, proteinas
para la biogénesis vesicular y moléculas de sefalizacion (Lakshmi et al., 2021).
Presentan caracteristicas como tamafio nanométrico, estabilidad en fluidos
biologicos, potencial para transportar material celular, biocompatibilidad, afinidad
hacia células diana, capacidad para cruzar barreras celulares y exhiben proteinas

especificas (Lakshmi et al., 2021).

La funcion primaria que se les atribuye es la comunicacion celular, pues ademés de
ser liberados por las células, tienen la capacidad de transportar moléculas bioactivas
a otras células y las células receptoras a su vez las internalizan mediante
endocitosis, fagocitosis, micropinocitosis o fusién con la membrana plasmatica por
receptores o lipidos. Debido a su tamafo, pueden moverse facilmente a traves de
los espacios de los tejidos y los sistemas circulatorios, es por ello por lo que se

encuentran en casi todos los fluidos corporales.
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Figura 3. Arquitectura molecular de los exosomas. La membrana de bicapa lipidica tiene proteinas
de distintas clases y los componentes intravesiculares incluyen enzimas, &cidos nucleicos,
proteinas del citoesqueleto, proteinas para la biogénesis vesicular y moléculas de sefializacion.
Adaptado de Lakshmi y colaboradores, 2021.

Contenido molecular exosomal
Los exosomas pueden contener y transportar diversas cargas biolégicas debido a

su origen endocitico, aunque inicialmente se describieron como portadores de
desechos celulares, ahora se sabe que desempeiian un papel clave en la
comunicacién intercelular, en el mantenimiento de la fisiologia o para desencadenar
la progresion de una enfermedad (Goh et al., 2020; Stefanius et al., 2021). Pueden
portar ARN (codificante y no codificante), ADN (gendémico y mitocondrial), proteinas,
lipidos, metabolitos y otros constituyentes moleculares altamente representativos
de sus células de origen. (Goh et al., 2020; Lakshmi et al., 2021) y tienen la

capacidad de entregar dicha informacién genética y molecular a células vecinas y

distantes.

La célula receptora puede ser cercana a la célula que liberé los exosomas o incluso,
estos pueden llegar a células distantes a través de la circulacion. La interaccién de
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las vesiculas extracelulares con las células y la entrada determina los efectos
funcionales en la célula receptora. Incluso, la superficie de la membrana vesicular
puede desencadenar la sefalizacion a través de la interaccion con
receptores/ligandos en la superficie celular sin que se dé la entrada. En muchos
casos, la funcionalidad del contenido de las vesiculas extracelulares depende de la
entrada en el citoplasma y, potencialmente, incluso en el nucleo, y de la liberaciéon

del cargo exosomal (Abels & Breakefield, 2016).

Los exosomas, pueden internalizarse en las células diana a través de la fusion con
la membrana plasmatica o por medio de endocitosis. La captacion a través de la
endocitosis se puede clasificar en los diferentes tipos de procesos, que incluyen
endocitosis mediada por clatrina o caveolina, por balsas lipidicas, macropinocitosis
y fagocitosis (Abels & Breakefield, 2016). Actualmente se estd investigando el papel
de los exosomas por su uso potencial en el diagndstico y tratamiento de multiples
enfermedades y como vehiculos de biomarcadores relevantes de condiciones

biolégicas especificas (Goh et al., 2020).

Importancia de los exosomas en cancer de mama.

Diversos estudios han demostrado que los exosomas tienen un papel importante en
la tumorigénesis y la progresion del cancer de mama a través de la transferencia de
elementos moleculares entre las diversas clonas que componen a un tumor. Asi
mismo, los exosomas permiten a las células tumorales tener una comunicacion
bilateral con el microambiente tumoral. La evidencia emergente sugiere que el
intercambio de ARN exosomales codificante y no codificantes (ncCARN) como los
microARNs y INcCARNSs, alteran el transcriptoma de la célula receptora, acelerando

la progresion del cancer de mama (Lakshmi et al., 2021).

En las condiciones precancerosas, los exosomas estan implicados en la respuesta
inflamatoria que contribuye a la adquisicién de varios de los principales marcadores
del cancer. Asi mismo, los exosomas presentan un papel importante en la induccion

de la transicion epitelio mesénquima, asi como en la reprogramacion del
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microambiente tumoral, que desencadena el proceso de metastasis. Diversos
estudios han demostrado que los exosomas derivados de células tumorales son
participantes activos en la induccion de alteraciones moleculares en células
circundantes del microambiente tumoral que promueve la tumorigénesis multifocal
y, en ultima instancia, da como resultado la tumorigénesis. Estudios in vitro
demuestran que los exosomas derivados de tumores transfieren biomoléculas
promotoras de tumores a las células receptoras lo que conduce a la activacion de
vias de sefializacion y la induccion de mutaciones, lo que resulta en cambios
irreversibles en las células receptoras, este proceso representa una posible invasion
tumoral a través del desarrollo de tumores satélites cercanos al sitio primario, lo que
promueve la resistencia a la quimioterapia (Stefanius et al., 2021).0tro rasgo
interesante de los exosomas derivados de tumores, es su capacidad para inducir
cambios en la respuesta de citotoxicidad a los agentes quimioterapéuticos. Diversos
autores han reportado que exosomas aislados de lineas celulares de cancer de
mama resistentes a algtin farmaco son capaces de transferir dicha resistencia a las

células sensibles.

Participacion de los exosomas en la resistencia a farmacos

Como se ha mencionado, la resistencia a farmacos es un factor limitante para un
tratamiento exitoso en pacientes con cancer de mama triple negativo, los exosomas
facilitan la resistencia favoreciendo procesos como la salida de farmacos
intracelulares, la inhibicién de la apoptosis, la mejora de la reparacion del ADN y el

transporte de bombas de salida de farmacos a las células sensibles a los farmacos.

Varios estudios han demostrado la influencia de los exosomas en la
guimiorresistencia, se ha descrito que las células de cancer de mama resistentes a
paclitaxel y doxorrubicina pueden transferir el fenotipo quimiorresistente a traves de
los ARN exosomales miR-100, miR-222, miR-30a y miR-17 (Lakshmi et al., 2021).
Mingli Han y colaborades reportaron que el miR-567 estaba desregulado en
pacientes resistentes a trastuzumab, y el tratamiento con miR-567 exosomal podria

suprimir la autofagia al inhibir ATG5, lo que daria lugar a la reversion de la
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resistencia a trastuzumab, un farmaco anti-HER2. Aunado a ello, el ARN anti sentido
AFAP1-AS1 contenido en exosomas podria inducir resistencia al trastuzumab al
unirse con la proteina AUF1 y activar la traduccion de HER2. Otro estudio ha
demostrado que la transferencia exosémica del LncARN H19 aumento la resistencia
a la doxorrubicina en las células mamarias (Lakshmi et al., 2021). Por ello es factible
explotar terapéuticamente estrategias que interfieran con la liberacion de exosomas
y de esta forma limiten la comunicacion mediada por exosomas para superar la

resistencia a los farmacos.

Antecedentes directos:
Una exploraciéon funcional y transcriptomica que identificO ARNs
exosomales asociados a la quimiorresistencia en modelos in vitro

y muestras humanas de tumores

Diversos trabajos han demostrado el papel de los exosomas y su contenido,
especialmente del ARN, como mediadores de vias oncogénicas, sin embargo, ain
no se describe totalmente esta relacion, particularmente en el cancer de mama triple
negativo, un ejemplo de ello, es que no se conocen bien los mecanismos
moleculares que propician los efectos de resistencia a terapia, potencialmente
transmitidos por exosomas y no se han identificado ampliamente asociaciones entre
estos y el grado de sensibilidad a farmacos quimioterapéuticos. Comprender los
mecanismos e interacciones entre las células y su comunicacién via exosomal,
permitiria identificar qué subconjuntos de pacientes se beneficiarian de la
quimioterapia. Los datos preliminares obtenidos por el laboratorio receptor
respaldan el papel de los exosomas y de los ARN exosomales en la resistencia a la
terapia. Asi mismo, datos previos, utilizando un abordaje preclinico, han mostrado
gue el condicionamiento in vitro con exosomas provenientes de células resistentes
a antraciclinas y taxanos, regulan la respuesta a estos farmacos en células
sensibles. Adicionalmente, se identificO una firma asociada a la respuesta del
tratamiento mediada por ARNs exosomales entre los que se encuentran CDH6,
TMPRSS4, miR-574-5p y miR-7977, a partir de un abordaje integrativo de datos
transcriptémicos de experimentos previos in-vitro y de andlisis in-silico de bases de

datos (Datos preliminares, no publicados).
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De forma particular, resultados preliminares del laboratorio han identificado la
expresion alterada de TMPRSS4 en exomas de modelos de células resistentes a
quimio farmacos y su sobreexpresion en modelos condicionados que adquieren
resistencia al tratamiento, lo cual sustentaria el hecho de que desempefie un papel

en el desarrollo de la quimiorresistencia.

TMPRSS4: Un cargo exosomal relevante con posible impacto en la
resistencia a quimioterapia en cancer de mama triple negativo

Las proteasas estan implicadas en una variedad de procesos biolégicos como lo
son el desarrollo postnatal y la homeostasis, ademas, juegan un papel importante
en la progresion tumoral y la metastasis, pues contribuyen a la degradacién de la
membrana basal y la matriz extracelular, facilitan la invasion de células cancerosas
y modifican el microambiente tumoral, ademas se ha demostrado su capacidad de
activar cascadas de sefializacion intracelular que favorecen la supervivencia de las
células tumorales y la resistencia a la quimioterapia (Exposito et al., 2019; Li et al.,
2017; Tanabe & List, 2017), y al estar ubicadas en la superficie celular, median la
transduccion de sefiales entre la célula y su entorno circundante. Se han descrito a
las proteasas de la superficie celular como modificadores proteoliticos de blancos
particulares, incluidos los factores de crecimiento y los receptores activados por
proteasas, que son fundamentales para la activacion de las vias de sefalizacion

oncogeénicas (Tanabe & List, 2017).

Las serinas proteasas transmembrana de tipo I, son una subfamilia que participa
en la regulacion de sefalizacion celular en la membrana plasmatica y en la matriz
extracelular (Li et al., 2017; Xiao, Zhang, Peng, Wei, & Ma, 2021). Los 17 miembros
de esta subfamilia tienen en comin un dominio N-terminal citoplasmatico corto, un
dominio transmembranal y un dominio proteolitico extracelular (Kim et al., 2019).
Varios autores han reportado que las proteasas se encuentras desreguladas en el
cancer, lo que implica sus posibles funciones en la tumorigénesis y/o progresion del
cancer (Exposito et al., 2019; Li et al., 2017; Xiao et al., 2021).
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TMPRSS4 es un miembro de las serinas proteasas transmembrana de tipo I, que
fue identificada por primera vez en el cancer de pancreas y se expresa altamente
en diferentes tumores solidos, como en cancer de ovario, tiroides, colorrectal, de
mama, de cuello uterino, de vesicula biliar, gastrico y de higado (Exposito et al.,
2019; Tanabe & List, 2017). La expresion elevada de TMPRSS4 promueve la
malignidad celular, el crecimiento del tumor primario y la metastasis multiorganica y
se correlaciona con un mal prondstico en pacientes con cancer de pulmon de células
no pequefias con histologia de células escamosas, cancer de mama triple negativo,
cancer de cuello uterino, cancer gastrico, cancer de colon y cancer de proOstata
(Exposito et al., 2019; Kim et al., 2019).

De forma relevante la expresion de esta proteasa se asocia con la pérdida de E-
cadherina y el aumento de la expresion de vimentina y otros marcadores de
transicion epitelio mesénquima (Exposito et al., 2019). Estudios en modelos
animales y células de cancer de pulmon revelaron que el silenciamiento de
TMPRSS4 da como resultado una reduccion significativa en la proliferacion, la
capacidad clonogénica y la invasion de las células tumorales. También se ha
demostrado que la sobreexpresion de TMPRSS4 en células SW480 (cancer de
colon) provoca una mayor invasion in vitro, y una mayor metastasis en el higado
(Tanabe & List, 2017).

Expésito y colaboradores, dedujeron que el silenciamiento de TMPRSS4 altera el
ciclo celular, afecta la proliferacion e induce la muerte celular, asi mismo, se
observaron cambios en la expresion génica particularmente de genes involucrados
en la proliferacion celular y en la apoptosis, lo cual conduce a un deterioro del injerto
tumoral y del crecimiento tumoral. Ademas, las células que carecen de TMPRSS4
estdn muy sensibilizadas al efecto citotoxico de diferentes farmacos de
quimioterapia, como lo demuestran los experimentos in vitro reportados, en los
cuales se probd el efecto de cisplatino, docetaxel, etopésido, paclitaxel,
pemetrexed, 5-FU y metotrexato en células carentes de TMPRSS4, que resultaron

ser mucho mas sensibles que las células de control, y posteriormente, en modelo
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murino, en el que los tumores fueron significativamente mas pequefios en el grupo

tratado con cisplatino en ausencia de TMPRSS4 (Exposito et al., 2019).

Ademas, en un estudio realizado en 2019 por Assani y colaboradores, encontraron
que la inhibicibn de TMPRSS4 aumentaba la radiosensibilidad de las células de

cancer de mama triple negativo (Assani et al., 2019).

Con base en estos hallazgos se ha propuestos que este subtipo de proteasas,
representan un blanco viable para el desarrollo de agentes terapéuticos. Se ha
demostrado que los agentes dirigidos a proteinas, incluidos los anticuerpos y los
inhibidores afines modificados, asi como los inhibidores de moléculas pequefas,
bloguean eficazmente su actividad en entornos in vitro o in vivo e inhiben algunos
aspectos de la patogénesis del cAncer en modelos celulares y animales (Tanabe &
List, 2017). Particularmente, la inhibicion de TMPRSS4 puede representar una
potencial estrategia terapéutica para reducir el crecimiento tumoral, asi como la
invasion y la metastasis. Ademas, el hecho de que los niveles altos de ARNm y
proteina de TMPRSS4 se asocien con un peor prondstico abre la posibilidad de que

sea usado como biomarcador (Exposito et al., 2019; Kim et al., 2019).

Solbi Kim y colaboradores, evaluaron dos derivados de 2-hidroxidiarilamida como
terapias potenciales contra las células cancerosas positivas para TMPRSS4:
KRT1853 e IMD-0354, que inhiben la sefalizacién celular mediada por TMPRSS4,
dichos compuestos inhibieron la proliferacion e invasion de las células cancerosas,
asi como la apoptosis inducida, siendo KRT1853 el tratamiento mas eficiente. Este
estudio demuestra que TMPRSS4 es un blanco molecular potencial contra el cancer
(Kim et al., 2019).
Justificacion

El cancer de mama constituye la primera causa de muerte por tumores en las
mujeres, y el subtipo triple negativo representa de entre el 10 al 20% del total de
casos. Es también el subtipo mas agresivo y las opciones de tratamiento para la

mayor parte de las pacientes se reducen a la quimioterapia, aunado a esto, la
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quimiorresistencia tiene un impacto no soélo en la respuesta clinica inmediata, sino
también en el comportamiento agresivo postcirugia, limitando la sobrevida global y
libre de enfermedad a 5 afos. Por ello, es importante dilucidar los mecanismos

detras de la quimiorresistencia.

Los exosomas, representan un relevante mecanismo de comunicacion celular, y se
han involucrado en el desarrollo de quimiorresistencia en el cancer de mama triple
negativo ya que pueden contener diversas moléculas bioactivas capaces de regular
la expresion de genes en las células receptoras e inducir la quimiorresistencia. Entre
las moléculas bioactivas transportadas por los exosomas, se encuentran los acidos
nucleicos. Entender, el mecanismo por el cual el ARN de TMPRSS4 contribuye a la
resistencia es de suma importancia para establecer su utilidad clinica en la
prediccion de la respuesta a quimioterapia.

Con base en lo anterior, se planteé que la comunicacion celular, especificamente a
través de exosomas, favorece la quimiorresistencia y confiere a las células
tumorales tolerancia a la quimioterapia, a través de la reprogramacion
transcripcional y metabdlica por la accion de los ARN exosomales. Dichos ARN
exosomales podrian evaluarse en circulacion para determinar el estado de
resistencia a farmacos del tumor primario y obtener informacion acerca de la

respuesta clinica esperada del paciente.

Para definir los posibles mecanismos que modulan la respuesta a terapia, se plantea
el estudio funcional de ARNs candidatos que forman parte de la firma propuesta de
resistencia a quimioterapia en el cancer de mama triple negativo. A partir del analisis
del panorama transcripcional, se identificardan mecanismos que contribuyen a

conferir quimioproteccién a las células tumorales, mediados por exosomas.
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Hipotesis
El silenciamiento del gen TMPRSS4 en lineas celulares de cancer de mama triple
negativo a través de un siRNA generara cambios en la tolerancia de las células a la

doxorrubicina, paclitaxel y docetaxel.

Objetivos

Establecer las bases metodologicas y cientificas para el estudio funcional del gen

TMPRSS4 en la quimiorresistencia del cancer de mama triple negativo.

Objetivos particulares

1. Realizar un entrenamiento dedicado sobre técnicas de biologia molecular y
cultivo celular para estandarizar las técnicas relevantes para el estudio in vitro
del gen TMPRSS4.

2. Estandarizacion de condiciones de cultivo para los modelos celulares
evaluados

3. Determinacion de la IC50 de los farmacos en las lineas celulares de cancer
de mama triple negativo (MDA-MB-231, MDA-MB-468 y BT-549)

4. Estandarizacion de la transfeccion transitoria de secuencias siRNA para

silenciamiento exdgeno del gen TMPRSSA4.

Metodologia

Cultivo de las lineas celulares.

Se emplearon 3 lineas celulares de cancer de mama triple negativo para recapitular
parcialmente la heterogeneidad del cancer de mama triple negativo: MDA-MB-231,
MDA-MB-468 y BT-549 adquiridas en American Type Culture Collection (ATCC). La
linea celular MDA-MB-231se establecié a partir de un derrame pleural en 1973,
presenta una morfologia mesenquimal y fusiforme formando una especie de red y
se caracteriza por un rapido crecimiento y un fenotipo invasivo (R. Cailleau, Young,
Olivé, & Reeves, 1974). La linea celular MDA-MB-468 fue aislada en 1977 por

Cailleau y col. del derrame pleural de una paciente con adenocarcinoma
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metastasico de mama, es de origen epitelial y su morfologia es redonda (Relda
Cailleau, Olivé, & Cruciger, 1978). La linea BT-549 fue aislada en 1978 por W.G.
Coutinhoy E.Y. Lasfargues. El tejido de origen consistia en un tumor ductal invasivo
papilar que habia hecho metéastasis en 3 de los 7 ganglios linfaticos regionales
(Characteristics & Conditions, 1992). Las células se crecieron en monocapa en
placas Petri de 100 mm con medio RPMI para la linea MDAMB231 y DMEM para
MDAMB468 y BT449 suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10%. Se
mantuvieron en incubadora a 37°C con 5% de CO0,, el medio de cultivo se recambi6
cada 48 horas y al alcanzar la confluencia. Las células fueron colectadas con
tripsina de la siguiente forma: se retira el medio de cultivo y se realiza un lavado con
PBS, se agregan 0.7 ml de tripsina al 0.05% y se incuba por 2 minutos, se retir6 la
tripsina con la suspensién celular, se agreg6 a un tubo de cénico con 5ml de medio
y se centrifugd a 328 x g por 5 minutos, se conservo la pastilla para resuspenderla

en medio de cultivo fresco.

Las células fueron almacenadas en congelacién con una solucion de DMSO al 10%
en SFB. Para su descongelacion se permitié se atemperaran para poder transferir
el liquido que contiene a las células a un tubo cénico con 5ml con medio de cultivo.
Posteriormente, se centrifugd a 328 x g por 5 minutos, posteriormente, se realizan
uno o dos lavados con PBS dependiendo del tamafio de la pastilla celular (en caso
de ser grande, se realizaron dos lavados) y se centrifugd para suspender la pastilla

en medio de cultivo para pasar las células a las placas Petri.

Determinacién de la concentracion inhibitoria 50 de doxorrubicina, docetaxel y

paclitaxel
Se determind la concentracion de IC50, que se define como la concentracion a la

que un farmaco inhibe un proceso biolégico en un 50%, de tres farmacos
guimioterapéuticos (docetaxel 11.130 mM, paclitaxel 7.02 mM y doxorrubicina 3.4
mM) en las tres lineas celulares. Docetaxel y paclitaxel, pertenecen a la familia de
los taxanos, que se consideran farmacos antimitéticos pues se unen a la B-tubulina,

estabilizando los microtabulos e impidiendo la division celular. La doxorrubicina,
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pertenece a la familia de las antraciclinas y su mecanismo de accion consiste en
intercalarse en el ADN e inhibir a la topoisomerasa Il, lo cual resulta en la inhibiciéon
de la sintesis de ADN y ARN, ademas forma especies reactivas de oxigeno, lo que

resulta en citotoxicidad secundaria.

Luego de un paso previo de tripsinizacion, se realizd un conteo celular en la camara
de Neubauer, para ello, la pastilla celular obtenida después de un paso de
centrifugacion, se resuspendié en 5 ml el medio correspondiente. Se colocaron 10
dI diluidos en la camara de Neubauer para el conteo. Una vez cuantificadas un
namero especifico de células se cultivaron en placas de 96 pozos con 100 ul de
medio de cultivo correspondiente. EI nUmero de células por pozo, dependia de la
linea celular: para MDA-MB-231, se cultivaron 35,000 células por pozo a tratar al
siguiente dia 0 17,000 células por pozo si se dejaban el fin de semana; para MDA-
MB-468, se cultivaron 18,000 células por pozo a tratar al siguiente dia o 8,000 si se
dejaban en fin de semana, debido a que el tiempo de duplicacion celular era muy
corto en comparacién con las otras dos lineas celulares; y para BT-549, se
cultivaron 20,000 células por pozo a tratar al siguiente dia o 12,000 si se dejaban
en fin de semana, esta linea celular requiri6 especial atencién pues en cuanto
llegaba a confluencia comenzaban a despegarse las células. Para realizar el
tratamiento, se realiz6 la dilucion del farmaco en medio de cultivo. De forma inicial
se evaluaron al menos 8 concentraciones por farmaco y linea celular, una vez que
se determiné la fase exponencial de las mismas se seleccionaron 3 o0 4

concentraciones para ser analizadas.

Tras 24 horas de tratamiento para doxorrubicina y 48 horas para paclitaxel y
docetaxel, las células se fijaron, retirando el medio de cultivo con el farmaco y
agregando 70 microlitros de solucién fijadora (1% aldehido, 10% SFB en RPMI) a
cada pozo. Esta solucion se dejé actuar por 10 minutos, se retird y se realizdé un
lavado con agua corriente y la placa se dejo secando. Una vez secas, se agrego a
cada pozo 50 ul de cristal violeta al 0.1% y se dejé 15 min para tefir las células,

después, se retir6 el cristal violeta y las placas se lavaron con agua corriente para
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eliminar el exceso de cristal violeta no unido. Una vez secas, se agrego 50 ul de una
solucion de acido acético al 10% a cada pozo con el fin de solubilizar el tinte ligado
y se dejaron en agitacion durante 20 minutos. Se ley6 la absorbancia de los pozos
a 570 nm en espectrofotometro. Todos los experimentos fueron realizados en al
menos sextuplicado técnico y repetidos en al menos tres experimentos
independientes. Todos los experimentos incluian controles de tiempo inicial y

tiempo final. Asi como las concentraciones a evaluar.

Para cuantificar la respuesta a los tratamientos se realiz6 el recuento relativo de
células con las métricas de sensibilidad al farmaco incluidos los valores IC50 o
Emax. Todos los calculos fueron realizados con el paguete R GRmetrics que
proporciona funciones para analizar y visualizar datos de respuesta a farmacos con
estas métricas en multiples condiciones y lineas celulares. La diferencia estadistica
fue calculada con una prueba de t student, un valor de p igual o menor a 0.05 fue
considerado como significativo. Todos los experimentos fueron analizados

individualmente.

Estandarizacién de la transfeccién transitoria de secuencias siRNA para

silenciamiento exdgeno del gen TMPRSS4

La transfeccién es el proceso por el cual se introducen acidos nucleicos en células
eucariotas, puede ocurrir de manera estable, si el material genético se integra en el
genoma; o transitoria en la que el material genético solo estd presente por un
periodo de tiempo limitado y no se integra en el genoma, este tipo de transfeccion
permite silenciar la expresion de genes, al introducir ARNs pequefios de
interferencia (SiRNA), los cuales presentan una longitud de 21 nucleétidos (nt) que
inician el silenciamiento génico al unirse a secuencias de ARN mensajero blanco y

realizan un corte en el mismo para su degradacion.
A través de un sistema SiRNA Ambion (Cat: 43922420) se silenci6 TMPRSS4

mediante una transfeccion transitoria. Para llevar a cabo la transfeccion, las células

se cultivaron en placas de 6 pozos, con 200,000 células por pozo y 1800 pl de
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medio, se incubaron a 37°C con 5% de CO,, luego de 24 horas, se realizd una
dilucion de lipofectamina 2000 en medio Opti-MEM y siRNA-OptiMEM, para
posteriormente juntar ambas diluciones en relacién 1:1, es decir 150 uyl de la
solucion A (Tabla 7) y 150 ul de la solucién B (Tabla 8), para obtener un volumen
de 300 pl que se incubd durante 15 min para permitir la incorporacion de la
secuencia siRNA en los liposomas. Finalmente, se agreg6 a cada pozo 2200 ul de
medio Opti-MEM para un volumen final de 2500 u y una concentracion de siRNA de
50uM. Antes de agregar el siRNA y el medio Opti-MEM, se retir6 el medio de cada
pozo y se realizaron dos lavados con PBS para retirar los residuos de medio de
cultivo y de suero bovino fetal que pudiera inhibir la transfeccion. Se empled
lipofectamina 2000, que crea estructuras similares a liposomas que encapsulan los
ARNSs pequefios y permiten la entrada a las células, ademas se empleé medio Opti-

MEM que crea orificios en la membrana celular y optimiza la transfeccién.

Tabla 7. Solucién A para la transfeccion.

Transfectante
Lipofectamina 6 pl
Medio Opti-MEM 144 pl

Tabla 8. Solucion B para la transfeccion.

Dilucion siRNA
SiRNA 2.5 ul
Medio Opti-MEM 150 pl

Extraccion de ARN.

Se uso6 TRIzol para aislar el ARN de las células, para ello, se retiré el medio de cada
pozo y se realiz6 un lavado con PBS para retirar los residuos de medio, se
agregaron 400 uL de TRIzol por tratamiento, para comenzar a lisar las células, se
homogeneiz6 con ayuda de la micropipeta y se colocé en un microtubo de 1.75 ml
donde se incubd 5 minutos en hielo con el fin de permitir la disociacion del complejo

de nucleoproteinas. Se agregaron 80ul de cloroformo a cada tubo para realizar la
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extraccion organica, a continuacion, se mezcld con ayuda de un vortex y se dejé
incubar 15 minutos. Posteriormente se centrifugaron las muestras por 15 minutos
a 12,000 x g a 4°C; en este punto, la mezcla se separa en dos fases, el ARN se
encuentra en la fase acuosa que se localiza en la parte superior, por lo que se

transfiere a un nuevo tubo colocando el tubo a 45° y con ayuda de una micropipeta.

A continuacion, se empled isopropanol para precipitar el ARN, para ello, se agrego
200ul a cada tubo con la fase acuosa, se incubd por 10 min a 4°C y se centrifugé
por 10 min a 12,000 x g a 4°C. ElI ARN, forma un precipitado de tipo gel al fondo del
tubo, se descarto el sobrenadante con la micropipeta. Se emple6 etanol al 70% para
llevar a cabo el lavado del ARN, para ello, se agregé a cada tubo 400 pl y se
vortexed brevemente, luego se centrifugd por 5 min a 7500 x g a 4°C, se descartd
el sobrenadante con la micropipeta y se dejé secar el pellet por 5-10 min.

Finalmente, el ARN se resuspendié en 12ul de agua libre de RNAsas, para
determinar la concentracion de ARN midiendo la absorbancia a 260 nm empleando

el equipo MultiSkanGO y empleando la siguiente ecuacion:

c=Ax*f
Donde:
c: concentracion de analitos en ng/ul
A: absorbancia

f: factor en ng-cm/ul

Factor ARN: 40 ng-cm/ul

Para determinar la pureza del ARN, se emplearon las relaciones de absorbancia:
260/280, que indica la contaminacion por proteinas: la muestra de ARN sera pura
si es < 1.8 y 260/230 que indica la existencia de componentes organicos y debe ser

>1.8.

Evaluacion de la transfeccion transitoria mediante Q-PCR
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Para definir la eficiencia de transfeccion en esta estandarizacién metodoldgica se

evaluo la expresion génica de TMPRSS4 por RT-PCR con sondas Tagman. Para

ello, el ARN se retrotranscribié para obtener cDNA a partir de entre 500 ng y 2mg

totales de ARN previamente extraido y cuantificado, como se indica brevemente a

continuacion en la tabla 9 y 10.

Tabla 9. Preparacion de la reaccion de RT-PCR

Componente Volumen

2X RT buffer mix 5l

20X RT enzyme mix 0.5 ul

Muestra ARN Hasta 4.5 pl

H, 0 libre de nucleasas Cantidad suficiente para llegar
a10 pl

Total por reaccion 10

Tabla 10. Configuracién de la reaccién de RT-PCR

Paso 1 Paso 2 Paso 3
Temperatura 37°C 95°C 4°C
Tiempo 60 min 5 min )

A continuacion, los niveles de expresion génica de TMPRSS4 se cuantificaron con

PCR en tiempo real con sondas TagMan especificas utilizando como control

normalizador GAPDH, y como control negativo una secuencia siRNA aberrante

siguiendo el protocolo propuesto por el fabricante el cual se describe brevemente a

continuacion en la tabla 11y 12.

Tabla 11. Preparacion de la reaccion gPCR

Componente

Volumen por reaccion

TagMan® Universal Master Mix II, with/no

5ul

UNG, 2X
TagMan® Assay, 20X 0.5 ul
cDNA+ agua libre de nucleasas 4.5 ul
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Volumen total 10 ul

Tabla 12. Configuracion de la reaccion gPCR

Activacion de la PCR
polimerasa
40 ciclos
Temperatura | 50 °C 95 °C 95°C 60°C
Tiempo 2 min 10 min 15s 1 min

La cuantificacion de la expresion normalizada del gen TMPRSS4 se realiz6 con el
método modificado de 2"-delta Ct. Las diferencias en la expresion de TMPRSS4
entre las muestras transfectadas con el siRNA de interés y el control negativo se
evaluaron por una prueba de T, considerando cambios significativos a aquellos con
un valor de significancia menor a 0.05. Todos los experimentos se realizaron
evaluando por triplicado cada sonda de expresion y por al menos dos experimentos

independientes.

Ensayo de viabilidad celular por MTS

Es un método colorimétrico para determinar el nimero de células viables en
ensayos de proliferacion o citotoxicidad. Contiene una sal de tetrazolio 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio) que se
reduce a causa del metabolismo celular en un producto de formazan coloreado que
es soluble en medio de cultivo. Esta conversion presumiblemente se logra mediante
NADPH o NADH producidos por enzimas deshidrogenasas en células
metabdlicamente activas. Los ensayos se realizan agregando una pequefia
cantidad del reactivo, directamente a los pozos de cultivo, incubando de 1 a 4 horas
y luego registrando la absorbancia a 490 nm con un lector de placas de 96 pozos.

La cantidad de producto de formazan es medida por absorbancia a 490 nm y es
directamente proporcional al nUmero de células vivas en el cultivo. Para realizar este
ensayo, se usaron placas de 96 pozos, se cultivaron 20,000 células por pozo en 100
Ml de medio de cultivo y se incubaron por 24 horas a 37°C en un ambiente con 5%

de CO,. Es importante atemperar el reactivo a temperatura ambiente antes de su
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uso, para posteriormente, agregar 10 yl a cada pozo e incubar la placa a 37°C por
1-4 horas en una atmésfera humeda con 5% de CO,.

Finalmente, se registro la absorbancia a 490 nm, utilizando el equipo MultiSkan Go.

Resultados

Aprendizaje y estandarizacion de técnicas de cultivo y de biologia molecular

Uno de los objetivos primarios de este trabajo fue realizar un entrenamiento
dedicado sobre técnicas de biologia molecular y cultivo celular en instalaciones
dedicadas para ello. Durante el desarrollo de esta tesis se implementd una
estrategia para poder realizar de forma autonoma procesos tan sencillos como el
pipeteo Optimo, para asegurar de este modo resultados reproducibles y confiables,
hasta técnicas mas avanzadas como lo es el mantenimiento celular y procesos
necesarios en el cultivo celular. Este periodo de aprendizaje se concluy6é con

técnicas de biologia molecular como lo son la PCR en tiempo real.

Dicho periodo de entrenamiento consisti6 en dos fases donde inicialmente se
mostré cdmo realizar el proceso y posteriormente una fase de curva de aprendizaje
hasta alcanzar el correcto desarrollo de las técnicas y uso de los instrumentos, como
resultado de estas actividades se adquirieron conocimientos relevantes para el
desarrollo de técnicas de laboratorio que permitieron en primera instancia comenzar
con las estandarizaciones planteadas de los protocolos especificos asi como

asegurar resultados sin sesgo técnico debido a una mala operacion del evaluador.
Esto permitio fortalecer varios de los conocimientos adquiridos durante el tiempo de
estudio de la carrera, asi como en varias areas que por la condicion sanitaria por la

gue atravesamos no se habian cubierto tan ampliamente.

Determinacion de concentraciones inhibitoria 50 (IC50) en los modelos

celulares
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En la primera parte de este trabajo, se determind la concentracion a la que los
quimioterapéuticos (docetaxel, doxorrubicina y paclitaxel) son capaces de inhibir la
proliferacion al 50%. Se emplearon tres lineas celulares, de cancer de mama triple

negativo, con el fin de representar la heterogeneidad celular en un tumor.

El primer obstaculo de trabajar con lineas celulares es que cada linea celular
presenta requerimientos y caracteristicas especificas por lo que se debid
estandarizar el nimero 6ptimo de células a cultivar por pozo en las placas de cultivo.
De esta manera evitar perdida de las células debido a una alta confluencia en los
tiempos de incubacion comprometiendo los resultados y analisis. Brevemente, en la
linea celular BT-549 observamos que cuando llegaba a confluencia, comenzaba a
despegarse, por lo que la lectura de resultados del tratamiento no era confiable.
Finalmente, se establecieron los nUmeros 6ptimos que nos permitieran el desarrollo
del experimento sin contratiempo con las condiciones que se muestran en la tabla
13.

Tabla 13. Numero de células 6ptimo para el cultivo de las tres lineas celulares.

Linea celular Numero de células

Tratamiento a 24 hrs Tratamiento a 72 hrs

BT-549 20,000 12,000
MDA-MB-231 35,000 17,000
MDA-MB-468 18,000 8.000

A continuacion, se probaron distintas concentraciones seriales (al menos 4) de los
farmacos con el fin de determinar la IC50 para cada farmaco en cada linea celular.
Posteriormente, se determiné el nimero total de células proliferativas por tincion de
cristal violeta. Se observd una heterogeneidad en las respuestas de las diversas
lineas a los farmacos, esto se explica debido a las diferentes caracteristicas
biolégicas y moleculares propias de cada modelo celular empleado. Como se
observa en la tabla 14, la linea celular MDA-MB231 resulto ser la mas resistente a
docetaxel seguida por la linea BT549 y finalmente la linea MDA-MB468 siendo la

mas sensible. Para paclitaxel, el otro taxano evaluado, observamos un
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comportamiento similar siendo MDA-MB231 la mas resistente a la actividad de dicho
farmaco. Finalmente, para la antraciclina evaluada, es decir la doxorrubicina, la linea
BT549 resultd ser la mas resistente seguida por MDA-MB231 finalmente por
MDAMB-468. No es de sorprender que este Ultimo modelo celular sea el que mas
responde a los farmacos evaluados, dado que tiene una biologia menos agresiva e
invasiva, y en general se considera un subtipo mas sensible a los farmacos
evaluados. Esta evaluacion permitio definir la diversidad de respuestas encontradas
a nivel in vitro y cémo estos fenotipos de respuesta podrian simular los escenarios
observados en los tumores de pacientes humanos a los cuales se debe enfrentar el

tratamiento clinico.

Tabla 14. Concentracion inhibitoria 50, de los tres quimio farmacos probados en cada linea celular.

Linea Quimio farmaco |Concentracion(uM)
MDAMB468 | Doxorrubicina 1.34
MDAMB468 [ Docetaxel 3.8
MDAMBA468 | Paclitaxel 1.8
MDAMB231 | Doxorrubicina 3.96
MDAMB231 |Docetaxel 26.72
MDAMB231 | Paclitaxel 11.53
BT549 Doxorrubicina 14.87
BT549 Docetaxel 18.96
BT549 Paclitaxel 9.8

Esta estandarizacion permitird evaluar posteriormente el efecto del silenciamiento o
la sobreexpresion exdégena de ARNs exosomales y su efecto sobre la resistencia a

los quimio farmacos analizados.

Silenciamiento exégeno de TMPRSS4 mediante sistema de siRNA

Como parte inicial de la caracterizacion de la expresion del gen TMPRSS4
evaluamos su expresion total en los 3 modelos celulares, se observé una diversidad

en los patrones de expresion siendo la linea MDA-MB468 en la que méas se expresé

50



y por lo tanto, representando uno de nuestros principales modelos para el estudio
del silenciamiento de dicho gen (Figura 4). Cabe sefialar que no se detecto
expresion de este transcrito en la linea BT549.

0.07

0.06

0.02
0.01
0

Replicados técnicos Replicados técnicos
MDAMB231 MDAMB468

o
o
5

Expresion normalizada de TMPRSS4
27-Delta Ct
g 2

Figura 4. Representacion gréfica de la expresion normalizada del gen TMPRSS4 en dos lineas
celulares: MDA-MB-231 y MDA-MB-468. Determinada a partir de gPCR.

Tras realizar la transfeccién de una secuencia siRNA para el silenciamiento del gen
TMPRSS4 en la linea celular MDAMBA468 en una concentracion evaluada de 50uM
se establecié que no hay cambios significativos con respecto a la condicién control
(Figura 5), lo que significa que se deberan de ajustar las condiciones de transfeccion
para obtener un silenciamiento efectivo. Esto se puede mejorar a través de
aumentar la eficiencia de transfeccion mediante el uso de una lipofectamina mas

adecuada o bien a través del aumento de la concentracion del siRNA.
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Figura 5. Representacion gréafica del silenciamiento del gen TMPRSS4 a partir de la transfeccion
transitoria del siRNA en la linea celular MDA-MB-468. No se observaron cambios significativos del

tratamiento respecto al control.

La determinacibn de la concentracibn Optima tendra que ser definida en
experimentos futuros para poder realizar la evaluacion funcional de este gen sobre

la quimiorresistencia, particularmente en la linea MDA-MB468.

Discusion
La resistencia a farmacos quimioterapéuticos representa una de las principales
barreras del éxito del tratamiento del cancer de mama triple negativo, este proceso
puede estar mediado por diversos factores, entre ellos, la comunicacién celular, en
la que los exosomas desempeiian un papel importante, transportando moléculas

bioactivas, como ARNSs.

En este trabajo, estandarizamos técnicas relevantes para el estudio in vitro del gen
TMPRSS4 el cual podria ejercer un efecto quimio protector en tres lineas celulares
triples negativas, bajo la premisa de que los ARN exosomales tienen la capacidad
de conferir a las células tumorales tolerancia a la quimioterapia a través de la
reprogramacion transcripcional y metabdlica. Este gen codifica a una serina
proteasa transmembrana de tipo Il, que se ha reportado desregulada en cancer, y

que facilita el desarrollo y progresiéon de dicho padecimiento.
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Durante el desarrollo de esta estandarizacion se enfrentaron diversos retos
concernientes tanto a la realizacion de los experimentos como a la diversidad de los
modelos celulares empleados. Por ejemplo, durante la realizacion de los
experimentos se detectd una falta de consistencia entre ellos debido a las técnicas
de pipeteo empleadas por lo que se tuvo que poner atencidon en mejorar dicho
proceso a través de ejercicios dedicados que permitieron al usuario mejorar su
rendimiento y con ello la reproducibilidad de los experimentos. Por otro lado, se tuvo
que adaptar a las condiciones de crecimiento de las diversas células las cuales
variaban entre si, siendo una de las mas complejas el modo de celular BT549 por
Su crecimiento, puesto que inicié con una tasa de proliferacion muy baja lo que
requirio entender cuales eran las mejores condiciones de cultivo y tiempo para

favorecer su proliferacion.

Una vez estandarizadas dichas condiciones tuvimos que enfrentar nuevos retos en
la estandarizacion experimental para definir las concentraciones IC50. Uno de los
primeros aspectos que se tuvieron que estandarizar fue el nimero de células
cultivadas, debido a que las tasas de proliferacion entre las lineas celulares
analizadas son diversas y pueden llegar a confluencias totales en diferentes
tiempos, lo cual origin6 que las células se despegaran en los primeros experimentos
realizados al no tener mas superficie de contacto en la placa 96 pozos, esto
evidentemente impact6 en los resultados pues se perdian condiciones
experimentales lo cual influia en la generacibn de resultados robustos y
reproducibles. Esto se enfrentd a través de pruebas con diferentes numeros de
células y a través de entender las tasas de duplicacion de cada una de las células
en las diferentes confluencias de partida, logrando con éxito definir un nimero
adecuado para las diferentes condiciones experimentales empleadas. Estos
resultados permitiran, en un futuro, tener condiciones experimentales 6ptimas sin

sesgos que permitan el desarrollo idoneo de la evaluacion funcional.

Uno de los sesgos con la metodologia empleada de cristal violeta es que las

métricas de conteo empleadas pueden confundir el nUmero de divisiones que tienen
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lugar durante el transcurso del ensayo y sobreestimar la concentracion IC50. En
particular, para los medicamentos que afectan la tasa de crecimiento y bloquean la
division celular, las lineas celulares de crecimiento lento pareceran mas resistentes
que las lineas de crecimiento rapido, aunque el efecto biolégico por division puede
ser el mismo. De igual manera, uno de los sesgos mas importantes a los que se
enfrentan los investigadores al usar lineas celulares es la reproducibilidad entre
lineas definidas con el mismo genotipo pero que presentan diversos
compartimentos biologicos en cada uno de los laboratorios, incluso bajo las mismas
condiciones de cultivo. Esto lo pudimos observar a través de la comparacion de
nuestros resultados con los reportados en la literatura y bases de datos disponibles,
incluso se detectd variacion entre los diversos pases celulares, por lo que es
importante sefialar que trabajar con pases altos, arriba de 25 no es recomendable.
Por lo anterior debemos estar muy atentos en conocer el genotipo de nuestras
lineas de trabajo, asi como en los procesos, materiales y plasticos empleados que

pudieran en parte explicar la variabilidad observada.

El desarrollo de este trabajo me permiti6 madurar mis habilidades en el manejo
técnicas de laboratorio, protocolos de investigacion y manejo de modelos celulares
y técnicas de biologia molecular, asimismo, los resultados de esta tesis sientan las
bases para el estudio funcional de la actividad in vitro del gen TMPRSS4, el cual ha
sido previamente identificado como sobre expresado en experimentos funcionales
de condicionamiento de exosomas de lineas celulares resistentes por el laboratorio
receptor y reportado por la literatura como un transcrito involucrado en la resistencia
a farmacos en diversos canceres.

Con base en el entendimiento de la actividad del gen TMPRSS4, creemos que su
expresion, y posible transporte por vesiculas extracelulares principalmente por
exosomas es relevante en la respuesta a quimioterapia y en otros procesos que
favorecen el desarrollo y progresion del cancer. Esta hipotesis ha sido sustentada
por diversas evidencias cientificas que han demostrado que la regulacion a la baja
de TMPRSS4 aumenta significativamente la sensibilidad a la quimioterapia

(Exposito et al., 2019; Tanabe & List, 2017). El dilucidar el papel de este transcrito
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transferido por vias exosomales en el proceso de adquisicion de resistencia a la
quimioterapia, sentara las bases sobre la utilidad clinica de los ARNs exosomales
en la prediccidon de la respuesta a terapia en los pacientes con cancer de mama
triple negativo, ademés de su uso como una molécula informadora del desenlace

clinico de las pacientes bajo un régimen de quimioterapia neoadyuvante.

Conclusion
Con los conocimientos adquiridos en este trabajo se logré estandarizar el nimero
de células a cultivar para tres lineas celulares: MDA-MB-231, MDA-MB-468 y BT-
549, asi como la determinacion de la concentracion de IC50 de dos taxanos
(Paclitaxel y Docetaxel) y una antraciclina (Doxorrubicina), empleadas comunmente
en el tratamiento clinico de las pacientes con cancer de mama triple negativo.
Se determind la posible actividad de TMPRSS4 sobre la resistencia a terapia en
modelos in vitro de cancer de mama triple negativo. Los hallazgos de este estudio
ayudaran a conocer y comprender las vias de resistencia a farmacos transmitidas
por exosomas y apoyaran las bases sobre la utilidad clinica de los exosomas y de
los ARNs exosomales para predecir la respuesta a la quimioterapia. Es muy
importante dilucidar los mecanismos de quimiorresistencia considerando la
contribucion de la arquitectura subclonal y su compleja comunicacion, puesto que
la resistencia a la quimioterapia es un problema insatisfecho en la clinica hoy en
dia.
Estos resultados permitirdn continuar con la investigacién en torno al papel que
desempefa el transcrito exosomal de TMPRSS4 en la quimiorresistencia, que
constituye una de las principales barreras en el éxito del tratamiento contra en
cancer de mama triple negativo.
El entrenamiento recibido en el laboratorio receptor me permitié fortalecer mis
habilidades tanto técnicas como intelectuales en la discusion de diversos aspectos
cientificos. Aun bajo la situacion de pandemia tuve la oportunidad de hacer trabajo

experimental para fortalecer mi formacion académica.
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