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INTRODUCCION

Una visién biolégica y epidemioldgica del cancer

El cancer se ha presentado como uno de los desafios mas relevantes en nuestra
época, puesto que constituye una de las enfermedades con mayor incidencia en
la poblacién humana. “Cancer” es un término genérico para designar a un amplio
grupo de enfermedades que pueden afectar a cualquier érgano o tejido en el
organismo (Sung et al, 2021), esta enfermedad es el resultado de un proceso de
multiples etapas donde las células sufren un dafo genético durante un
importante periodo de tiempo y que, junto con el conjunto de mutaciones
heredadas, conducen a una transformacioén celular (Dalmay & Edwards, 2006).
En condiciones normales, las células humanas se forman y multiplican para
formar células nuevas dependiendo de los requerimientos del organismo,
cuando estas células se dafian o envejecen, mueren y son reemplazadas por
nuevas, sin embargo en algunas ocasiones esto no sucede asi por lo que las
células dafadas o anormales se comienzan a multiplicar descontroladamente
formando tumores (NClI, 2021).

Es importante mencionar que el cancer se desencadena, establece y progresa a
través de la adquisicion de caracteristicas relevantes conocidas como los "sellos
del cancer” dentro de los que se incluyen: la evasion de supresores de
crecimiento, resistencia a la muerte celular, inmortalidad, activacién de la
invasion y la metastasis, inestabilidad gendmica y pasaje mutacional,
inflamacion, vascularizacion, desregulacion del metabolismo celular,
autosuficiencia en las senales de crecimiento, evasion de la destruccién inmune
celular, desbloqueo de la plasticidad fenotipica, reprogramacion epigenética no
mutacional, microbiomas polimoérficos y la senescencia celular (Hanahan &
Weinberg, 2011; Hanahan, 2022).

El cancer de mama se caracteriza porque las células mamarias se multiplican
sin control en los I6bulos y ductos del tejido mamario. Este tumor representa el
tipo de cancer mas comun y la segunda causa de muerte por canceres entre
mujeres. Acorde a datos de la Organizacion Mundial de la Salud este tipo de
cancer fue el de mayor incidencia en 2020 estimando el 11.7% del total de los



casos de cancer diagnosticados a nivel mundial (GCO, 2020). Existe una
variacion geografica importante en su incidencia entre paises, sin embargo, los
paises en vias de desarrollo continuan teniendo las tasas mas altas de
mortalidad por cancer de mama, esta alta incidencia refleja la prevalencia de
factores de riesgo reproductivos, hormonales y conductuales (Arnold et al.,
2022). En México, los nuevos casos de cancer de mama representan el 28.2 %
del total de todos los tipos de cancer diagnosticados en ese mismo afio (GCO,
2021). Desafortunadamente se ha mantenido en los primeros lugares de muerte
en mujeres, siendo el grupo etario mas afectado el de las mujeres de 60 afos o
mas con la tasa mas alta de defunciones por cancer de mama (INEGI, 2020). Sin
embargo, también se hace presente en las mujeres jovenes, menores de 40
afnos, donde se diagnostica cada vez mas frecuentemente, con caracteristicas
clinico patolégicas mas agresivas y resultados de supervivencia menos
favorables (Villarreal-Garza et al., 2021). Algunos estudios estadisticos reflejan
que las mujeres jovenes con cancer de mama que viven en México tienen un
indice de prevalencia mayor, son diagnosticadas en etapas mas avanzadas y
tienen peores prondsticos, en comparacion con las mujeres que viven en paises

desarrollados (Villarreal-Garza et al., 2017).

Este tipo de cancer abarca una serie de entidades bioldgicas distintas que se
asocian con caracteristicas morfoldgicas e inmunohistoquimicas especificas y
comportamiento clinico diverso (Reis-Filho et al., 2005). Por afios se clasifico a
los carcinomas de mama invasivos solo acorde al tipo histolégico, el grado y la
expresion de los receptores hormonales (Simpson et al., 2005). Actualmente,
gracias a un conjunto de nuevos estudios de expresion génica y usando tres
marcadores moleculares de células tumorales como los receptores de estrogeno
(RE), receptores de progesterona (PR), los cuales se agrupan como receptores
hormonales (RH), y del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2), han
permitido clasificar a los tumores mamarios en subtipos moleculares de la
siguiente manera: luminal A (positivo para RH, negativo para HER2), luminal B
(positivo para RH y HER2), HER2 sobre-expresado (negativo para RH y positivo
para HER2) y triple negativo (negativo para RH y HER2) (Howlader et al., 2018).



Los carcinomas luminales tienen respuestas variadas al tratamiento sistémico y
representan alrededor del 75-80% de todos los tumores de mama a nivel
mundial. Este subtipo se traduce en una enfermedad que comprende una alta
expresion de genes asociados a las células epiteliales luminales del ducto
mamario como la citoqueratina 8 y 18 (Ahn et al., 2015).

Por otra parte, el subtipo HER2 tiene un pronéstico mas agresivo si es
comparado con las neoplasias luminales, sin embargo, presenta una alta tasa de
respuesta a esquemas de quimioterapia y son candidatos para una terapia
dirigida antiHER2 como el Trastuzumab en monoterapia o combinado con
emtasina (T-DM1), Pertuzumab, y los inhibidores de la tirosina quinasa como
Lapatinib y Neratinib (Alcaide-Lucena et al., 2021).

Finalmente, el subtipo molecular triple negativo representa aproximadamente
entre el 15 % y el 20 % de todos los canceres de mama, es mas comun en
mujeres menores de 40 afos de edad, en mujeres africanas, americanas o
latinas, o en aquellas que son portadoras de una mutacion en los genes de
reparacion del ADN como los genes BRCAs, principalmente en el gen BRCA1
(Calabuig-Farifias,2021). Suelen expresar genes que generalmente se
encuentran en las células basales/mioepiteliales normales de la mama (Lakhani
et al., 2000). Se caracterizan por un alto grado histolégico, un alto indice mitético,
la presencia de zonas necréticas centrales e infiltrado linfocitico visible (Reis-
Filho et al., 2008).

El término carcinoma triple negativo (TNBC, por sus siglas en inglés) hace
referencia a un grupo de pacientes con cancer de mama cuyo tumor presenta
una positividad menor al 1% de los receptores estrégeno-progesterona y la
ausencia de expresion del receptor- HER2 en el examen patoldgico, por lo que
el que el unico tratamiento en tumores primarios es la quimioterapia (Brenton et
al., 2005, Alcaide-Lucena et al., 2021).

Estudios de perfiles gendmicos sugieren que el TNBC es una enfermedad
heterogénea, abarcando un amplio espectro de entidades con marcadas
diferencias genéticas, transcripcionales, histolégicas y clinicas (Pareja et al.,



2016). Los TNBC se caracterizan por tener altos niveles de inestabilidad
genomica, con un rango de entre 0.16-5.223 mutaciones/mb, con patrones
complejos de alteracion en el numero de copias (CNA) y reordenamientos
estructurales (Ng et al., 2015). Se han identificado cuatro subtipos distintos de
TNBC: (i) receptor luminal de andrégenos (LAR), (ii) mesenquimatoso (MES), (iii)
inmunosuprimido de tipo basal (BLIS) y (iv) activado por el sistema inmune de
tipo basal (BLIA), sin embargo se han hecho otras clasificaciones que resultan
una mezcla de estos subtipos lo que sugiere que no todos los subtipos de
expresion de TNBC son estables y se identifican de forma reproducible (Burstein
et al., 2015, Pareja et al., 2016).

TNBC es un tipo distinto de cancer de mama caracterizado por un rapido
crecimiento, con mayor capacidad metastasica y un alto riesgo de recurrencia
que ocurre en los primeros 5 afios posteriores al diagnostico, con una rapida
disminucién a partir de entonces (Hwang et al., 2019). En comparacion con otros
subtipos, se comporta de manera mas agresiva, con recaidas mas tempranas y
peores resultados de supervivencia (Hwang et al., 2019, Chan et al., 2022). La
tasa de supervivencia relativa a 5 afios del TNBC localizado es del 91%, del 65%
en estadios localmente avanzados y del 11% en estadios metastasicos (Crown
et al., 2012).

Si bien existe la quimioterapia como alternativa para tratar a los TNBC y aun con
tasas altas de respuesta a este tratamiento, el curso clinico favorable no se
prolonga en el tiempo en un porcentaje importante de pacientes debido al
desarrollo temprano de mecanismos de resistencia que repercuten en la eficacia
del tratamiento (Bianchini et al., 2016, Calabuig-Farifias,2021). Ademas de que
la quimioterapia convencional tiene efectos secundarios dolorosos y mortales
(Sing et al., 2018). Se ha propuesto el uso de terapias neoadyuvantes como
primera opcién, sin embargo los resultados no son completamente satisfactorios
y no todos los pacientes presentan respuesta patoldgica completa (Lee et al.,
2020). Como consecuencia de estos resultados se puede decir que el mal
pronostico del TNBC se debe principalmente a que la falta de tratamientos

dirigidos y al establecimiento de fenotipos resistentes a los quimiofarmacos.



Para poder ofrecer tratamientos dirigidos, ha existido la necesidad de entender
mejor como funciona el tumor y el microambiente tumoral. Existen numerosos
estudios que nos llevan a pensar que la comunicacién celular a través de
vesiculas extracelulares (VE) son un potencial recurso para entender los
mecanismo de resistencia a terapia, como medio de transporte de
biomarcadores asociado a respuesta a los farmacos y como vehiculos del
tratamiento en el TNBC, pues es bien sabido que existe un proceso de
transferencia de componentes entre células donantes y aceptoras (Bona et al.,
1973) donde las células liberan biomoléculas o compuestos de diversa
naturaleza mediante dos maneras: nanotubos o vesiculas extracelulares (Davis
2007).

Vesiculas extracelulares (VE)

Las VE son secretadas por las células al espacio extracelular. Se ha reportado
que las células normales (fundamentalmente células endoteliales, plaquetas,
leucocitos y monocitos) asi como células tumorales secretan VE. Estan
compuestas por bicapas lipidicas con proteinas transmembranales y acidos
nucleicos de la célula huésped, por lo que constituyen un sistema de
comunicacion célula-célula tanto a nivel local como sistémico (Maravillas-
Montero et al., 2017, Garcia et al., 2016). Estas tienen una funcién dinamica en
la interaccion celular o la desintoxicacion del estrés ambiental y resultan ser de
vital importancia (Colombo et al., 2014). Las VE tienen diferentes mecanismos
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de accion (Fig1): 1) pueden activar una via de sefializaciéon de la célula diana
mediante la interaccion con los receptores presentes en la superficie celular 1)
el cargo se entrega a las células receptoras a través de la fusion con la
membrana plasmatica celular, entregando asi los componentes encapsulados,
que pueden incluir factores de transcripcidn, oncogenes, microARN, ARN
interferente 'y ARNm o Ill) Incorporando el contendido principalmente por

endocitosis en las células diana.

Exosomas como transportadores celulares

En particular el transporte de ARNm y microARN permite a una célula inducir un
programa transcripcional especifico en una célula distante receptora (Février,
2004, Mittelbrunn et al., 2011, Hilton & White, 2021). Existe evidencia de que el
entorno extracelular contiene una gran cantidad de vesiculas moviles limitadas
por la membrana que incluyen: 1) exosomas, particulas de 40-150 nm generadas
por procesos de invaginacion de membranas endosomales 2) microvesiculas,
particulas de 100-300nm generadas directamente de la membrana plasmatica y
3) cuerpos apoptoticos, particulas de 500-2000 nm (El Andaloussi et al., 2013,
Mittelbrunn et al., 2011).

En la clasificacion actual las diferencias entre los exosomas y las microvesiculas
se centra en el tamano, lo que podria implicar que las microvesiculas puedan
contener mayor cargo (un aumento del radio 5 veces mayor implica una
superficie 25 veces mayor y un volumen 125 veces mayor). Ademas, se originan
a través de diversos mecanismos de biogénesis, pues mientras las
microvesiculas se generan por brotacion de la membrana, los exosomas son

generados por endocitosis celular (Hilton & White, 2021).

Como se menciona anteriormente, los exosomas son VE pequeias capaces de
regular funciones biologicas y celulares. El cargo exosomal consiste en proteinas
de la superficie celular, proteinas, como las tetraspaninas, anexinas, integrinas,
chaperonas, acidos nucleicos, incluyendo ADN, ARN mensajero, ARN no
codificante, aminoacidos y metabolitos (Gajdosova et al., 2020, Théry &
Amigorena, 2002). Sin embargo, el mecanismo por el cual se selecciona o

preferencia el cargo que sera vesiculado en el exosoma es complejo y aun se



sigue estudiando. Casi todos los tipos de células pueden secretar exosomas y
como consecuencia se pueden encontrar presentes en fluidos bioldgicos,
ademas estan ampliamente involucrados en procesos fisioldgicos y patologicos,
especialmente en la tumorogénesis (Xie et al., 2019).

Biogénesis exosomal

De forma general la biogénesis exosomal inicia con la formacion de endosomas
tempranos y estos endosomas a su vez forman gradualmente cuerpos
multivesiculares (MVB), cuya formacion esta regulada principalmente por el
complejo de clasificacion endosomal requerido para el transporte (ESCRT), que
consiste en ESCRT-0, ESCRT-1, ESCRT-Il, ESCRT-IIl, proteinas auxiliares
como Alix, VSP4 y tetraspaninas (Spellicy & Stice, 2021). Este complejo puede
reconocer a las proteinas ubiquitinadas promoviendo su degradacion,
seleccionando asi el cargo que llevaran estas vesiculas. La membrana del
endosoma se reorganiza de manera que se enriquece en tetraspaninas lo que
impulsa finalmente que se liberen al exterior después de la fusion con la
membrana plasmatica. La manera en la que las células receptoras los absorben
es variada y puede ser a través de la endocitosis, pinocitosis, la fagocitosis o la

fusion con la membrana celular (Zhao et al., 2020) (Fig.2)
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Figura 2. Biogénesis, contenido, captura y secrecion exosomal. ( Modificado de W. Tang) et al.,
2022)



También se ha descrito la biogénesis independiente de ESCRT donde los
exosomas se originan por la via de la ceramida (Xu et al., 2016) y se organizan
en microdominios lipidicos, favoreciendo la gemacién de la vesicula intraluminal.
Esta ruta esta controlada por la familia de proteinas RAB, por ejemplo RAB31
que media la formacion de vesiculas intraluminales a través de la proteina
flotillina e inhibe la degradacion lisosomal de MVB, promoviendo la liberacion de

exosomas (Wei et al., 2021).

Como resultado de la génesis la composicion de su membrana lipidica en su
mayor parte procede de la membrana plasmatica de la célula progenitora
presentando, al mismo tiempo, caracteristicas distintivas como la presencia o
ausencia de proteinas determinadas, ligandos y moléculas de adhesion que
inducen a pensar en vias propias de seleccion de los exosomas responsables
de estas variaciones (Bell et al., 2016). Con base en la evidencia reportada en la
literatura se ha propuesto que tienen numerosas ventajas en la administracion
de tratamientos debido a que la composicion de su membrana lipidica le otorga
caracteristicas como baja inmunogenicidad y buena biocompatibilidad, vy
posiblemente especificidad (Perocheau et al., 2021).

Importancia de los exosomas en el cancer

Los exosomas en condiciones fisioldgicas normales participan en la presentacion
de antigenos, la maduracion y diferenciacion de varias células inmunes,
afectando asi la activacidn inmunitaria y la supresion en el proceso de
inmunoedicion en el contexto tumoral (Maravillas-Montero & Martinez-Cortés,
2017). También se sabe que la composicidon y el contenido del cargo
transportado por estos, es diferente en cada contexto celular y patoldgico, lo que
provoca que tengan funciones especificas en diferentes ambientes (Shey et al.,
2015). En entornos como los que se desarrollan en las enfermedades como el
cancer, los exosomas, funcionan como un mecanismo para escapar de la
vigilancia del sistema inmunitario durante el desarrollo tumoral, apoyando la
interaccidn entre diversas poblaciones de células tumorales heterogéneas e
inmunitarias (Mao et al.,, 2021). En diversos estudios se ha observado que
proteinas altamente expresadas en exosomas derivados del tumor, promueven

la proliferacidon y la metastasis de las células tumorales receptoras (Li et al.,



2019). También se ha identificado que los exosomas contribuyen a la formacion
de nichos ya que pueden ser incorporados por células alejadas del tumor
primario, lo que eventualmente resultara en la preparacién del nicho metastasico
(Hoshino et al., 2015).

Cada vez existe mas evidencia que demuestra como es la interaccion entre los
componentes exosomales y el microambiente tumoral, por ejemplo; los
fibroblastos asociados al cancer (CAF) son células estromales primarias del
microambiente tumoral y estan estrechamente asociadas al desarrollo de la
enfermedad. Se ha encontrado informacién de que miR-5002-5p se expresa
altamente en los exosomas de CAF y se ha visto su transferencia a lineas
celulares del subtipo triple negativo y Iluminal A (MDAMB231 y MCF7
respectivamente) promoviendo mucho mas la proliferacion y la metastasis al
unirse a la peptidasa (Chen & Song, 2019).

De manera mas especifica los exosomas en TNBC interactuan en el entorno
local y remoto, afectando asi la tumurogénesis y por lo tanto el desarrollo de este
subtipo tumoral (Fig. 3). Es decir, pueden actuar como mediadores entre el

microambiente tumoral y las células tumorales transportando diversas cargas.
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Figura 3. Papel de los exosomas en el cancer de mama triple negativo. (Modificado de
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¢.Los exosomas estan implicados en la resistencia a farmacos

quimioterapéuticos?

Como se menciond anteriormente debido a que existe una comunicacién entre
el tumor y el microambiente tumoral que es principalmente mediada por
exosomas, estos podrian explicarnos porque existe o se desarrolla la resistencia
a los tratamientos actuales contra el cancer. Esta resistencia puede ser inherente
de las células tumorales o surgir después de una respuesta inicial del tumor al
tratamiento, esta ultima se conoce como resistencia adquirida y existen diversos
mecanismos por los cuales se puede desarrollar, algunos de ellos involucran la
transmision de VE. Los exosomas en particular pueden inducir la resistencia a la
quimioterapia y la radioterapia a través de la interaccion directa con los
medicamentos, la influencia en la reparacion del ADN y la apoptosis, y la
alteracion del transcriptoma (Milman et al., 2019).

Se sabe que este tipo de VE puede contener diversas especies de acidos
nucleicos, tal caracteristica ha reflejado un papel crucial en el desarrollo de la
resistencia a medicamentos. El desarrollo de la resistencia adquirida es un
proceso gradual y que se puede atribuir a diferentes moléculas bioactivas
exosomicas, en la mayoria de estudios se describe que una célula resistente a
los medicamentos en el microambiente tumoral o espacio tumoral transmite a
una célula cancerosa sensible al medicamento una carga de acido nucleico que
da como resultado la regulacién génica y que a su vez provoca que la célula sea
resistente a la terapia contra el cancer (Milman et al., 2019). Un ejemplo de ello
es en el cancer de ovario donde se ha visto que miR21, que es un miRNA
exosémico, ha incrementado la resistencia a paclitaxel al reducir la expresion de
APAF1, que es un gen asociado a la apoptosis (Au et al., 2016). Este mecanismo
se ha visto también en el cancer de mama subtipo HERZ2 positivo, donde la
transferencia exosomal de INncRNA-SNHG14 induce la resistencia al trastuzumab
(Dong et al., 2018).

Otro de los mecanismos que inducen a la resistencia a los medicamentos se
debe a la carga de proteinas exosomales, como por ejemplo la secrecion de
sustratos de medicamentos citotdxicos fuera de las células por el transportador
multidrogas dependiente de ATP, P-glicoproteina (P-gp)(Genovese et al., 2017).



Existen reportes de que la linea celular de cancer de mama MCF-7/ADM
expresa altos niveles de P-gp. En el tratamiento con doxorrubicina, la droga no
fue acumulada en el nucleo MCF-7/ADM como se esperaba, pero fue secretada
fuera de las células mediante una via exosomal. Los altos niveles de P-gp en los
exosomas sugiere la transferencia directa de la proteina P-gp a través de los
exosomas. Ademas, la internalizacion de los exosomas con P-gp dio lugar a la
transferencia de los rasgos de resistencia a los medicamentos a las células
sensibles a los mismos (Lv et al., 2014). La transmisidn de protooncogenes y la
regulacion ascendente de las tirosinas quinasas receptoras (RTK) a través de
exosomas son un mecanismo molecular adicional de la resistencia adquirida a

los medicamentos en el cancer (Zeng et al., 2017, Vella et al., 2017) .

Se ha reportado también que los exosomas derivados del tumor (TDE) pueden
actuar como portadores de medicamentos para la terapia del cancer, debido a
que estos expresan diferentes tipos de receptores en su superficie que se
pueden utilizar para atacar el tumor in situ, evitando asi la modificacién de la
superficie exosomal para la administracion de medicamentos. Debido a que la
actividad de los exosomas y su cargo es ubicua se ha reportado también que
los exosomas podrian funcionar como protumorgénicos y antitumorgénicos
basados de la fuente de la que originan. Por ejemplo, los exosomas de las
células troncales mesenquimales menstruales (MenSc) mostraron propiedad
antiangiogénicas in vitro e in vivo, mientras que los exosomas de las células
troncales derivadas de la medula ésea, promovieron el crecimiento tumoral in
vivo (Rosenberger et al., 2019). En otros estudios se ha visto que los exosomas
de las células de cancer de ovario hipdxico inducen la polarizacion de los
macrofagos al fenotipo M2 (Chen et al.,, 2016). Los exosomas derivados del
cancer pancreatico transfieren miR-203 a las células detriticas vecinas y dan
como resultado la maduracion de las mismas a través de la reduccidén de TNF-a
e IL-2 (Zhou et al., 2014). Si bien los exosomas representan un potencial
importante en el tratamiento contra diversos tipos de cancer, tomar en cuenta

estas limitantes y heterogeneidad podria ser de gran utilidad.



Papel de las cadherinas en la tumorgénesis y resistencia a farmacos

Es bien sabido que la union entre las células y la matriz extracelular son
fundamentales para mantener la organizacion estructural y funcional de los
tejidos (Sanchez et al., 2005). Este proceso se logra, en gran parte, gracias a las
moléculas de adhesion celular (CAM), que son receptores celulares funcionales,
cuya principal caracteristicas es la de transducir sefiales al interactuar con sus
ligandos, desencadenando diferentes eventos, como la expresion génica,
cambios fenotipicos de induccion y sobreexpresion de determinadas moléculas
en la membrana celular (Macias, 2006).

Las CAM incluyen cadherinas, integrinas y moléculas de superfamilia de
inmunoglobulinas (Cavallaro & Christofori, 2004). Entre sus caracteristicas mas
importantes podemos destacar que su expresion fluctua entre alta y baja afinidad
por sus ligandos, permitiendo su adecuada funcion en la respuesta inmune e
inflamatoria (Macias, 2006).

En la célula hay diferentes puntos de anclaje donde estas moléculas se ven
implicadas en la adhesion de diferentes maneras; existen uniones estrechas,

uniones adherentes, uniones gap y desmosomas (Campbell et al., 2017). Las
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Figura 4. Representacion esquematica de las uniones celulares. Tomado de Sanchez et al., 2005



integrinas por ejemplo estan involucradas en los hemidesmosomas mediando la
adhesion célula-matriz extracelular, mientras que en las uniones estrechas se
dan principalmente por las adherencias a base de cadherinas y nectina
mediando la adhesion célula-célula (Fig. 4) (Campbell et al., 2017, Sanchez et
al., 2005).

Las cadherinas (CDH) son una familia multigénica de glicoproteinas que
participan principalmente en la adhesion de células dependientes de calcio, pero
estan implicadas en otros procesos como sensores del microambiente
circundante. Estan constituidas por polipéptidos con alto grado de homologia y
se regulan a través de las cateninas formando complejos cadherina-catenina
(San Miguel et al., 2007). De igual manera, se ha descubierto que las CDH
pueden participar promoviendo la tumorogénesis, el crecimiento tumoral y la
progresion maligna. Esta superfamilia consta de 115 genes y de varias
subfamilias: cadherinas tipo | o clasicas, cadherinas tipo |l o atipicas,
desmocolinas, desmogleinas, cadherinas de 7 dominios y las aisladas CDH13 y
CDH26 (Hulpiau & Van Roy, 2009). Actualmente algunas cadherinas se han
identificado con motivos RGD de unién a la integrina (Casal & Bartolomé, 2018),
que al expresarlos se asocian con formas agresivas del cancer en las ultimas
etapas de la metastasis, debido a que funcionan como ligandos de integrinas
a2B1 activando asi la via de senalizacion de las integrinas, promoviendo y
facilitando los diferentes pasos que también intervienen en la progresion
metastasica (Streuli, 2009). Las CDH en condiciones normales desempefian
funciones fundamentales en la morfogénesis al mediar la adhesion intercelular
especifica y organizacion del citoesqueleto (Pouliot, 1992).

Para mediar esta adhesion, las cadherinas primero forman cis-dimeros con
cadherinas en las mismas células (Wu et al., 2010). El contacto con una célula
adyacente se inicia entonces por la formacion de trans-dimeros con cadherinas
en las células vecinas (Pertz et al., 1999). Con respecto a la biologia del cancer,
la adhesion celular sufre diversas alteraciones en su sefializacion, se pierde la
inhibicién por contacto, migracion celular e interacciones estromales durante la
metastasis, proceso donde las cadherinas tienen un papel muy importante (Berx
& Van Roy, 2009).



La cadherina-6 (CDH6) es una CDH de clase I, involucrada principalmente en la
morfogénesis del sistema nervioso central y el rifion (Cho et al, 1998). Tiene
cinco dominios extracelulares y un dominio citoplasmatico, que utiliza para
interactuar con moléculas de catenina (Zuo et al. 2017). Ademas tiene
secuencias flanqueantes de RGD, estos motivos se han implicados
principalmente en las interacciones de las integrinas celulares con las proteinas
de la matriz extracelular, las proteinas involucradas en el control hemostatico y
el motivo His-Ala-Val (HAV) para la estabilizacién y agrupacion de monémeros
adyacentes en sus cinco dominios extracelulares (Casal & Bartolomé, 2019). Las
células cancerosas utilizan las integrinas en sus mecanismos evasivos para la
resistencia a medicamentos. Hay algunos estudios donde se ha demostrado la
capacidad de la integrina o231 para funcionar como receptor de RGD en células
metastasicas, de la misma manera se ha reportado que ha estado involucrada
en la sobreexpresion de HER2 como motor de resistencia a Lapatinib y
Trastuzumab (Huang et al., 2011).

Estudios previos han informado que CDHG6 podria regularse anormalmente y
promover la transicion epitelio mesénquima (EMT) y la metastasis del cancer al
atenuar la autofagia (Gugnoni et al., 2017), ademas se propone que controla la
arquitectura celular, dictando la interaccion celular y promoviendo la fusion
dependiente de DRP1. Actualmente se ha informado de un aumento de la
expresion de CDH6 en neoplasias malignas y se asocia con metastasis en los
ganglios linfaticos y un mal pronostico (Zu et al. 2017, Karthikeyan et al. 2016,
Ma C. et al., 2018). En estudios con respecto al osteosarcoma se ha visto que
CDH6 esta estrechamente relacionada con la supervivencia y el pronostico de
los pacientes. Adicionalmente, CDH6 se identificé como un modulador directo y
funcional de miR-223-3p, el cual esta regulado a la baja en pacientes con
osteosarcoma y se asocia negativamente con la expresion de CDHG, la inhibicidn
de esta cadherina suprimié la capacidad migratoria de las células del
osteosarcoma (Ji et al., 2018). En el cancer gastrico se ha encontrado que el
nivel de expresion de CDH6 esta significativamente asociado a la infiltracion de
células B en los tejidos tumorales (Luo et al., 2021). Asi mismo se han hecho

evaluaciones de actividad transcripcional basal de diferentes lineas celulares de



cancer de ovario epitelial y se ha reportado que CDHG6 contribuye a la resistencia
a terapia (Hyter et al., 2017).

En el caso particular de TNBC se ha reportado una sobreexpresion de CDHG6
que en conjunto con otras cadherinas, influye en las células troncales cancerosas
alterando a los factores de transcripciéon, manteniendo asi la renovaciéon de las
células cancerosas mamarias. Se reporta que los genes asociados a CDH6
estan involucrados principalmente en el ciclo celular y la replicacion/reparacién
de ADN, siendo asi que CDH6 podria desempefar un papel clave en el
mantenimiento y la promocién de células cancerosas, contribuyendo asi en la
quimioresistencia (Yang et al., 2017). Los mecanismos de resistencia a la terapia
en el cancer se pueden categorizar como intrinsecos y adquiridos. Los
mecanismos intrinsecos son factores preexistentes del cancer que estan
presentes antes de cualquier tratamiento, lo que hace que ciertos tratamientos
no sean Uutiles. La farmacorresistencia adquirida se desarrolla durante el
tratamiento. La evidencia acumulada ha demostrado que la expresién de
marcadores relacionados con la troncalidad es crucial para el mantenimiento del
tumor y que estas moléculas también median la resistencia (Zhou et al., 2021).
Se ha propuesto que CDH6 puede actuar como un gen de linaje, manteniendo
su expresion en algunos tumores (Sotomayor et al., 2014). Otros estudios
reportan que CDH6 podria hacer que las células tumorales pierdan la polaridad,
lo que destaca su potencial como objetivo para el desarrollo de terapias dirigidas
(Royer & Lu, 2011).

ANTECEDENTES DIRECTOS:

Exploracion transcriptomica que identifico ARN’s exosomales asociados a
la quimiorresistencia.

Existe evidencia importante de que los exosomas y su cargo, como los ARN,
funcionan como mediadores oncogénicos (Webber et al., 2015). En el caso
especifico del TNBC, actualmente aun no se han dilucidado completamente los
mecanismos moleculares que establecen la resistencia a la quimioterapia, ni el

grado en el que este cargo exosomal influye sobre la sensibilidad a los farmacos.



El laboratorio donde realice mi tesis ha generado resultados preliminares que
respaldan el papel de los exosomas y el ARN-exosomal en la quimiorresistencia.
Por un lado, se utilizé un abordaje preclinico en modelos celulares y se observo
que el condicionamiento in-vitro con exosomas provenientes de células
resistente a antraciclinas y taxanos median la respuesta a estos farmacos en
células sensibles. Adicional a esto, se hizo un andlisis integrativo tomando en
cuenta datos transcriptomicos de los experimentos in-vitro y de analisis in-silico
en bases de datos donde se evaluan muestras tumorales de pacientes con TNBC
que fueron tratadas con quimioterapia neoadyuvante obteniendo respuesta
patolégica completa o enfermedad residual. Gracias a este analisis se identifico
una firma génica asociada a la respuesta al tratamiento que es mediada por
ARN’s exosomales a través de la vesiculacion de transcritos como CDHG,
TMPRSS4, miR-574-5p y miR-7977 (Datos no publicados).

En los experimentos realizados por el laboratorio estos transcritos se han
identificado como enriquecidos en VE y sobreexpresados en las células tras su
condicionamiento con respecto a los cultivos control, lo que nos indica que su
transporte a células circundantes a través de vesiculas podria resultar en una
expresion a la alza en las células receptoras. Afadido a esto los datos publicos
en pacientes con respuesta parcial a la quimioterapia también revelan una
alteracion de estos transcritos, lo que nos llevaria a pensar en que participan en

el establecimiento de mecanismos de resistencia a la terapia.

JUSTIFICACION

El cancer de mama triple negativo (TNBC) tiene pronosticos de supervivencia
muy bajos y tasas de recurrencia alta, por lo que resulta de suma importancia
seguir en constante investigacion para encontrar mejores tratamientos que
garanticen la calidad de vida de los pacientes. El laboratorio receptor ha
encontrado que CDH6 es un gen enriquecido en los exosomas de modelos
celulares resistentes a taxanos y antraciclinas. En el caso especifico del TNBC
se encontro involucrado en el condicionamiento de células sensibles a
quimioterapia al reducir la actividad de los farmacos, por lo cual, el estudio de
este gen permitira nuevos conocimientos para el desarrollo de nuevas
tecnologias de tratamiento, ya que los actualmente existentes son invasivos e

inespecificos.



HIPOTESIS
El silenciamiento génico de CDHG6 repercutira en la resistencia a quimiofarmacos
y la respuesta a quimioterapia neoadyuvante en el cancer de mama triple

negativo.

OBJETIVO GENERAL
Evaluar la participacion de CDH6 en la resistencia a quimiofarmacos en lineas

celulares de cancer de mama triple negativo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Adquirir conocimientos y habilidades de técnicas de cultivo celular y
biologia molecular.

e Determinar la curva IC50 para las lineas celulares MDAMB231, MDAMB
468 y BT549.

e Evaluar la expresion genética total de CDHG6 en las lineas celulares MDA
MB231, MDAMB468 y BT549.

e Realizar el silenciamiento de CDH6 en las lineas celulares MDAM231,
MDAMB468 Y BT549 mediante el uso de un siRNA.

e Determinar el nivel de silenciamiento de CDH6 en las lineas celulares
MDAMB231, MDAMB468 y BT549.

MATERIALES Y METODOS

En este proyecto se utilizaron tres lineas celulares: MDAMB231, que es una linea
celular de cancer de mama humano altamente agresivo e invasivo. Su morfologia
es de tipo endotelial y se distingue por su fenotipo invasivo con proyecciones
estrelladas que se unen en multiples colonias celulares. MDAMB468, que es una
linea de cancer de mama de tipo epitelial, aislada de una mujer afroamericana
con adenocarcinoma mamario metastasico y BT549, linea celular de cancer de
mama que fue aislada de un tumor ductal invasivo que habia hecho metastasis,
las células derivaron de una paciente con cancer de mama.

Estas lineas celulares se eligieron porque recapitulan parcialmente la
heterogeneidad presente en los tumores de cancer de mama triple negativo, que



seran analizadas en los ensayos in vitro. Las lineas celulares fueron donadas
por el departamento de Bioquimica del Instituto de Ciencias Médicas y Nutricidon

Salvador Zubiran.

Acondicionamiento de lineas celulares

La lineas celulares se descongelaron anadiendo 5 ml de medio Gibco Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) para MDAMB468 y BT549, y Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) para MDAMB231 suplementado con suero fetal bovino
al 10%. Posteriormente se centrifugd a 1500 rpm por 4 minutos. El pellet
resultante fue lavado en PBS dos veces, para retirar cualquier restante de DMSO
y se resuspendié en una caja Petri a 37° C con 5% de CO: para su expansion.

Determinacion de la concentracion inhibitoria 50 (IC50)

Las células se desprendieron de las cajas Petri con ayuda de 700 ul de tripsina,
posteriormente se inhibié a esta con el medio de cultivo respectivo para cada
linea celular.

En el caso de las lineas celulares MDAMB231 Y MDAMBA468 por su tiempo de
duplicacién estaban listas para ser utilizadas cuando llegaban a una confluencia
aproximada del 80-90%. Particularmente para BT549, nos encontramos con una
problematica puesto que al llegar a esa confluencia se desprendian de la placa,
por lo que se utilizd un mayor numero de placas Petri con una confluencia
aproximada del 50%. Para todas las lineas celulares se consideré que estuvieran
en el mismo pase, tomando en cuenta que las células no alcanzaran el pasaje
namero 25.

Para tener un control del nUmero de células que se recuperaron de este paso y
el nimero a resembrar se realizd un conteo utilizando la camara de Neubauer.
Tomando en cuenta este conteo y el factor de dilucién que se utilizd, se calculd
el numero total aproximado de células que teniamos y el nUmero aproximado de
células a utilizar por pozo en cada tratamiento (Tabla 1), considerando también
el tiempo de duplicacién de cada linea celular, el tiempo de incubacion, y que por

pozo se requerian 100 ul de medio con células.



Linea celular Conteo en camara de Factor de No. de células

Neubauer dilucion por pozo
MDA MB 231 51, 44, 48, 40 3 35,000
MDA MB 468 34, 33, 32, 37 3 18,000
BT 549 123, 103, 73, 81 2 20,000

Tabla 1.Numero aproximado de células a sembrar por pozo en experimentos de IC50.

Para determinar la IC50 se emplearon farmacos quimioterapéuticos
constantemente utilizados en el tratamiento del cancer de mama triple negativo:
doxorrubicina, docetaxel y paclitaxel. Se utilizaron como controles
experimentales el tiempo inicial y final en condiciones que no fueron tratadas con
ninguno de estos farmacos.

Debido a la naturaleza de los farmacos y su mecanismo de accion las células
fueron sometidas al tratamiento por 24 hrs para doxorrubicina y 48 hrs para
paclitaxel y docetaxel. Posteriormente se retir6 el medio con tratamiento de cada
pozo y se fijaron las células con una solucion fijadora compuesta de 1% de
glutaraldehido, 2% de suero fetal bovino (FBS) y el resto de volumen con medio
de cultivo RPMI. Para asegurar una fijacion celular adecuada, las células
permanecieron en solucién fijadora durante 10 minutos, posteriormente se retiro,

se lavo con PBS y se dej6 secar para hacer una tincidén con cristal violeta.

Tincién con cristal violeta

Se realiz6 la tincidn con 50 pl de cristal violeta al 0.1 % incubando durante 15
minutos en oscuridad. A continuacién, se retir6 el cristal violeta y se enjuagé la
placa con agua. Una vez perfectamente seca la placa, se agregaron 70 ul de
acido acético y se mantuvo en agitacion por 20 minutos a velocidad maxima .
Finalmente se midi6 con la absorbancia emitida por la tincibn en un
espectrometro MultiSkan Go y se analiz6 mediante el software de este equipo, a

una longitud de onda de 570 nm.

Transfeccion celular



Para el silenciamiento de CDH®6 se realiz6 una transfeccidon de tipo transitoria.
Las lineas celulares MDAMB231, MDAMB468 y BT549 se sembraron en placas
de 12 pozos, con un numero de células, por pozo, aproximada de 100,000 y en
placas de 6 pozos, con un numero de células cultivadas de 200,000
aproximadamente. El protocolo para la transfeccidn se realiz6 de acuerdo al
fabricante con el reactivo Lipofectamine 2000 RNAIMAX de Invitrogen y con las
siguientes consideraciones: se diluy6é 3.1 ul de Lipofectamine2000 en 48 ul de
medio Optimem por cada muestra. De la misma manera se diluy6 3.1 ul de siRNA
en 50 ul de medio Optimem por muestra. El siRNA utilizado en este
procedimiento fue Ambion (Cat: 43922420), que es un siRNA predisenado para
nuestro gen objetivo y que se obtuvo de manera comercial,

Posteriormente ambas diluciones se mezclaron en partes iguales formando el
complejo lipido-siRNA y se dej6 incubar por 15 minutos. Las lineas celulares que
anteriormente habian sido sembradas en las placas de 12 pozos, se lavaron 2
veces con PBS para asegurarnos de quitar cualquier rastro de medio de cultivo
suplementado y posteriormente se les agregd el complejo lipido-siRNA por
muestra, en el caso de las placas de 12 pozos se agregaron 100 ul y se llevo a
un volumen de 1000 pul con medio Optimem. Para las placas de 6 pozos, se
agregaron 200 ul del complejo lipido-siRNA y se llevé a un volumen final de 2000
ul con medio Optimem. En ambas condiciones de cultivo se emple6 una
concentracion final de siRNA de 50uM. Finalmente se incubaron las células a

37° grados con 5% de CO2 por 18 horas.

Extraccién de ARN

Para este procedimiento se utilizo el reactivo TRIzol de Invitrogen y el
procedimiento a seguir fue el siguiente: se utilizaron 350ul de TRIzol para lisar
dos pozos de células tratadas, se separaran mecanicamente y con ayuda de una
micropipeta se despegaron las células para posteriormente depositarle en tubos

de microcentrifuga.

Las células con TRIzol se incubaron por 10 minutos en hielo, y posteriormente
se agrego 80ul de cloroformo. Las fases se incorporaron mediante agitacion con



vortex hasta que las fases entre el TRIzol y el cloroformo se perdieron, esta
mezcla se mantuvo en incubacién por 15 minutos. El siguiente paso fue
centrifugar por 15 minutos a 12,000g a 4° C. De las fases que se formaron se
transfirio la fase acuosa a un nuevo tubo, mientras que la fase rojo fenol se
desechd.

Posteriormente, a la fase acuosa se le agregaron 200 ul de isopropanol y se
incubo durante toda la noche a 4°C para un precipitacion mas lenta y especifica,
finalmente se centrifugd por 10 minutos a 12,000g a 4°C y se descart6 el
sobrenadante con ayuda de una micropipeta para secar el precipitado (pastilla).
A continuacion se le agreg6 400 ul de etanol al 70%, posteriormente se agito en
vortex y se centrifugo por 5 minutos a 7500g a 4°C. El sobrenadante se descarto
con ayuda de un micropipeta y el precipitado se dejé secar completamente.
Finalmente, la pastilla se se resuspendié en 20 ul de agua tratada con DEPC. La
cuantificacion de ARN se realizé con el equipo Thermo Scientific Multiskan Go
y nanodrop. Para verificar pureza y la no contaminacion de nuestras muestras
se evaluaron los rangos de las absorbancias a A230 y A280 para calcular los
indices A260/A230, que indica la contaminacion por sustancias quimicas, y
A260/280, que refleja una estimacidon aproximada de la contaminacién proteica

que pudiera estar presenta en la muestra.

Cuantificacion de la expresion génica por PCR en tiempo real
La retrotranscripcion de RNA a DNA se realiz6 con el kit High Capacity RNA to

cDNA de Applied Biosystems utilizando la siguiente metodologia:

Todos los componentes se mantuvieron en hielo, utilizando los volumenes

siguientes por reaccion partiendo de entre 500ng a 2mg de RNA total.

Componente Volumen por reaccion
2XRT Buffer Mix 5ul

20X RT Enzima 0.5 pl

Muestra de RNA Hasta 4.5 ul

H=0 c.b.p10pl




Tabla 2. Componentes para la retrotranscripcion.

Estos componentes se alicuotaron en tubos de microcentrifuga, se sellaron
apropiadamente y se centrifugaron brevemente para asegurarnos de que todo
estuviera mezclado.

La reaccidn de retrotranscripcion se realizé en un termociclador MJ Research
PTC-100 donde se siguid el siguiente programa: 37°C por 60 minutos, 95°C por
5 minutos y finalmente mantener a 4°C.

Para realizar la PCR en tiempo real se utilizo el kit Tag Man Master Mix Universal
Il de Applied Biosystems. Se realizaron los calculos para la reaccién de PCR de

cada uno de los reactivos quedando de la siguiente manera:

Componente Volumen por reaccion
TaqgMan Universal Master Mix I 5ul

TagMan Assay 20X 0.5 ul

cDNA o DNA templado + agua libre de | 4.5 pl + 2 pl

RNAsa

Volumen total 12 ul

Tabla 3. Componentes para la PCR en tiempo real.

Posteriormente se agregaron todos los componentes a cada pozo de una placa
de 96 pozos, se cubrid la placa con un revestimiento optico y se centrifugd

brevemente.

La placa se cargd con 10 ul del master mix y se cargo al equipo Step ONE de

Applied Biosystems utilizando las siguientes temperaturas:

e Activacion de la polimerasa: 95° C durante 10 minutos
e Desnaturalizacion: 95°c durante 0.15 segundos por 40 ciclos

¢ Alineamiento/extension: 60°C durante 1 minuto por 40 ciclos



Los resultados fueron analizados por el método de 2**-Delta Ct. Como
normalizador se incluyé el gen GAPDH. Los valores normalizados fueron
analizados con una prueba de t para definir diferencias significativas.

Ensayo de viabilidad celular (MTS)

Se realizo el ensayo de viabilidad celular a través del compuesto MTS. Para este
procedimiento se sembraron células de las lineas celulares MDA MB 231 Y MDA
MB 468 en placa de cultivo de 96 pozos, después de dejarlas adherirse, se hizo
la transfeccion anteriormente mencionada, se les dio tratamiento con las
concentraciones determinadas de IC50, finalmente se agregaron 10 ul de MTT
a cada pozo y se dejo incubando a 37° C con 5% de CO: por tres horas.

Esta placa se leyo en el equipo MultiSkan Go.

RESULTADOS

Aprendizaje y estandarizacién de técnicas de cultivo y de biologia
molecular

A lo largo de la realizacion de este proyecto uno de los retos iniciales fue
aprender la manera correcta de ejecutar técnicas propias de la biologia molecular
y cultivo celular, utilizando los instrumentos y las instalaciones adecuadas para
ello. Para lograr este objetivo se implemento un plan estratégico asegurando asi
que estos procesos se realizaran de manera autbnoma y correcta, y entonces
poder obtener resultados confiables y reproducibles. En este primer objetivo se
abarcaron técnicas desde lo mas basico como lo es el pipeteo 6ptimo, hasta
técnicas mas avanzadas como el mantenimiento celular. Este periodo de
entrenamiento se concluyé con técnicas propias de la biologia molecular como

son la PCR en tiempo real.

El plan estratégico se dividié en dos fases donde primero se mostré la técnica
correcta para realizar el proceso y posteriormente una fase de aprendizaje donde
se alcanz6 la ejecucion correcta de las técnicas e instrumentos. El resultado final
de esta etapa fue la adquisicion de conocimientos relevantes para el desarrollo
de técnicas especificas que permitieron comenzar con las estandarizaciones
planteadas en este proyecto asegurando que los resultados nos presentarian
algun sesgo técnico debido a una mala operacion del evaluador. Ademas esto
permitio fortalecer varios de los conocimientos adquiridos durante el tiempo de



estudio y reforzo las debilidades en diversas areas que no pudieron ser atendidas
como se debian por la contingencia sanitaria que se presentdé durante las

materias de mi plan de estudios.

Determinacién de concentracién inhibitoria 50 (IC50) en las lineas celulares
Para la determinacién de la concentracion inhibitoria 50 se realizé una serie de
experimentos sometiendo a las tres lineas celulares a los farmacos antes
mencionados.

Los resultados obtenidos de la estandarizacion para cada linea celular fueron

los siguientes:

Linea Celular Farmaco Concentracion
inhibitoria (1C50)

Paclitaxel 11.53 uM
MDA MB 231 Docetaxel 26.72 uM
Doxorrubicina 3.96 uM

Paclitaxel 1.8 uM

MDA MB 468 Docetaxel 3.8 uM
Doxorrubicina 1.34 uM

Paclitaxel 9.8 uM
BT 549 Docetaxel 18.96 uM
Doxorrubicina 14.87 uM

Tabla 4. Resultados de IC50 final de cada linea celular a los farmacos probados.

Silenciamiento exégeno de CDH6 mediante sistema de siRNA

Como parte de la caracterizacidon de la expresion genética de CDH6 evaluamos
su expresion total en las tres lineas celulares antes mencionadas, observando,
como se esperaba, una diversidad en los patrones de expresioén, siendo la linea
BT549 la que mas lo expreso y por lo tanto representa nuestro principal modelo
de estudio de silenciamiento de dicho gen (Fig 4). Cabe sefialar que no
detectamos expresidn de este transcrito en la linea celular MDAMB 468.
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DISCUSION

La farmacorresistencia representa una de las principales barreras de éxito en el
tratamiento contra TNBC. Las células con fenotipos tipo troncales (CSC, por sus
siglas en inglés -cancer stem cells-) tienen una importante capacidad de

autorrenovacion y de diferenciacion que contribuyen a la progresion tumoral. En



la mayoria de los casos, la recurrencia del tumor es dada por CSC resistentes
en el tumor primario (Malanchi et al., 2012). En este estudio se establecieron las
bases para la caracterizacion in vitro de CDHG6, el cual podria ejercer un efecto
quimioprotector debido a que se encuentra sobreexpresado en el TNBC y que
se reporta podria influir en las CSC y desdiferenciacion celular, dando como
resultado la renovacion y la transicion EMT, lo que se traduce finalmente en la
quimioresistencia (Gooding & Schiemann, 2020). En el caso particular de las
lineas celulares MDMB231 Y BT 549, podemos observar que existe una
importante expresion de CDH6 por lo que podriamos esperar que esté aportando

de manera importante en la supervivencia del tumor y la respuesta a la terapia.

Se sabe que la resistencia de las CSC a farmacos quimioterapéuticos puede ser
mediada por multiples mecanismos intrinsecos y extrinsecos. Aunado a esto las
CSC y células desdiferenciadas no pueden volver a adquirir propiedades de
resistencia por EMT, por lo que el microambiente, la autofagia y las VE
contribuyen en este proceso (Gooding & Schiemann, 2020). Con esto en mente,
podriamos esperar que CDH6 sea transferido entre las CSC mediante el
transporte mediado por VE, principalmente por via exosomal.

Para lograr la estandarizacion de experimentos, primero se obtuvieron las
condiciones de crecimientos adecuadas propias de nuestras lineas celulares: las
lineas celulares segun lo establecido crecen en condiciones de 37°C con 5% de
CO2 y con sus medios respectivos: DMEM para las lineas MDAMB 468 y BT549,
y por su parte, el medio RPMI para MDAMB231. Sin embargo, en el caso
especifico para nuestra linea celular BT549 resulté una de las mas dificiles de

estandarizar y mantener en crecimiento.

Después de estandarizar las condiciones de proliferacion, se comenzé con la
determinacién de las curvas inhibitorias, en este proceso tuvimos que enfrentar
de nuevo diferentes situaciones. El primer paso fue estandarizar el numero de
células que se debian cultivar porque las tasas de proliferacion entre las
diferentes lineas son variadas y la confluencia total se alcanzaba a diferentes
tiempos, lo que causo que las células se despegaran de la placa de 96 pozos al
no tener mas superficie de contacto. Esta situacion se vio reflejada en los



resultados experimentales pues no eran robustos ni reproducibles, pero se
resolvié haciendo pruebas con diferentes numeros iniciales de células y a través
de entender las tasas de duplicacion propias de nuestros modelos celulares. La
estandarizacion del numero inicial de células se logré con éxito, y funcionara
para tener futuros experimentos de evaluacion funcional con condiciones
optimas.

Como se menciond anteriormente se utilizd la técnica de cristal violeta, sin
embargo, esta técnica tiene un sesgo importante pues las métricas de conteo
pueden confundir el crecimiento celular que tiene lugar durante el experimento y
sobreestimar la concentracion IC50 (Checa-Rojas, 2018). Para este caso en
particular, los medicamentos que afectan la tasa de crecimiento y bloquean la
division celular pareceran mas resistentes que las lineas que son de crecimiento
rapido, aun cuando el efecto biologico por divisidn pueda ser el mismo. Una
buena alternativa para eliminar este sesgo en experimentos préximos seria
utilizar técnicas que reflejan la proliferacion y la viabilidad detectando la actividad
metabdlica, como por ejemplo el ensayo de viabilidad celular MTT (3-4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromuro). Este ensayo utiliza el potencial
redox celular en las células metabdlicamente activas para convertir un reactivo
salino a base de tetrazolio (MTT) en un producto de formazan, que tiene color
violeta y que puede ser leido rapidamente en un lector de placas, donde la
absorbancia de este compuesto esta relacionada directamente con el numero de

células viables (Gerlier & Thomasset, 1986).

Al realizar la comparacion de nuestros resultados con los reportados en bases
de datos y la literatura, nos enfrentamos con otro sesgo importante, la
reproducibilidad entre lineas ya definidas con el mismo genotipo pero que estan
presentes en diversos compartimentos bioldgicos propios de cada uno de los
laboratorios, aun cuando presenten las mismas condiciones del cultivo. Se eligié
trabajar con el conjunto de datos del proyecto Genomics of Drug Sensitivity in
Cancer (GDSC) debido a que es una compilacion robusta de datos publicos
sobre la sensibilidad a los medicamentos anticancerigenos de diferentes lineas
celulares de diversos tipos de cancer (Yang et al., 2013, Vis et al., 2016). GDSC
reporta una IC50 relativa para nuestras lineas celulares (Tabla 5).



Linea Celular Farmaco 1C50

MDA MB 231 Paclitaxel 0.088834 uM
Docetaxel 0.013319 uM

Doxorrubicina 1.262226 uM

MDA MB 468 Paclitaxel 0.016987 uM
Docetaxel 0.004357 uM

Doxorrubicina 0.078248 uM

BT 549 Paclitaxel 0.014418 uM
Docetaxel 0.021161 uM

Doxorrubicina 0.989737 uM

Tabla 5. Concentracion inhibitoria (IC50) relativa reportada en la base de datos
de GDSC.

Nuestros resultados con respecto a lo publicado en las bases de datos, tiene
variaciones importantes, e incluso encontramos variaciones entre pases
celulares de la misma linea, aun cuando trabajamos con lineas celulares por
abajo del pase 25, puesto que la heterogeneidad fenotipica en cultivos celulares
puede ocurrir cuando se estan realizando procesos de expansidon celular,
especialmente en lineas celulares de cancer (Rebuzzini et al., 2016), trabajar
con un pasaje arriba del 25, podria aumentar las probabilidades de tener
variacion genética y epigenética (Pamies et al., 2022). Por lo ya mencionado, es
importante prestar atencion en el conocer el genotipo de las lineas celulares con
las que se trabaja, asi como los métodos y materiales empleados que pudieran
explicar parte de la variabilidad observada.

Aun con las dificultades que se nos presentaron, ser parte de este proyecto me
permiti6 mejorar mis conocimientos y habilidades técnicas en el manejo de
instrumental de laboratorio, protocolos de investigacion y la manipulacion de
lineas celulares, asi como reforzar mis habilidades intelectuales en la discusidn
de diversos aspectos cientificos, a pesar de la situacion pandémica tuve la
oportunidad de hacer trabajo experimental, lo que fortaleci6 mi formacién
académica.

El papel de CDHG6 y su funcidon como cargo exosomal no esta del todo dilucidado,
sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo representan las bases para
la evaluacion funcional de la actividad in vitro del gen CDH6, que previamente
ha sido identificado como sobre-expresado en experimentos de
condicionamiento exosomal de lineas celulares resistentes por el laboratorio que

me recibié (Datos no publicados) y también ha sido reportado en la literatura



como un transcrito exosomal involucrado en la resistencia a farmacos en
diversos tipos de cancer (Ji et al., 2018, Gugnoni et al., 2017, Sancisi et al.,
2013). Con base en el entendimiento de la actividad del gen CDHG, creemos que
su expresion, y posible transporte por vesiculas extracelulares principalmente
exosomal, es relevante en la respuesta a quimioterapia y en otros procesos que
favorecen el desarrollo y progresion del cancer. Elucidar estas caracteristicas

significaria un importante avance en la mejora de pacientes con TNBC.

CONCLUSION

El entrenamiento obtenido durante esta parte del proyecto permitié establecer
los parametros de estandarizaciéon en todos los experimentos realizados, que a
su vez seran empleados en la posterior caracterizacion funcional de CDH6. Si
bien CDH6 no esta expresado en todos nuestros modelos celulares, en los que
si, se encuentra altamente expresado por lo que podriamos esperar que
contribuya de manera importante en la respuesta tumoral. Ahadido a esto se
conoce que los genes asociados a CDHG6 estan involucrados en el ciclo celular,
donde podria formar parte clave de la promocion y mantenimiento de las células
cancerosas, por lo que en estos casos donde se encuentra sobreexpresado,
podria aportar una resistencia importante a la terapia. CDH6 ya se ha utilizado
con otros farmacos como una propuesta alternativa a otros canceres, por lo que
las posteriores investigaciones sobre CDHG6 podrian significar un avance
importante en tratamientos mas especificos y menos invasivos que permitan

superar la resistencia a los quimiofarmacos en el TNBC.
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