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MARCO TEORICO

1. Epidemiologia del cancer de mama.

El cancer de mama es la neoplasia mas frecuente en las mujeres de los
paises industrializados y representa la primera causa de muerte a nivel mundial
(Figura 1). En México, es un problema de salud publica importante, ya que a partir
del 2006, el cAncer de mama es la segunda causa de muerte en el grupo de edad
de 30 a 54 afios, y se ubica como la primera causa de mortalidad por tumores
malignos entre las mujeres (Figura 2). En paises desarrollados es frecuente
diagnosticar esta enfermedad en etapas tempranas, caso contrario ocurre en
nuestro pais, donde el diagnostico se realiza en etapas avanzadas en la mayoria

de los casos (1).
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Figura 1. Incidencia y mortalidad ( I/M) por cancer de mama a nivel mundial.



Durante la ultima década, la tasa de mortalidad por cancer de mama aumenté
casi un 11%. El incremento real en el nimero de defunciones fue de 56.1% (de
2,214 muertes en 1990 a 3,455 en el afio 2000 por cada 100 mil mujeres de 25
afios y mas). Para el periodo 1993-1999 se reporté una cifra acumulada de 57,509
casos nuevos de este tipo de cancer. De acuerdo con la Secretaria de Salud, en el
afio 2000 solo se diagnosticaron entre 5 -10% de los casos en estadios tempranos
(0 y 1), mientras que el 40 a 50% de los casos fueron diagnosticados en etapas
avanzadas (estadio Ill) o metastasicos (IV). Siendo el costo del tratamiento del

cancer avanzado es mas elevado y sus posibilidades de curacion son mucho mas

bajas (2-3).
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Figura 2. indice de Mortalidad por cancer de mama en México y distribucion de la misma
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2. Factores de crecimiento y cancer de mama.

El avance de la biologia molecular ha llevado a una mejor comprension de la
biologia béasica del cancer de mama. Actualmente se ha demostrado la
importancia de algunos factores de crecimiento y sus receptores en el cancer de

mama. Entre los mas estudiados se encuentra el HER2, EGFR, VEGFR y PDGFR

(4).

Como preambulo al desarrollo de la quimioterapia personalizada, hay que
recordar que el concepto de individualizar el tratamiento sistémico no es nuevo, ya
que en los afios 70 se comenzo a tratar el cAncer de mama con hormonoterapia
en aquellas pacientes que sobre expresaban receptores hormonales. Actualmente,
se estan empleando inhibidores de blancos moleculares que se sobreexpresan en
células cancerosas, como es el caso de los anticuerpos monoclonales
(trastuzumab) que actla contra una proteina de membrana plasmatica (Her-

2/neu).

2.1 El oncogén HER2/NEU

El her2 es un proto-oncogén que codifica una glicoproteina transmembranal
con actividad tirosina-cinasa. La amplificacion del gen 17q da como resultado la
sobre-expresion de la proteina p180 HER-2, que se relaciona con un prondstico
desfavorable; asi como, la presencia de ganglios positivos, expresion alterada de

p53 y aumento de la proliferacion celular (figura 3) (5,6). La amplificacion de Her2
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es una de las alteraciones genéticas mas comunes asociadas con el cancer de
mama dando lugar a la aparicién de resistencia a drogas de quimioterapia y a

conductas clinico-patologicas mas agresivas (7).

Hawthoms, . PhD. -
Li, $-H,MD Zhang, S, MD, PhD

Ding. Z. MD, PhD

Kios, KS et al, Cancer Ressarch, 2006 Tan, M. et al, Cancer Res., 2005 Tan, M., Lan, KH st al, Cancer Res, 2006

Figura 3. Expresion de HER2 y las vias de sefializacibn que contribuyen a la

carcinogénesis en cancer de mama.

2.2 HER1 / Receptor para factor de crecimiento epidérmico (EGFR).

El receptor para factor de crecimiento epidérmico posee actividad de tirosina-
cinasa interviniendo en la division de células epiteliales inducida por EGF. Se
encuentra sobre-expresado en el 30% de los canceres de mama. Esta asociado a

un periodo libre de enfermedad mas corto y a disminucion de la sobrevida,



mostrando una relacion inversa altamente significativa con la presencia de
receptores de estrogenos. Por lo tanto, en presencia de EGFR la respuesta a la

terapia hormonal se ve reducida (8).

2.3 Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGFR).

El factor de crecimiento del endotelio vascular es un regulador importante de la
angiogénesis, de la permeabilidad vascular, y es considerado el mitbgeno mas
potente de las células endoteliales. En el cancer de mama se utiliza como
indicador de prondstico desfavorable. Dado que la angiogénesis es esencial para
el crecimiento y progresion tumoral, se esta prestando gran atencion al uso de
inhibidores de la misma como coadyuvante de otras terapias. Se ha observado
que las pacientes con metastasis presentan titulos elevados del VEGF en plasma

y podrian beneficiarse con el tratamiento con anti-VEGF (9,10).

2.4El Factor de Crecimiento Derivado de Plaguetas (PDGF) vy sus

receptores (PDGFRSs)

El factor de crecimiento derivado de plaguetas es un dimero formado por dos
cadenas polipeptidicas, unidas por puentes disulfuro (11). EI PDGF es el producto
de cuatro diferentes genes que son ensamblados en cinco isoformas distintas
conocidas como: AA, AB, BB, CC y DD, siendo las cadenas CC y DD las
identificadas mas recientemente (12). Dependiendo del tipo de dimero de que se

trate se va a presentar una actividad biolégica diferente. El PDGF participa en la
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progresion del cancer a través de la sefalizacion inducida por sus receptores
(PDGFRa y PDGFRp), éstos modulan la proliferacion y la diferenciacion de
diversas células tumorales. Los receptores son estimulados selectivamente por los

diferentes dimeros PDGF-AA, -BB, -AB, -CC y-DD (Figura 4) (13).
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Figura 4. El PDGF y la unién a su receptor transmembranal en la participacion de

diferentes vias de proliferacion y supervivencia celular.

Los receptores de PDGF se encuentran asociados a la activacion de varias
vias de sefalizacion como Ras-MAPK, PI3K-AKT/PKB y PKC. Estas vias
conllevan a la modulacibn de procesos biolégicos como la proliferacion,

diferenciacion, supervivencia y migracion celular (Figura 5) (14,16).
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Figura 5. Vias de sefalizacion activadas por el receptor del PDGF.

De los dos receptores de PDGF, el PDGFRB se ha asociado mas con el cancer
de mama, ya que se reportado se expresa hasta en un 70% de los casos, tanto
en las células de cancerosas, como en las células endoteliales asociadas al tumor.
Esta expresion es comparativamente mayor en el cancer invasor, que en el tejido
normal y en condiciones pre-malignas (ver figura 6). Ademas, su expresion se
correlaciona con pardmetros de mal pronéstico clinico (ganglios positivos,

expresion de HER2 y un comportamiento mas invasivo del tumor) (17).

Figura 6. Expresion de PDGFR en células endoteliales de tumores de mama.
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Paulsson et al, caracteriz6 la expresion de PDGFR en el estroma de diversos
tumores, incluyendo el cancer de mama. Observd una expresion de este receptor
en el estroma adyacente al tumor sugiriendo una estimulacién paracrina del tejido
estromal (figura 7). Ademas, la expresiéon PDGFRpB en el estroma de pacientes
pre-menopausicas con cancer de mama se correlacionaron con un mal pronostico.
Estos datos revelan la importancia de examinar la expresion receptores de
PDGFRB en células malignas, asi como del estroma, para obtener informacion

prondstica en pacientes con cancer de mama (18-20).

Figura 7. Expresion de PDGFR[ en el estroma del tejido adyacente de tumores de mama.

Esta asociacion entre la expresion del PDGFRp y el potencial metastatico, han
permitido el desarrollo de estudios in vitro que han demostrado que la inhibicién de
la via de PDGFRp con el farmaco STI571 (Imatinib), conduce a la reduccién de la
formacion de metastasis (20). Estos hallazgos nos permiten clasificarlo entre el
grupo de moduladores potencialmente Utiles en el tratamiento de la progresion del
cancer de mama y apoyan la teoria de una posible terapia anti-angiogénica, anti-

PDGFRp, en los casos de cancer de mama que expresen este receptor.
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3. Inhibidores de tirosina cinasa que bloquean PDGFR

Los inhibidores de tirosina-cinasa (ITK's) son farmacos dirigidos a impedir la
reaccion de fosforilacion de multiples blancos moleculares; por lo que, resultan
atiles en algunos tumores que expresan proteinas cinasas constitutivamente
activas. Se han desarrollado diversos inhibidores que pueden bloquear la
actividad de PDGFR, los mayormente utilizados en la clinica son: Imatinib,

Sunitinib y Sorafenib.

3.1 Imatinib

. El Imatinib es una molécula pequefia parecida a ATP que actda inhibiendo
la actividad tirosina cinasa de tres tipos de proteinas cinasas: BCR-AbI, c-Kit y
PDGFR. El Imatinib es exitosamente utilizado en el tratamiento de la leucemia
mieloide crénica, inhibiendo a la proteina de fusion BCR-Abl, producto del la
traslocacion t9:22, conocido como cromosoma filadelfia. También es utilizado en
el tratamiento de tumores del estroma gastrointestinal (GIST), que presentan
mutaciones en el receptor c-Kit. En ambas condiciones patoldgicas este
medicamento ha demostrado ser muy efectivo y posiblemente junto con el
Trastuzumab, han resultado ser los de mayor revolucion terapéutica en los

ultimos afios en el uso de tratamientos dirigidos (21).
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3.2 Sorafenib

El Sorafenib es una nueva generacion de moléculas pequefias que tienen la
capacidad de inhibir multiples cinasas. Este actia sobre RAF, c-KIT, VEGFR-2,
VEGFR-3 y PDGFR-R3 (22). Al igual que el Sunitinib tiene actividad antiproliferativa
y disminucion de la neoangiogénesis. Esta aprobado su uso para cancer de rifion

en estadios avanzados en el que ha demostrado mejorar la supervivencia (21, 22).

3.3 Sunitinib

El Sunitinib es una molécula pequefia con capacidad de inhibir la actividad
tirosina cinasa de tres tipos de receptores de membrana: PDGFR , c-kit y VEGFR
(20). Este inhibidor tiene una doble accion al poder bloguear la proliferacion de las
células tumorales y la neoangiogénesis. Actualmente, el Sunitinib tiene dos
indicaciones aprobadas, basado en la inhibicion de c-kit y VEGFR (22,23). Uno es
el tratamiento del carcinoma renal de células claras no operable o metastasico. En
GIST, se utiliza en pacientes que presentan resistencia al tratamiento con

Imatinib.

4. Inhibidores de tirosina cinasa que bloquean PDGFR y el cancer de

mama.

Actualmente, existen varios estudios fase | y fase Il que investigan la utilidad de

los inhibidores de tirosina-cinasa en cancer de mama. La mayoria han demostrado
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utilidad, principalmente al combinarse con quimioterapia citotoxica. Las tasas de
respuesta son muy variables que van desde 10 hasta el 75% (tabla 1). Cabe
mencionar que en estos estudios no se analizaron los niveles de expresion de las

moléculas blanco en las lineas celulares o en los tumores (22-24).

— L

Imatinib Imatinib Ninguna

Imatinib Il CMM 12y 22 Imatinib/ 11%

capecitabina

Sunitinib ] CMM her2 Sunitinib 15%
2y 3a
Il CMM la Sunitinib/ 40%
Paclitaxel
] CMM la Sunitinib/ 72%
Docetaxel
Pazopanib Il CMM her2 la Pazopanib + lapatinib/ 30 vs 40%
lapatinib

Tabla 1. Estudios que existen con ITK’s con actividad en PDGFR en cancer de mama.

Abreviaciones: CMM (cancer de mama metastasico).

A pesar de los hallazgos antes descritos del papel de PDGFRp en el cancer de
mama realmente ha sido poco estudiada como un potencial blanco terapéutico
para el tratamiento de este tipo de tumor. Lo anterior permite abrir lineas de

investigacion sobre el papel de este receptor como utilizando ITK’s en cancer de
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mama; asi como, la combinacion de estos con quimioterapia citotoxica para el

tratamiento de pacientes con cancer de mama que expresen PDGFR.

ACCION DE LOS ITK’S EN CULTIVOS PRIMARIOS DE CANCER DE MAMA.

En la Unidad de bioquimica del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricién “Salvador Zubiran” (INCMNSZ) se realizaron cultivos primarios mediante
explantes de varias muestras de tumores de pacientes con cancer de mama
tratadas en el instituto (Protocolo aprobado por el comité de Etica del Instituto

Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién “Salvador Zubiran” Ref: 159).

En estos cultivos primarios denominados MBCD25, MBCDF, MBCD17,
MBCD5, fueron caracterizadas segun la expresion de receptores hormonales;
receptores de estrogeno (RE), receptores de progesterona (RP) y receptores de

factores de crecimiento (PDGFR y HER2) como se demuestra en la tabla 2.

Her2

PDGRFB

ER

PRA

PRB

T47D

++

+++

MBCD25

+++

+++

+++

MBCD17

++

+++

+++

MBCDF

+++

+++

++

MBCD5

++

Tabla 2. Expresion de receptores hormonales y factores de crecimiento en células de
cancer de mama.
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Posteriormente, se realizarén ensayos de citotoxicidad con ITK's (Imatinib,
Sunitinib y Ssorafenib). Se observd una disminucion del porcentaje de viabilidad
celular en todos los cultivos primarios con los tres inhibidores. Esta disminucién de
la viabilidad no se observé tan marcada en el cultivo MCBD5, que carece de
PDGFR. Interesantemente, se observaron variaciones en la sensibilidad a estos
tres inhibidores en los diferentes cultivos celulares de cancer de mama. También
se observo la disminucion de la fosforilacion de PDGFR[ en la linea celular T47D
y en los cultivos celulares primarios de cancer de mama MBCD25 , MBCD17,
MBCDF y MBCD5 que fueron tratados con estos ITK's (Imatinib [10 mM], Sunitinib
[lmM] and Sorafenib [0.5 mM]). (Esparza-Lopez, J. et al. Resultados no

publicados).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La expresion de PDGFR[ en cancer de mama y su relacion con la proliferacion
celular y la progresion ha sido anteriormente estudiada. Actualmente sabemos que
aproximadamente 70% de los tumores malignos de mama expresan este receptor.
Sin embargo, existen pocos estudios que fundamente el posible uso de este
receptor como blanco terapéutico. Por lo que seria importante investigar el papel
de PDGFRB en respuesta a ITKs. Esto nos permitira tener un terreno mas
explorado sobre su potencial como blanco terapéutico, ya que actualmente
vivimos la era de terapia blanco en donde la busqueda de nuevas estrategias de
tratamiento asociadas a vias de proliferacion y progresién tumoral apoyan la

utilidad de farmacos que mejoran la supervivencia de los pacientes.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el papel de PDGFR en la sensibilidad a inhibidores de tirosina cinasa en

células de cultivos primarios de cancer de mama.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Medir la expresion de PDGFRB a nivel de RNA y proteina en cultivos

primarios de cancer de mama.

2) Inhibir la expresion de PDGFR con shRNA en cultivos primarios de cancer

de mama.

3) Obtener cultivos estables de células que se silencié el PDGFRB mediante
ShRNA.

4) Evaluar el efecto del silenciamiento de PDGFRB en la sensibilidad a
inhibidores de tirosina-cinasa (Imatinib, Sunitinib y Sorafenib) en estos

cultivos celulares.

20



HIPOTESIS

La inhibicion de PDGFRpB en células de cultivos primarios de cancer de mama
promovera resistencia a inhibidores de tirosina cinasa con actividad sobre este

receptor.

HIPOTESIS NULA
La inhibicion de PDGFRp en células de cultivos primarios de cancer de mama no

promovera resistencia a inhibidores de tirosina cinasa con actividad sobre este

receptor.
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MATERIAL Y METODOS

1) Cultivos celulares primarios de cancer de mama.

Los cultivos primarios denominados MBCD25, MBCDF, MBCD17, MBCD5
fueron obtenidos por explantes de varias muestras de tumores de pacientes con
cancer de mama tratadas en el instituto (Protocolo aprobado por el comité de Etica
del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran® Ref:
159), en la Unidad de Bioquimica del Instituto. La inmortalidad se asumi6 después
de mantenerse en crecimiento continuo in vitro por mas de dos meses. Los
cultivos celulares fueron mantenidos en medio RPMI suplementado con 10% de
suero fetal bovino y mantenidos a 37 °C en una atmosfera humedificada que

contiene 5% de CO2.

2) Evaluacién de la expresion de PDGFRf en cultivos primarios de

cancer de mama.

La expresion de PDGFRB en los cultivos primarios de cancer de mama
MBCD25, MBCD17, MBCDF, MBCD5 fue analizado por medio de la técnica de

western blot y por RT-PCR.

Ensayo de Western Blot: Las células fueron sembradas en cajas de petri se

dejaron a que tuvieran una confluencia del 80-90% y posteriormente se realizaron
3 lavados con PBS. Posteriormente se lisaron en buffer de lisis que contiene 50

mM HEPES (pH 7.4), 1 mM EDTA, 250 mM NacCl, 1% de Nonidato P-40, 10 mM
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NaF, 1 mM ortovanadato de sodio y 1X mezcla de inhibidores de proteasa
(Complete, EDTA free, Roche). Treinta microgramos de proteina fueron sometidos
a una electroforesis en un gel de policramida desnaturalizante y se transfirié a una
membrana inmobilon-P PVDF (Millipore Corp Bedford, MA). La membrana se
bloqueo 1hr con leche 5% en PBS Tween. Posteriormente se incub6 con los
anticuerpos primarios contra el receptor del factor de crecimiento derivado de las
plaquetas beta (PDGFRp), toda la noche a 4 °C. Se incub6 con el anticuerpo
secundario de raton por 45 min. La sefal fue visualizada por quimioluminiscencia y
se expuso a una pelicula radiogréfica (Kodak). La deteccion de alfa-tubulina se

utilizé como control de cargado de proteina.

La extraccion de RNA vy la Reaccidn de la Cadena de Polimerasa en Transcripcion

Reversa: EI RNA celular total fue aislado con el reactivo GeneAmp RNA PCR
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO., Cat No. M5904) de acuerdo a las
instrucciones. EI DNA complementario (cDNA) fue sintetizado a partir de 1 pg de
RNA total utilizando el oligo d(T);s como primer. Las muestras preparadas de
cDNA fueron amplificadas y analizadas utilizando la reaccion en cadena de
polimerasa (PCR). Se utilizaron los siguientes oligonucleétidos para amplificar
PDGFRp fueron: 2395F (5 CAGTGAGAAGCAAGCCCTTATG 3) y 2692R (5’
ACTCGTCCTTGCTCATGTCC 3’). Los productos de PCR fueron analizados por
electroforesis en gel de agarosa al 1% y visualizados mediante fluorescencia

ultravioleta tras tincion con bromuro de etidio.
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3) Infeccion con particulas lentivirales (PDGFRB shRNA) de las células

de cultivos primarios de cancer de mama.

Se seleccionaron dos cultivos primarios de cancer de mama que expresan
PDGFRB: Las MCBDF y MCBD25 para la infeccion con particulas lentivirales
utilizando particulas lentivirales con shRNA (Del inglés: small hairpin) para
PDGFR-B humano: sc-29442-V (Santa Cruz Biotechnology, Inc), bajo el siguiente

protocolo.

Las células se colocaron en placas de 12 pozos y se afiadié medio 6ptimo con
suero y antibiético, estas se incubaron durante toda la noche, calculando que las
células estuvieran aproximadamente al 50% de confluencia el dia de la infeccién.
El dia de la infeccién (dia 2) se prepar6 medio completo con polibreno [] y se
remplazo por el medio que tenian las células colocandolo en cada pozo. Se
descongelaron las particulas lentivirales a temperatura ambiente y se mezclaron
suavemente antes de utilizarlo, posteriormente se procedidé a infectar las células
mediante la adicién de las particulas lentivirales de PDGFRB shRNA al cultivo y se
agité suavemente la placa para mezclar e incubar las células. El dia 3 se retir6 el
medio de cultivo y se reemplazo con 1ml de medio completo sin polibreno y las
células se incubaron durante toda la noche. Para seleccionar las clonas estables

de shRNA, se diluyeron 1:3 y se continuaron incubando toda la noche.

Para seleccionar las clonas estables que expresaron el shRNA se utilizo

dihidrocloruro de puromicina a una concentracion suficiente para matar a las
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células no transducidas. El medio con puromicina se agrego cada 3 a 4 dias, con
el fin de identificar a las colonias resistentes. Se realizaron 3 infecciones seriadas
cada 7 dias de las dos lineas celulares. El silenciamiento de PDGFR se analiz6

mediante ensayos de Westen Blot como se describié arriba.

4) Ensayos de Citotoxicidad

Se realizaron tres experimentos de citotoxicidad con cada inhibidor de tirosina-
cinasa: Imatinib, sorafenib, y sunitinib para los dos cultivos celulares primarios;
MCBDF y MCBD25 sin y con shRNA PDGFRB. Para cada experimento se
sembraron un numero de 7,500 células/cm? (por pozo) de clonas seleccionadas de
cada una de las 3 infecciones, identificadas como; MCBDF-1, MCBDF-2, MBCDF-
3y MBCD25-1, MBCD25-2, MBCD25-3, respectivamente, cada ensay0 se realizé
por triplicado. 24 hrs después se agrego el inhibidor de tirosina-cinasa a diferentes
concentraciones: para Imatinib de 0, 0.01, 0.1, 1, 5, 10 y 50 uM; para sunitinib de
0, 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 uM, para sorafenib de 0, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5, 10 uM. El
farmaco se dejo actuar por 48 hrs. Posteriormente, se detuvo el experimento
fijando las células con glutaraldehido al 1.1% en PBS por 20 minutos. Después se
tiferon con la técnica de cristal violeta, se lavaron con agua para eliminar el
exceso de colorante. Se les coloc6 acido acético al 10% para disolver el colorante
y posteriormente a 15 min se determiné la absorbancia a 595 nm en un lector de

ELISA.
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RESULTADOS

1. Expresion de PDGFR en cultivos primarios de cancer de mama.

Se evalud la expresion de PDGFRB a nivel de RNA y proteina en la linea
celular T47D y en los cultivos primarios de cancer de mama MBCD25, MBCD17,
MBCDF, MBCD5. Se encontr6 que PDGFR[ se expresa a nivel de RNA y proteina
en la linea celular T47D y en los cultivos primarios MBCD25, MBCD17, MBCDF;
mientras que el cultivo primario MBCD5 no expresa PDGFR[ a nivel de RNA y

proteina (Fig 1A,B).
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Figura 1. Expresion de PDGFR en cultivos primarios de cancer de mama. A)

RT-PCR de PDGFR}, B) Western blot de PDGFR.

26



2. Inhibicién de expresion de PDGFRB con shRNA en cultivos primarios

de cancer de mama.

En estudios previos se habia encontrado que un cultivo primario que no
expresa PDGFRB mostraba una mayor resistencia a los ITKs, lo cual sugeria un
papel relevante de este receptor en la sensibilidad a ITKs en célula de cancer de
mama. Para evaluar el papel de PDGFR en respuesta a los ITK's, se silencio el
gen de este receptor con shRNA en dos cultivos celulares primarios MBCDF vy
MBCD25. La disminucién de la expresion de PDGFRP se evalu6 mediante
Western Blot. En las células MBCDF se demostrd una disminucién de la expresién
de PDGFRp, del 20% en la primera infeccion y del 50% con la segunda y tercera
infeccion. En las células MBCD25 se obtuvo una disminucién del 30%, 20% y 50%
con la 12,22 y 32 infeccidn respectivamente (Figura 2, panel superior). Se muestra
la tubulina como control de carga interna de proteina equivalente (Figura 2, panel

inferior).

1 0.8 05 0.5 1 0.7 0.8 0.5
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- R — o . = 4 - - -

shRNA PDGFRp -

MBCDF MBCD25

Figura 2. Silenciamiento de la expresion de PDGFR en los cultivos primarios de

cancer de mama MBCDF y MBCD25 mediante shRNA.
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3. Ensayos de Citotoxicidad.

a) Cinética de viabilidad celular en cultivos primarios de cancer de

mama con silenciamiento de PDGFRf tratadas con Imatinib.

Se realizaron cinéticas de viabilidad celular en los cultivos MBCDF vy
MBCD25 parentales y las silenciadas en la expresion de PDGFRB con shRNA. En
las curvas de viabilidad celular con Imatinib a diferentes concentraciones, se
observé que en las células MBCDF con shRNA 1, 2 y 3 existe mayor resistencia al

Imatinib comparado con las que no tienen shRNA (Figura 5).
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Figura 5. Curva de viabilidad celular con Imatinib en cultivos primarios de cancer
de mama MBCDF con disminucion de la expresién de PDGFRB con shRNA. Se
muestra las curvas de las células no infectadas y las células con las tres

infecciones (1,2 y 3).
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Cuando se realizaron las curvas de sensibilidad a Imatinib de los dos cultivos
primarios MBCDF y MCD25. Se observé que en las MBCDF y en las MBCD25 de
las células con disminucion de la expresion de PDGFRB con shRNA de las tres
infecciones requieren menos concentracion de Imatinib para alcanzar su
concentracion inhibitoria méxima media (IC50), a diferencia de las que no tienen

shRNA (Figura 6).

1IC50

Imatinib [uM]

Figura 6. Concentracién inhibitoria maxima media (IC50) de Imatinib de los
cultivos primarios MBCDF Y MBCD25 sin y con disminucién de la expresion de

PDGFRf con shRNA.
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% de viabilidad

b) Cinética de viabilidad celular en cultivos primarios de cancer de

mama con silenciamiento de PDGFR tratadas con Sorafenib.

Cuando se realizaron las curvas de viabilidad celular con Sorafenib en las

mismas condiciones que con Sunitinib, pero ha diferentes concentraciones. Se

encontré una mayor resistencia al farmaco en las células con disminuciéon de la

expresion de PDGFRB, aunque de manera menos clara que lo observado con

Sunitinib, esta diferencia se presentd a concentraciones de 0.1 a 1 uyM para los

cultivos MBCDF (Figura 4, panel de arriba). En tanto que para los cultivos

MBCD25 aunque si existe mayor porcentaje de viabilidad celular en células con

las células silenciadas con PDGFRp no es significativo (Figura 4, panel de abajo).
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Figura 4. Curvas de viabilidad celular con Sorafenib en cultivos primarios de cancer de

mama MBCDF y MBCD25 con silenciamiento de PDGFRB con shRNA. Se muestra las

curvas de las células no infectadas y las células con las tres infecciones (1,2 y 3)
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c) Cinética de viabilidad celular en cultivos primarios de cancer de

mama con silenciamiento de PDGFR tratadas con Sunitinib.

Se realizaron cinéticas de viabilidad celular en los cultivos MBCDF y MBCD25
parentales y las silenciadas en la expresion de PDGFRB con shRNA. Se encontr6
que ha distintas concentraciones de Sunitinib las células que tienen disminuida la
expresion de PDGFR[ con el shRNA (1,2 y 3) son mas resistentes que las que no
tienen shRNA, de forma significativa. Este efecto se observé en las células de los
dos cultivos primarios MBCDF (Figura 3, panel de arriba) y MBCD25 (Figura 3,

panel de abajo).
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Figura 3. Curvas de viabilidad celular con Sunitinib en cultivos primarios de cancer de
mama MBCDF y MBCD25 con silenciamiento de PDGFRB con shRNA. Se muestra las

curvas de las células no infectadas y las células con las tres infecciones (1,2 y 3).
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DISCUSION

En la actualidad se buscan nuevos marcadores prondsticos y blancos
terapéuticos en el tratamiento del cancer. En el cancer se cuenta con marcadores
como los receptores hormonales y el Her2. Sin embargo, a pesar de estos
marcadores, este tipo de cancer sigue siendo un problema de salud publica. Por lo
cual, todavia existe la necesidad de buscar nuevos marcadores y blancos en el
tratamiento de este cancer. Se ha descrito que el PDGFRB juega un papel
fundamental en la progresién y agresividad de tumores que lo expresan (25).
Especialmente en el cancer de mama, donde la expresion de este receptor se

correlaciona con un comportamiento mas agresivo (20).

De hecho existen estudios con inhibidores de tirosina cinasa fase Il en
pacientes con cancer de mama metastasico; sin embargo, ninguno de estos
estudios ha evaluado la expresion de PDGFRB como factor predictivo de
respuesta a estos inhibidores (22-24). Por lo tanto, el papel de la expresién de
PDGFRB en cancer de mama, como potencial predictor de respuesta a los

inhibidores de tirosina cinasa aun no ha sido completamente esclarecido.

En este trabajo se investigo el papel de PDGFRB como predictor de respuesta a
ITK's, mostrando que la disminucién de la expresion de PDGFRB en cultivos
primarios de cancer de mama promueve resistencia a sunitinib, sorafenib e
imatinib. El silenciamiento de PDGFRB con el shRNA se midié en una poblacion

muy heterogénea, no seleccionada; donde probablemente se encuentren células
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gue no lo expresen, y células que aun lo expresan en diferente proporcién. En este
grupo heterogéneo se logré una disminucion de la expresion de este receptor de
hasta el 50% para la tercera infeccion en las células de los dos cultivos primarios
de cancer de mama. Por lo que los resultados obtenidos en las cinéticas de los
inhibidores de tirosina cinasa con estas células nos indican que el PDGFR juega
un papel importante en la respuesta a los ITKs. Es necesario clonar las
poblaciones que no expresen o0 expresen una minima cantidad de este receptor
para evaluar la posible participacion de otros receptores, dado que estos

inhibidores nos son exclusivos de PDGFR}.

En las cinéticas de viabilidad celular con sunitinib, interesantemente
observamos una mayor resistencia al medicamento en las células con disminucién
de la expresién de PDGFR[3, comparadas con las que expresan de forma integra
este receptor (sin shRNA), tanto para los cultivos celulares MBCDF como para las
MBCD?25. Informacién que complementa lo encontrado antes en el laboratorio,
donde estas células sin inhibicion de PDGFRB fueron mas sensibles a este
inhibidor. Con este resultado podriamos inferir que pacientes que expresen
PDGFRB podrian ser tratadas con Sunitinib dado que la presencia de este

receptor les proporcionar una mayor sensibilidad a este farmaco.

Sin embargo en las cinéticas con sorafenib aunque se observa una tendencia
de mayor porcentaje de viabilidad celular, el efecto no es tan evidente como en el
caso del sunitinib. En este sentido se ha reportado que la afinidad de estos dos

inhibidores por PDGFR} es diferente. La IC50 de Sorafenib (60 nM) es seis veces
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mayor que la IC50 de Sunitinib (10 nM) (22), lo que aunado a la heterogeneidad
de la poblaciones silenciadas de PDGFR[, puede explicar que no se observe un

mayor efecto de resistencia a los ITKs.

Adicionalmente, los resultados con imatinib mostraron que las células con
disminucién de la expresion de PDGFRp tienen una tendencia a resistir este
farmaco, comparadas con las células que expresan sus niveles normales de
PDGFR. De hecho podemos observar, que la concentracion inhibitoria méaxima
media (IC50) de Imatinib es mayor de 20 a 50% en células que tienen disminucion
de la expresion de PDGFRPB comparadas con las que lo expresan de forma

integra, tanto para los cultivos celulares MBCDF como MCD25.

Los resultados evidencian la importancia de este receptor como predictor de
respuesta a ITK's en especial a sunitinib. Aln asi se espera que este efecto se
vuelva mucho mas significativo y claro al poder seleccionar las clonas que tengan
silenciamiento del gen de PDGFR} vy realizar las cinéticas en una poblacion mas
homogénea. Finalmente, no hay que olvidar que existen estudios clinicos ya
corriendo con inhibidores de tirosina cinasa con actividad sobre este receptor en
cancer de mama (22-24), y que hasta un 30-35% de los canceres de mama no
expresan este receptor, por lo tanto este grupos de pacientes no se beneficiaria de
este tratamiento. Por lo que encontrar evidencia que sustente que la expresion de
PDGFRp puede ser un potencial marcador predictivo de respuesta a ITKs, puede
ser de utilidad en la practica clinica, lo cual tendria un impacto en la sobrevida en

los pacientes.
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CONCLUSIONES

En conclusion, demostramos que PDGFRp juega un papel importante en la
sensibilidad a ITKs y podria utilizarse como marcador predictivo de respuesta a
estos farmacos. Encontramos que al inhibir la expresion de este receptor con
shRNA en células de cultivos primarios de cancer de mama que expresaban
PDGFRB presentaron una mayor resistencia a inhibidores de tirosina cinasa. Por
lo tanto, pacientes con cancer de mama que presenten una mayor expresion
PDGFRB implicaria que se pueden beneficiar de una mejor respuesta al

tratamiento de ITKs, especificamente al sunitinib.
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