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Resumen

El carcinoma mamario triple negativo (TN) carece de una terapia especifica
debido a que no expresa receptores hormonales (RH) ni HER2, por lo que el analisis a
nivel molecular y el desarrollo terapias especificas es un topico de interés clinico.

La expresion del factor de transcripcion HIF-1a (el cual se asocia a estadios
agresivos de la enfermedad) fue analizada en 102 biopsias de pacientes mexicanas,
comparandose con 31 biopsias de tejido mamario no tumoral. Para evaluar la
funcionalidad de HIF-1q, se realizdé un analisis por western blot de proteinas glicoliticas
cuya expresion se encuentra regulada por este factor. Asimismo, se analiz6 el contenido
de proteinas mitocondriales. La validaciéon de HIF-1a como biomarcador se realizo
comparando su expresion con los contenidos de proteina de biomarcadores utilizados en
clinica, asi como proteinas asociadas a metastasis y autofagia. HIF-1a, C-MYC, HER2 y
COXIV aumentaron significativamente (2-100 veces) frente al tejido no tumoral. A pesar
de la expresion de HIF-1a en todas las muestras tumorales, unicamente el subtipo
HER2+/RH-, mostré un aumento sustancial de HKIIl. Por el contrario, en el subtipo TN
se detecté un aumento significativo en 20GDH y E-cadherina vs. otros subtipos. Estos
resultados sugieren que HIF-1a + COXIV + C-MYC (+ HER2 para el subtipo
HER2+/RH-) pueden ser utiles para integrar un patron de biomarcadores metabdlicos
para el diagnostico en CaMa, mientras que HIF-1a + C-MYC + 20GDH + E -cadherina
pueden ser una alternativa de una firma molecular util y confiable para el subtipo TN.

Para proponer estrategias terapéuticas se analizé el metabolismo energético de
las lineas celulares TN; MDA-MB-231 (231) y MDA-MB-468 (468) en condiciones de
normoxia (21% de O») e hipoxia (0.1% de O,) midiendo: 1) el contenido de proteina de
enzimas glucoliticas y mitocondriales, 2) el flujo de glucdlisis y de fosforilacién oxidativa
(FO), y 3) la sensibilidad a inhibidores glucoliticos, mitocondriales y farmacos canonicos.
En ambas lineas celulares la hipoxia aumentd significativamente los niveles de HIF1-a
(99%), lo que se relaciondé con un aumento de 2 a 5 veces de GLUT-1, HKl y Il y LDH,;
asi como un aumento del flujo glucolitico (30-80%). En referencia a la FO la hipoxia
disminuyé (20% -60%) los contenidos de 20GDH, COX-IV ND1 y ATP-sintasa asi como
la FO (60-75%). En normoxia ambas lineas celulares dependieron de la FO (60-75%)
mientras que en hipoxia dependieron de la glucdlisis (70-76%). En normoxia, las drogas
antimitocondriales (casiopeina Il gly y derivados de la vitamina E) disminuyeron la
proliferacion (IC50= 2.5 uM) y la migracion. Estos datos favorecen el uso de inhibidores

antimitocondriales para el tratamiento del carcinoma mamario TN.



Summary

Triple negative breast cancer (TN) lacks a specific therapy due to the absence of
HER2 and hormone receptors (HR) expression. Then a molecular analysis is an
interesting approach to search new biomarkers and therapies.

The expression of the transcription factor HIF-1a (which is associated with more
aggressive stages of this disease) was analyzed in biopsies from 102 Mexican patients
and compared to 31 non-tumoral breast biopsies. To assess the functionality of HIF-1q,
a proteomic analysis of glycolytic proteins whose expression is regulated by this
transcription factor was carried out. Additionally, the content of mitochondrial proteins
was analyzed. Furthermore, validation of HIF-1a as a biomarker of breast cancer was
performed by comparing its expression with protein content of common clinical
biomarkers and proteins associated with metastasis and autophagy. HIF-1a, C-MYC,
HER2 and COXIV protein contents increased significantly in all tumor subtypes versus
normal tissue. Although HIF-1a showed a high expression in tumor samples, only
HER2+/HR—subtype, showed a substantial HKII increase. Also, in the TN subtype a
significant increase of 20GDH and E-cadherin was detected vs. other subtypes. These
results suggest that HIF-1a + COXIV + C-MYC protein (+ HER2 for subtype HER2+/HR-)
may be useful to integrate a pattern of metabolic biomarkers in breast cancer diagnosis,
while the content of HIF-1a + C-MYC + E -cadherin + 20GDH can be an alternative to
become a useful and reliable cancer prognosis subtype TN signature.

In order to establish targeted therapies, energy metabolism of the TN cell lines;
MDA-MB-231 (231) and MDA-MB-468 (468) was analyzed under both normoxia (21%
O2) and hypoxia (0.1% O;) by determining: 1) protein content of glycolytic and
mitochondrial enzymes; 2) glycolytic and oxidative phosphorylation (OxPhos) fluxes; and
3) cell growth sensitivity to glycolytic and mitochondrial inhibitors, and anti-cancer drugs.
In both cancer cell lines, 24 h hypoxia significantly increased HIF1-a (99%), which
correlated with a significant increment (2-5 times) in GLUT-1, HKI and Il and LDH, as well
as in the glycolytic flux (30-80%). For OxPhos, hypoxia decreased (20%-60%) the
contents of COX-IV, 20GDH, ND1 and ATP-synthase as well as OxPhos flux (75%).
Under normoxia, both cancer cell lines mainly depended on OxPhos (75-60%); whereas
in hypoxia, both cell lines depended on glycolysis (70-76%). Under normoxia, anti-
mitochondrial drugs (casiopeina ll-gly and vitamin E-phosphonium derivatives) decreased
cancer cell proliferation (IC50 values = 2.5 uM) as well as cell migration. These data

support the use of mitochondrial inhibitors for the treatment of TN breast carcinoma.
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Capitulo 1
Determinacién de un perfil de biomarcadores

para carcinoma mamario ductal infiltrante.



1 Introduccién

1.1 Epidemiologia

El cancer es una de las principales causas de muerte en paises desarrollados
(con un 13% del total de las muertes) en 2012 [WHO, 2015]. A nivel nacional, las
estadisticas mas actuales (2014) situan a este padecimiento como la tercera causa de
muerte, siendo superada por la diabetes y las enfermedades cardiovasculares [INEGI,
2015]. Los canceres de mama (CaMa) y cérvix (CaCu) se consideran las principales
causas de morbilidad y de mortalidad en la poblacién femenina mexicana [INEGI, 2015;
SS 2015]. Las estadisticas muestran que del 2004 al 2014, la incidencia del CaMa
aumentd 2.2 veces y la mortalidad un 40%, mientras que el CaCu presenté una
disminucién del 40% en incidencia y del 10% en mortalidad durante el mismo periodo de
tiempo [INEGI, 2015; SS, 2015] (Figura 1). El CaMa tiene una mayor prevalencia a partir
de los 25 afos (i.e. de los 11,372 casos reportados en el 2014 unicamente el 1%
corresponden al rango de 10 a 24 afios) [SS, 2015] y en el rango de 25 a 65 esta
patologia es la principal causa de muerte por cancer (20%) [INEGI, 2015]. Debido a lo
anterior, el Sector Salud en México situa al CaMa como un problema grave de salud

publica.
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Figura 1. Relacion morbilidad/mortalidad de CaMa y CaCu del 2004-2014. La linea continua indica la incidencia de

cada tipo de cancer y la linea punteada indica la mortalidad para cada una. INEGI, 2014 y SS 2014.



El aumento en la mortalidad se debe a; 1) campaias de deteccidn insuficientes; lo
que repercute en una mayor probabilidad (56-80%) de identificacion del CaMa en
estadios avanzados y 2) las metodologias de diagndstico (mamografias y ultrasonidos) y
clasificacion (evaluacion de receptores hormonales (RH) y HER2) son escasas en los
centros de salud lo que prolonga (10 meses) la eleccion del tratamiento [Chavarri-Guerra
et al.,, 2012]. Por lo tanto, es necesaria la busqueda de nuevos biomarcadores que

permitan una deteccion eficiente para la seleccion apropiada de un tratamiento.

1.2. Biomarcadores en CaMa, deteccidn, clasificacion y tratamiento

Un biomarcador molecular se define como una proteina o metabolito cuyo cambio
en expresion y/o contenido se asocia a procesos fisioldgicos o patologicos [Mayeux,
2004]. Los biomarcadores moleculares identificados en CaMa son de utilidad para
evaluar la prognosis y la prediccidon de la enfermedad [Sawyers, 2008]

Los biomarcadores pronésticos permiten (a) clasificar a los canceres con "buen
prondstico" vs. los de "mal prondstico”, (i.e. en un CaMa con buen prondstico como el
que es positivo al receptor de estrogeno (RE) la esperanza de vida de 5 a 15 afos es del
70-95%; mientras que un cancer de mal prondstico como son los CaMa triple negativos
(TN), la esperanza de vida es menor a 5 afios (86%) [EBCTCG, 2005]; y (b) seleccionar
adecuadamente el tipo de tratamiento clinico a seguir (i.e. el tratamiento adyuvante para
los tumores positivos a RE es su inhibidor tamoxifen, mientras que los tumores positivos
a HER2 son tratados con el anticuerpo monoclonal trastuzumab) [EBCTCG, 2005]. Los
biomarcadores predictivos (0 de respuesta) evaluan la probabilidad de obtener
beneficios a largo plazo después de un tratamiento (i.e. en tumores positivos a RE el
tratamiento con tamoxifen aumenta la sobrevida a 5 afos en un 31%) [EBCTCG, 2005].

Para diagnosticar el estadio de malignidad (i.e. estadios I, II, I, V) y establecer un
tratamiento inicial, se evaluan caracteristicas clinico-patolégicas de la enfermedad
mediante analisis morfologicos e histolégicos [Fitzgibbons et al., 2000]. En México los
biomarcadores de tratamiento para CaMa son los receptores de estrégeno (RE), de
progesterona (RP) y el receptor al factor de crecimiento epidérmico en humano tipo 2
(HER2) [Pérez-Sanchez et al., 2008; Ceballos-Cancino, 2008]. Este criterio permite
clasificar a las pacientes en 4 subtipos: Luminal A, Luminal B, HER2, y Triple negativo
(Tabla 1). EIl subtipo Luminal A se caracteriza por presentar positividad a RE, puede o
no presentar positividad a RP y no presenta positividad a HER2. Otro factor que

recientemente se ha relacionado con este subtipo es una baja expresion del factor de
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proliferacion Ki67 (<30%). Es el subtipo con mas prevalencia en el mundo (40-70%) y
presenta una sobrevida mayor en comparacién con los demas subtipos (i.e. la sobrevida
a 5 anos es del 90%). EIl luminal B presenta positividad a RE, puede o no presentar
positividad a RP o a HERZ2 y, contrario al Luminal A, presenta niveles mayores de Ki67
(230%). Este subtipo es el segundo lugar en prevalencia a nivel mundial (6-22%) y tiene
una sobrevida semejante al grupo Luminal A. Por su parte, el subtipo HER2 unicamente
presenta positividad a este receptor, tiene una menor prevalencia a nivel mundial (8-
16%) y la sobrevida general es mas baja en comparacion con los otros subtipos (i.e. la
sobrevida a 5 afios es del 80%). Por ultimo, el subtipo TN no expresa estos receptores.
Su prevalencia es mayor en la poblacion hispana y en la poblacién afroamericana (14-
22%) y es el subtipo con menor sobrevida (i.e. la sobrevida a 5 anos es del 75%) [Perou
et al., 2000; Carey et al., 2006; Spitale et al., 2009; Vallejos et al., 2010; Pacheco-
Velazquez et al., 2014; Pérez-Rodriguez et al., 2015; Park et al., 2012].

Subti Clasificacion Sobrevida a Tratamiento: Incidencia Incidencia
ubtipo
P histoldgica 2,5y 10 ainos Cirugia + en LA mundial
RE + 73% (SZ)
. RP +/- ) 56-65% (MX) 69% (PL)
Luminal A 97%, 90%, 82% Tamoxifen
HER2- 49% (PE) 55% (US)
Ki67 <14% 53% (CO)
RE + 22% (CO)
RP +/- Tamoxifen/ 13-22% (MX) 17% (US)
Luminal B 97%, 85%, 73%
HER2 +/- Trastuzumab 13% (PE) 14% (SZ)
Ki67 >14% 6% (PL)
12% (SZ)
RE -
16% (PE) 12% (PL)
HER2 RP - 92% 80% 62% Trastuzumab
8-9% (MX) 9% (CO)
HER2 +
7% (US)
22% (US)
RE -
_ _ o . 21% (PE) 16% (CO)
Triple negativo RP - 85%, 75%, 67% Quimioterapia
14% (MX) 7% (SZ)
HER2-
8% (PL)

Tabla 1. Clasificacion histologica de los subtipos de CaMa. Abreviaturas +; positivo, -; negativo, CO; Corea, LA;
Latinoamérica, MX; México, PE; Peru, PL; Polonia, RE; receptor de estrégeno, RP; receptor de progesterona, SZ;
Suiza, US; Estados Unidos de Norteamérica. Referencias: Carey et al., 2006; Park et al., 2012: Pacheco-Velazquez
et al., 2014; Pérez-Rodriguez et al., 2015; Perou et al., 2000; Spitale et al., 2009; Vallejos et al., 2010.



1.3 Limitaciones de los biomarcadores actuales en CaMa

Debido a que la clasificacion de los tumores mamarios en estos 4 subtipos
depende de analisis inmunohistoquimicos, se presentan con frecuencia resultados
negativos aun cuando la patologia esté presente (falso negativo; i.e. la relacion de falsos
negativos para el RE es de 30-70%, mientras que para el RP es del 40% y para HER2
es del 20% [Allred, 2008; Wolff et al., 2006]) y en consecuencia el tratamiento sera
incompleto e inadecuado. Esto puede deberse a que: (1) la selecciéon de un punto de
corte (medido como el porcentaje de expresion del biomarcador para ser considerado
como positivo) en la intensidad de la tincion, queda a criterio de la inspeccion ocular del
patdlogo; y (2) la intensidad de la sefial inmunohistoquimica variara dependiendo del
sitio donde fue obtenida la muestra (la senal sera mas débil conforme se aleje del tumor)
[revisado en Rodriguez-Enriquez et al., 2011]. Aunque en la clinica también se emplean
otros biomarcadores como son C-MYC, Ki-67, H-RAS y p53 [Lari et al., 2011], estos son
mas susceptibles a interpretaciones erréneas pues algunos tumores malignos los
expresan independientemente del estadio en el que se encuentre el tumor (i.e. en CaMa,
la expresion de Ki-67 es semejante en estadios Il, Il y IV [Burcombe et al., 2005]).

Ademas, el analisis de un biomarcador de manera individual usualmente reporta
resultados contradictorios. Por ejemplo, a pesar de que HER2 es considerado como un
biomarcador prondstico relativamente confiable para CaMa [King et al., 1985; Slamon et
al., 1987; Citri et al., 2006; Moasser, 2007; Graus-Porta et al., 1997], algunos tumores
pierden la expresion de HER2 luego del tratamiento con trastuzumab pero mantienen su
malignidad o se vuelven mas agresivos (i.e. solamente el 35% de las pacientes HER2
positivas tendran una respuesta favorable al emplear trastuzumab; y de éstas el 70%
presentara metastasis al afio de tratamiento [Mitterdorf et al., 2009; Gajria et al., 2011]).
La resistencia al tratamiento con trastuzumab se debe a (1) mutaciones en HER2 (i.e. la
mutaciéon pS9HER2 da como resultado la activacion constitutiva de este receptor); (2) la
sobrexpresion de otros receptores de la familia de HER2 (como son EGFR, HERS3 e
IFGR); y (3) mutaciones en la cascada de sefalizacion de HER2 (por ejemplo la
disminucion de PTEN y la sobre activacion de la via PI3K/Akt [Vu et al., 2012].

Como contraparte, el descubrimiento de nuevos biomarcadores ha impulsado el
desarrollo (y mejoramiento) de nuevas terapias antineoplasicas personalizadas, como es
el caso de las firmas genéticas Mammaprint y OncotypeDX (las cuales miden el nivel de
mMRNA de 70 y 21 genes en muestras de tejido fresco respectivamente) y permiten

identificar a pacientes con alto riesgo de padecer metastasis y elegir candidatas para
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tratamiento con quimioterapia [van 't Veer et al., 2002]. Sin embargo, este tipo de
analisis gendmicos conllevan varias suposiciones y restricciones: (i) estas firmas
subestiman el potencial de genes cuya regulacidon es a nivel transcripcional, post-
transcripcional o post-traduccional; (ii) la expresion del gen, medida como el incremento
en el contenido de mRNA, no garantiza la estabilidad ni mucho menos la funcionalidad
de la proteina; y por ultimo (iii) los cambios en la transcripcion genética no siempre
correlacionan con la funcién biolégica y las proteinas pueden ser reguladas por procesos
post-traduccionales independientes del nivel de proteina o el nivel del ARN mensajero
(mARN) por lo que resulta en un analisis incompleto [Moreno-Sanchez et al., 2016;
Subramanian y Simon, 2010; ter Kuile y Westerhoff, 2001]. La dificultad de clasificar y
disefiar una terapia exitosa para el fenotipo TN denota la necesidad de desarrollar un
analisis mas integral, donde se incluya un perfil de biomarcadores de proteinas de
diferentes vias (e.g. metabolismo+ proliferacion+ resistencia a drogas+ metastasis+
hipoxia+ angiogénesis) para tener un mejor entendimiento del cancer, su progresion y su

posible tratamiento [Rodriguez-Enriquez et al., 2011].

1.4 Metabolismo energético en cancer, una propuesta en la busqueda de

biomarcadores.

Las modificaciones en el metabolismo energético en los tumores (i.e. produccion
de ATP por glucdlisis y fosforilacién oxidativa: FO) es una caracteristica que ha cobrado
interés en la ultima década, a tal grado que se ha considerado como un marco de
referencia del desarrollo tumoral [Hanahan y Weinberg, 2011]. Sin embargo, una gran
cantidad de los estudios publicados se centran en analizar el aumento de la glucdlisis
tumoral en condiciones aerdbicas, fendmeno conocido como efecto Warburg [Warburg,
1956]. Esto se debe a que la mayoria de los tumores mantienen una glucdlisis
aumentada de 2 a 17 veces comparada con los tejidos de origen [Pedersen, 1999;
Moreno-Sanchez et al., 2007], lo que provee de metabolitos esenciales para la
proliferacion (nucleétidos, aminoacidos, coenzimas y esqueletos de carbono) vy
equivalentes reductores (NADPH) para contender contra el estrés oxidante [Hannahan y
Weinberg, 2011]; y permite el desarrollo de fenotipos invasivos en vejiga, mama, cervix y
ovario [Semenza 2008]. Este fendmeno es semejante a los estadios iniciales del
desarrollo embrionario previo a la implantaciéon y generacién de la placenta [Smith et al.,
2013].



En condiciones de normoxia este efecto es mediado por la expresion de
oncogenes como C-MYC y cascadas de sefalizacion (como es la via de PI3K/AKT), que
en conjunto aumentan la expresion de transportadores y enzimas de la glucolisis (i.e.
GLUT1, HPI, PFK-1, enolasa, GAPDH, PGK y LDH-A [Moreno-Sanchez et al., 2007,
Semenza, 2008; Lurlaro, et al., 2014] (Tabla 3).

Por otro lado los tumores sdlidos, a los que pertenece el CaMa, presentan una
estructura heterogénea, es decir, en ciertas regiones no se tiene irrigacidon sanguinea
apropiada por lo que hay una reduccién de nutrientes y de oxigeno generando una
condicion de hipoxia [Hockel et al., 2001]. La baja tensidon de oxigeno (concentraciones
tisulares de O, inferiores a 5-10 mm Hg) altera la homeostasis de la célula, o que
conduce a la estabilizacién de la subunidad 1a del factor inducido por la hipoxia (HIF-
1a). El contenido de HIF-1a se encuentra incrementado de 10 a 100 veces en tumores
de pulmédn, pancreas, colon, mama, ovario, higado y gliomas, ya sea medido por
Western Blot o por ensayos de inmunohistoquimica [Bos et al., 2001; Liu et al., 2009;
Mayer et al., 2012; revisado en Mabjeesh et al., 2007]. Su activacién promueve la
transcripcion de diversos factores que permiten la supervivencia y desarrollo celular
como son: angiogénesis (VEGF vy VEGFR, angiopoietina-2), eritropoyesis
(trombospondina-1), incremento en el metabolismo energético (Tabla 3), proliferacion
celular (FGF, PDGF), remodelacion vascular, protedlisis, inhibicion de apoptosis,
regulacion del pH (MCT4 y CA-IX) y resistencia a farmacos (P-glicoproteina) [Brahimi-
Horn et al., 2009; Weidemann et al., 2008]

En células cancerosas, la activacion de HIF-1a aumenta la cantidad y actividad de
numerosas isoformas de la glucdlisis en comparaciéon con las células no-malignas
[Revisado en Marin-Hernandez et al., 2009]. Por lo tanto, este proceso se ha
correlacionado con el aumento de la velocidad del flujo glucolitico. Entre las enzimas
glucoliticas reguladas por la estabilizacion de HIF-1a estan los transportadores de
glucosa (principalmente, GLUT-1 y GLUT-3) que se sobreexpresan bajo condiciones
hipéxicas [Brown et al., 2002; Burt et al., 2001; Rodriguez Enriquez et al., 2010]; las
hexocinasas (HK) HK-l y HK-Il también son sobreexpresadas por este factor [Rankin y
Giaccia, 2008]; y la lactato deshidrogenasa tipo A (LDH-A) que aumenta la produccion y
expulsion de lactato, acidificando el medio extracelular, de manera que el tumor continue
en crecimiento y expansion [Semenza, 2008] (Tabla 3). En este sentido la expresion de
HIF-1a y la regulacién de proteinas involucradas en el metabolismo glucolitico son una

alternativa considerable para ser estudiados como biomarcadores.



Normoxia Hipoxia
FT Sitio de accién Efecto FT Sitio de accién Efecto
GLUT1, HPI, PFK- GLUT1, HKII, HPI,
C-MYC 1, GAPDH, PGK,  Aumento de la glucdlisis ALDO, TPI,
Glucdlisis ENO y LDH-A HIF-1a GAPDH, PGAM-B, Aumento de la glucdlisis
GLUT 1, GLUT 4, o ENO, PYK-M2 y
PI3K-AKT PEK2 Aumento de la glucolisis LDH-A
Disminucion del consumo de
SCO2, GLS, PDK2, PDK1, LON, .
p53 ) Aumento en la FO HIF-1a piruvato
AIF, y Parkina COX4-2
Disminucion de la FO
Metabolismo
. . Biogénesis mitocondrial
mitocondrial TFAM, SLC1AS5,
Glutamindlisis ATGS5, LC3-l,
C-MYC SLC7AS5, GLS, . AMPK Aumento en la autofagia
PDKA Disminucion del consumo de BNIP3 y BNIP3L

piruvato

Tabla 3. Oncogenes, vias de sefalizacion y factores de transcripcion que modifican la glucdlisis y el metabolismo mitocondrial en condiciones de normoxia e hipoxia. Abreviaturas:

AlF; Factor inductor de la apoptosis, ALDO; Aldolasa, AMPK; Cinasa dependiente de monofosfato de adenosina, ATG5; Proteina de autofagia 5, BNIP3; Proteina de interaccion con

el complejo BCL2/adenovirus E1B de 19 kDa, isoforma ,3 BNIP3L; Proteina parecida a la proteina de interaccion con BCL2/adenovirus E1B de 19 kDa, isoforma 3, COX4-2;

Isoforma 2 de la Citocromo oxidasa, ENO; Enolasa, FO; Fosforilacion oxidativa, FT; Factor de transcripcion, GAPDH; Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, GLS; Glutaminasa,

GLUT1; Transportador de glucosa isoforma 1, GLUT 4; Transportador de glucosa isoforma 4, HIF-1a; Factor inducido por hipoxia, HKII; Hexocinasa isoforma 2, HPI; Hexosa fosfato

isomerasa, LC3-I; Proteina 1A/1B-cadena liviana 3 asociada a microtibulos isofoma 1, LDH-A; Lactato deshidrogenasa isoforma A, PDK1; Piruvato deshidrogenasa cinasa isoforma

1, PDK2; Piruvato deshidrogenasa cinasa isoforma 2, PFK-1; Fosfofructocinasa isoforma 1, PFK-2; Fosfofructocinasa isoforma 2, PGAM-B; Fosfoglicerato mutase tipo isoforma B,

PGK; Fosfoglicerato cinasa, PI3K-AKT; Fosfoinositol 3-cinasa/ proteina cinasa de residuos serina/threonina, PYK-M2; Piruvato cinasa isoforma M2, SCO2; Proteina de ensamblaje

de la citocromo C oxiada isoforma 2, SLC1A5; Miembro nimero 1 de la familia 5 de acarreadores de solutos, SLC7A5; Miembro nimero 7 de la familia 5 de acarreadores de solutos,

TFAM; Factor de transcripcion mitocondrial A, TPI; Triosafosfato isomerasa. Referencias: Kim et al., 2006, Marin-Hernandez et al., 2009, Fukuda et al., 2007, Papandreou et al.,
2008; Matoba et al., 2006; Hu et al., 2011; Stambolsky et al., 2006; Zhang et al., 2011; lurlaro et al., 2014



Asimismo, en condiciones de normoxia el metabolismo mitocondrial se mantiene
activo mediante procesos regulados por el factor transcripcional p53, el cual aumenta la
expresion de la proteina de ensamblaje de la citocromo oxidasa (SCO2), la glutaminasa
(GA), la piruvato deshidrogenasa kinasa 2 (PDK2), el factor inhibitorio de la apoptosis
(AIF) y de una RBR E3 ubiquitin protein ligasa (Parkina) [Matoba et al., 2006; Hu et al.,
2011; Stambolsky et al., 2006; Zhang et al., 2011]. Asimismo C-MYC aumenta la
biogénesis mitocondrial (mediante la transcripcion de TFAM) y la glutamindlisis
(modulando la expresion de los transportadores de glutamina y la GA [Revisado en
lurlaro et al., 2014] (Tabla 3).

La hipoxia tumoral también genera cambios en el metabolismo mitocondrial (que
pueden o no estar ligados a la estabilizacion de HIF-1a) como son:

(1) la disminucion en la actividad del complejo de la piruvato deshidrogenasa (PDH)
mediada por el aumento en la transcripcidn y la actividad de la piruvato deshidrogenasa
cinasa 1 (PDK1), proteina regulada por HIF-1a [Kim et al., 2006];

(2) la disminucion en la actividad de ciertas enzimas del ciclo de Krebs como son la a-
cetoglutarato deshidrogenasa (20GDH) [McLain et al., 2011];

(3) el aumento de la GA [Matés et al., 2009];

(4) la disminucion de enzimas de la cadena transportadora de electrones y el sistema
fosforilante como es la degradacion de la citocromo ¢ oxidasa isoforma 1 (COX4-1) por
la proteasa mitocondrial LON (la cual esta regulada por HIF-1a), al igual que la isoforma
2 de COXIV [Fukuda et al., 2007] (Tabla 4). La ATP-sintasa disminuye su expresion
[Isidoro et al., 2004], aunque la translocasa de adenin nucleétidos (ANT) se encuentra
sobre-expresada en diversos tipos de cancer incluyendo el de mama [Brenner et al.,
2010].

Aunado a esto, la autofagia es un proceso que permite al tumor sobrevivir cuando
la angiogénesis, que en tumores solidos es limitada e imperfecta, lleva a la privacion de
nutrientes e hipoxia. Este mecanismo puede ser identificado por Bnip-3 y LAMP1. El
primer factor es una proteina pro-apoptética que estd asociada a la disfuncion
mitocondrial y a la muerte celular, ademas de ser un potente inductor de la mitofagia
[Quinsay et al., 2010]. LAMP1 es una proteina membranal de los lisosomas cuya
funcién intra-celular es mantener la integridad de los lisosomas, sin embargo cuando se
encuentre en la membrana plasmatica favorece la adhesion célula-célula [Sarafin et al.,
1998] y en cancer esta involucrada en procesos de migracion, invasion y metastasis
[Jensen et al., 2013].



Aun asi, son pocos los estudios donde se analizan los niveles de HIF-1a en
biopsias de CaMa. Bos y colaboradores (2001) demostraron que el carcinoma mamario
muestra altos niveles de HIF-1a (4 a 14 veces) comparado con el tejido mamario normal,
en el cual esta ausente [Bos et al., 2001]. Ademas, la alta expresion de HIF-1a se
vincula a una mayor malignidad tumoral evaluada como metastasis y bajo pronostico de
supervivencia en pacientes con CaMa [Patiar, 2006]. De forma general, los niveles de
HIF-1a a nivel protedbmico se consideran como un factor prondstico en el CaMa tanto en
pacientes con ganglios positivos como negativos [Patiar, 2006]. Sin embargo, ningun
estudio analiza el contenido proteico de HIF-1a junto con la expresién y actividad de
proteinas glucoliticas y tampoco se considera al metabolismo mitocondrial como un
biomarcador potencial.

Estd ampliamente documentado que la alta velocidad glucolitica en todos los
tumores de rapido crecimiento estudiados, es el resultado de la estabilizacién de HIF-1a
y este fenotipo esta asociado con la tumorigénesis [Lee et al., 2006], por lo que es
posible que estas caracteristicas permitan proponer “biomarcadores” especificos de
desarrollo tumoral. En este sentido, en algunas biopsias de diferentes carcinomas
humanos GLUT-1 se sobre-expresa de forma significativa [Rudlowski et al., 2004;
Goldman et al., 2006; Mori et al., 2007]. De igual forma, en biopsias humanas de CaMa,
pulmonar y rectal la sobre-expresién de LDH y de HKII se vincula con un aumento en su
actividad [Ballinski et al., 1983; Ballinski et al., 1984]. Sin embargo, HIF-1a no se evalud
para establecer una correlacion entre ambos. Por el contrario, el andlisis en algunos
tipos de cancer se limita a evaluar individualmente los niveles de expresién de HIF-1a o
de alguna proteina del metabolismo glucolitico como GLUT-1 [Lee et al., 2008] y en
pocos casos se analiza la combinaciéon de HIF-1a + GLUT-1 [Lee et al., 2008; Chung et
al., 2009].

Con base en lo anterior resulta novedoso establecer si existe una mayor
expresion de HIF-1a y de algunas proteinas glucoliticas o mitocondriales, en CaMa. En
el caso de lograr establecer con claridad una relacidén positiva entre el nivel de sobre-
expresion de HIF-1q, y las enzimas y transportadores glucoliticos o mitocondriales, en un
tumor (en comparacién con tejido no tumoral) estas proteinas podrian ser potenciales

biomarcadores de cancer.
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2 Hipétesis y objetivos
Hipotesis

El aumento en el nivel de estabilizacién de HIF-1q, y los cambios subsecuentes
en el contenido de proteinas de sus sitios de accidén, podran ser empleados en el
desarrollo de un perfil de biomarcadores para pacientes triple negativo.

Objetivo Principal

Establecer un perfil de biomarcadores para biopsias de carcinomas mamarios

ductales infiltrantes basados en el contenido de proteinas mediadas por HIF-1a.
Objetivos particulares
1) Analisis de los contenidos de proteinas glucoliticas, mitocondriales, marcadores
canodnicos, proteinas asociadas a procesos de metastasis y autofagia en muestras

tumorales y no tumorales

2) Analisis del contenido de proteinas en diferentes subtipos de carcinoma mamario.
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3 Resultados

Identification of a metabolic and canonical biomarker signature in Mexican

HR+/HER2-, triple positive and triple-negative breast cancer patients*

*Este articulo se publico en la revista International Journal Of Oncology

En este trabajo, se analizé la expresién del factor de transcripcion HIF-1a en 102
biopsias de tumores mamarios de pacientes mexicanas sin tratamiento clinico previo (51
t+ 12 afnos) y se compararon con 31 biopsias de tejido mamario no tumoral. Todas las
muestras fueron otorgadas por el banco de tumores del Instituto Nacional de
Cancerologia (INCAN). EI analisis inmunohistoquimico de las 102 muestras nos
permitié agruparlas en 4 subtipos; 56% correspondian a subtipo HER2- / RH+, 8% al
HER2 + / RH-; 22% fueron triples positivo (HER2 + / RH +); y 14% fueron triple negativo
(TN, HER2- / RH-). Para evaluar la funcionalidad de HIF-1a, se realizé un analisis
protedmico y funcional ("cinetémico") de proteinas glicoliticas, y de enzimas
mitocondriales. Por otro lado, la validaciéon de HIF-1a como biomarcador de CaMa se
realiz6 comparando su expresion con los contenidos de proteina de biomarcadores
utilizados comunmente en la clinica (C-MYC, Ki67 y H y K-RAS), asi como proteinas
asociadas a procesos de metastasis y la autofagia. El analisis por western blot reveld
que los contenidos de proteina de HIF-1a, C-MYC, HER2 y COXIV se incrementaron de
manera significativa en todos los subtipos tumorales frente a tejido normal. Los
contenidos y las actividades de las proteinas glicoliticas fueron similares entre muestras
normales y tumorales, a excepcion del subtipo HER2 / RH +, donde se observé un
aumento sustancial de HKIIl. Por el contrario, en el subtipo TN se detectdé un aumento
significativo en 20GDH y E-cadherina para vs. otros subtipos de CaMa. Estos
resultados indican que las proteinas HIF-1a + COXIV + C-MYC (+ HERZ2 para el subtipo
HER2+) pueden ser utiles para describir un patron de marcadores metabdlicos en CaMa
para el diagndstico, mientras que el contenido de HIF-1a + C-MYC + 20GDH + E -
cadherina puede ser una alternativa de una firma util y confiable para el prondstico del

cancer subtipo TN.
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Abstract, Infiltrating ductal breast cancer (112C) is the prin-
cipal tumor associated-malignancy in Mexican women. In IDC,
the development of intermittent hypoxia leads to an adaptive
response coordinated by the transeriptional Tactor HIF-1a.
In the present pilot, retrospective/cross-sectional study, the
HIF-la expression was analyzed in 102 tru-cut biopsies from
female patients (51+12 years) without previous clinical treat-
ment and compared o 31 normal breast biopsies. The 102 [DC
samples corresponded to 56% of HER2VHRS; 8% of HER2Y/
HE 22% of triple positive (HER2ZYHR®), and 14% of triple
negative (TN, HER2VHR) subtypes. To assess HIF-1a fune-
tionality, proteomic and Kinetic analysis of glycolytic as well
as mitochondrial enzymes, were determined. Validation of
HIF-1at as cancer hiomarker was assessed by determining the
contents of the commonly wsed biomarkers ¢-MYC, Ki67, and
H- and K-RAS, as well as metastatic and autophagy proteins.
Froteomic analysis revealed that HIF-la, ¢-MYC, HER2
and COX1Y contents were significantly increased in all 1DC
sublypes vs. normal tissue, The contents and activities of glyco-
Iytic proteins were similar between normal and TRC samples,
except for HERZ/HR where a substantial increase of HE1 was
observed. Significant increase in 20GD0H and E-cadherin was
detected for TN samples vs. other IDC subtypes and for normal
samples. These results clearly indicated that HIF-la+ COXITV +
MY (+ HERZ for HERZ subtype) may be useful to depict
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a breast cancer metabolic marker pattern for diagnosis, whereas
the contents of HIF-la + ¢-MYC + 20GDH + E-cadhernin may
be an alternative useful and reliable signature for TN subty pe
CHTICCT PrOZIHISES.

Introduction

Breast cancer involves a wide mnge of genetic and biochemical
alterations and different clinical behavior and outcomes. As a
consequence, there isan imperative clinical need to accurately
identify the different classes of breast cancer to better define
specific therapies. Molecular characterization may allow for
a more precise classification of breast cancer by identifying
new functional and more specific markers and which may
represent potential therapeutic targets and/or indicators of
prognosis (1) Currently, routine clinical management of breast
cancer involves the use of presumably sensitive and specific
molecular markers such as the hormone receptors (HR) for
estrogen (ER) and progesterone (PR), and the epidermal
growth factor receptor 2 (HER2). Thus, ER, PR and HER2
immunohistochemistry (IHC) has become a routine and stan-
dard clinical task for diagnosis and treatment of breast cancer
subtypes.

However, some relevant disadvantages have emerged from
using these standard clinical procedures for diagnosis such as:
i} the clevated number of false negatives (20% vs. total cases)
and false positives (7% vs. total cases), ie., increased levels
of the ER, HER2 aml FR proteins are also atlained in non-
tumor but proliferative tissues such as hematopoietic cells (2)
and adipoeytes of post-menopausal women (3) stimulated
by proliferation-related cytokines (4): ii) the undefined and
trialferror based treatment for the TN breast cancer patients
{which account for approximately 20% of total cases) (4);
it} the acquired tumor resistance 1o prolonged trastuzumab
initial treatments (35% vs. total cases) leading to metastatic
progression despite the significant diminution detected in
HER2 levels (70% vs. total cases) (5,6); and iv) the develop-
ment of chemothermpy-resistant tumors after anti-hormonal
treatments (7

13
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These disadvantages prompt the need for developing more
reliable biomarkers with lower percentages of false positive
amdd false negative responses.

Cancer is a multi-foctorial discase (8). Therefore, the iden-
tification of several kev proteins constituting different altered
pathways (i.c., signaling, metabolism and proliferation), and
whose contents and activities are very likely altered in tumaor
cells vs. normal cells, seems a more rational strategy, than that
based on the identification of one single protein or gene (9,100,
for precise tumor subtype diagnosis and improvement in the
design of treatments for primary, refractory and metastatic
lurmaors.

It has been proposed that the changes observed in several
tumor signal transducton and metabolic pathways vs. normal
ones may provide a melecular signature (8,10). The abnormal
activation of the glyedytic pathway even under high oxygen
availability is considered to be one of the most important
metabolic hallmarks o cancer (reviewed in refs. 11,12). This
observation takes relevance under normoxic and hypoxic
comlitions as well as normoglycemia and hypoglycemia,
because glycolysis provides both ATP and glycolytic interme-
diaries for DNA, protein and lipid synthesis required for tumor
prolifertion amd survival (12) In this regard, it has been deter-
mined that overexpression and secretion of glyveolyvtic enzymes
may improve diagnosis of ER® breast cancer (13).

The molecular mechanism of the glycolytic activation
involves several transeription factors and oncogenes (14,151 In
particular, the hypoxia-inducible factor la (HIF-la) increascs
the transeription of genes coding for specific glycolytic
protein isoforms (GLUT1, GLUT 3, HE-l, HE-II, FFE-L,
ALIDO-A and -C, PGK], ENO-a, PYK-M2, LDH-A and
FFKFB-3) found overexpressed in tumor cells and absent {or
in low expression) in their normal counterparts (reviewed in
ref. 15). It has been also documented in monolayer cultures of
metastatic tumors that #levated HIF-la contents correlate with
accelerated glycolysis (15) which in tum, correlates with high
malignancy {16). Notably, the expression of all these particular
glyeolyiic isoforms is linked to other activated tumor pathways
such as cellular survival, apoptosis resistance and cellular
migration onset, whichare indeed also regulated by HIF-la as
well as by other transcription factors (15).

The HIFla-glyeclysis-malignancy interrelationship
has not been studied ‘n human tumor biopsies, although a
high content in HIF1-a protein has been found in advanced
clinical stages (IIIA) and in highly metastatic breast tumor
hiopsies vs. non-metastatic stage tumors, suggesting that
this transcription factor can be a reliable diagnosis/predic-
tive/prognostic biomarker (17). Unfortunately, HIF-1a
increased levels can also be associated with other hypoxic
diseases (heart attack, preeclampsia, diabetes, inflammation,
ischemia and psoriasis) which are not linked to cancer devel-
opment {18), deterring its potential role as cancer biomarker.
Motwithstamding, to examine the possibility of establishing
HIF1-u as sclective biomarker in Mexican breast cancer
patients, its content and functionality (assessing the conlents
and activities of glycoytic protein isoforms targeted by
HIF-1a) were determined in human infiltrating ductal
breast carcinoma biopsies. In parallel, canonical diagnosis!
prognosis biomarkers involved in altered signaling tumor
pathways were also analyzed. Furthermore, the contents

PACHECOVELAZQUEZ ef al: MULTI-BIOMARKER PANEL FOR BREAST CANCER DIAGNOSIS AND TREATMENT

of several mitochondrial enzymes were also determined
to establish a possible relationship between HIF-1c and
mitochondrial metabolism in cancer biopsies. The design
of a global biomarker panel, including proteins of the most
altered pathways in tumors {(metabolism, proliferation and
signal cransduction) in different breast cancer subtypes may
help to improve cancer prognosis and hence its clinical treat-
ment.

Materials and methods

Hiuermar brease tumaor tissue collection and histoparfology, The
present study represents apilot (19), prospective/cross-sectional
research approved by the Ethies and Research Commuiltees of
the Instituto MNacional de Cancerologia (INCAN), México.
The study from 2008 to 2013 included the evalustion of 102
women {age from 30-86, mean 51+12 vears) diagnosed with
infiltraing ductal breast carcinoma (12} also called invasive
ductal carcinoma at the INCAN, México. According to the
Cochran's categorical formula for determining sample sizes in
pilot and prospective studics, 100 was the appropriate sample
size based on i) the a level =0.05; and ii ) an acceptable margin
of error <105 (200

Mormal tissue was surgically withdrwn from selacted
areas ¢f normal breast dssue of 31 cancer patients (age [Tom
27 to 89 vears, mean 58:£17 vears) and stored in liquid nitrogen
in the INCAN Tumor Bank for 12-24 months (21). Internal
control of sample stability revealed that the contents of several
proteins (HIF-la, GLUT, LDH and ATPase) from [resh
samples were similar to those stored in the INCAN Tumor
Bank (data not shown). Normal samples were further validated
as non-tumeorigenic by assessing immunchistochemistry (THC)
negativity towards HERZ and hormone receptor. Palients
diagnosed with IDC and no previous clinical treatments were
used as the inclusion criterion for the present study, whereas
insufficient material for biochemical assays was used a5 the
exclusion criterion.

Tumor samples were oblained following the medical
proceedings for tissue handling and patient care approved by
the Institutional Ethics Commitiee supported by a patient's
informed consent according to the Declaration of Helsinki.
Patients were punctured with a tru-cut biopsy needle in the
absence of local ancsthesia. Histopathology was performad on
hematexylin and eosin stained hiopsy slides. Each specimen
was amalyzed by visual inspection using standard light micro-
scope by experimented pathologists as described (22) without
knowledze of THC results,

THC analysis of blopsies, Himan tissue was Nxed in 0%
neutral butfered formalin for 24 h. The sample was embedded
in parafiin, cut with a microtome at 3 pm thick and paced
on microscope slide. Immunostaining was performed with
a BenchMark Ultra automated immunostainer (Yenlana
Medical Systems, Tucson, AZ, UUSA); estrogen receptor,
progeserone receplor, HER2 and Ki67 protein antibodies
were used at 1:100-250 dilutions. All antibodies were from
Ventana Medical Systems, except for Ki67 (Bio 5B Inc., Santa
Barbara, CA, LISA)L

For estrogen and progesterone receptor identification,
H-SCORE method was emploved as described (23). For HER2
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identification, negative score indicated <10% of stained cells;
positive score indicated =30% of cellular saining.

The THC analysis revealed that from 102 IDC biopsies,
23 corresponded to triple positive; 57 to HER2VHR™;, 8§ to
HER2YVHE ; and 14 to TN,

Western blor analysis. Samples from biopsies (0.4-1.8 mg total
cellular protein, n=102) were placed in liguid nitrogen and kept
at F0°C until used. For western blotting processing, frozen
tumaor amd normal samples were powdered, re-suspended amd
homogenized in 0.6 ml 25 mM Tris-HCI buffer, pH 74, plus
1 mhd PMSF {phenylmethanesulfonyl flueride), 1 mbi EDTA
and 5 mM DTT, and centrifuged at 2000 x g for 30 min at
4°C. Supernatants were recollected and protein conlent was
determined by using the Lowry assay. IDC and normal breast
samples (30 peg cellular protein) were re-suspended in loading
buffer (10% glyeerol; 2% SDS and 5% [i-mercaptocthanol)
and loaded onto 12.5% SDS-PAGE under denaturalizing
conditions. The proteins were blotted to PYDF membrancs
{Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) and protein
identi fication was performed by overni ght incubation with anti-
HIF-la, -GLUTL, -HKI, -HEIL -LDHA, -COX1Y, -ATPase,
-ANT, -GA, -20GDH, -HER2, -¢-MYC, -Ki67, -u-tubulin
and -HRAS (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA)Y specific monoclonal antibodies (1:500-1: 1,000 dilution).
Detection of the hybridization bands was performed with the
horseradish peroxidase reaction in photographic plates as
previously described. Densitometry analysis was carried out
using Scion Image software (Scion Corp., Walkersville, MD,
UISA). Double normalization of tumor sample signal was first
performed against its respective load control {a-tubulind and
then considering the normal tissue as 100% (24).

Enzyme activities. The supernatants from the frozen-thawed
biopsy samples, prepared as described ahove, were stored at
-20°C in the presence of 109 (v/v) glycerol until determination
of enzyme activities. Hexokinase (HK ) and lactate dehydroge-
nase (LOH) activities were spectrophotometricall y determined
at 340 nm and 37°C as described elsewhere (25). Briefly, HK
activity was assayed in 530 mh MOPS bufTer, pH 7.0 plus 2 U
glucose-6-phosphate dehydrogenase, 1| mM NADP, 15 mM
MgCly, 10 mM ATF and 20-60 pg cell extract protein/ml.
The reaction was started by adding 3 mM glucose after 3-min
pre-incubation and generation of NADPH was measured
at 340 nm. Lactate dehydrogenase (LDDH) was assayed in
50 mM MOPS, pH 7.0, 0.5 mM NADH and 10-20 pg cell
extract protein/ml; after 3-min pre-incubation; the reaction
was garted with 1 mM pyruvate and NADH consumption was
registered at 340 nm.

Sraristical analyses. To identify significant differences in
protein contents between non-tumor and tumor samples as
well as among the different tumor subtypes, pammelric and
non-parametric statistical analyses were performed. The
Kolmogorov-Smimov and Levene tests (26 27) were applied to
demenstrate the protein normal distribution and homogeneity
of variance of samples. Analysis of Kolmogorov-Smirnov
and Levene tests data indicated that non-parametric analysis
{NPA) should be used for appropriate statistical assessment
between non-tumor and tumeor samples. The NPA analysis
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Fgure 1. (A) Hematoxylin and ecsin stain ( HEE) of ductal infiltrating car-
cinoma. Cireles show apparent atypias and squares cellular mfosis (original
magmification, X200 (B) Immumolistochemical analysis showing inereased
HER2 intensity {arrows) in the plasma membrane of HER2' ductal infil-
trating breast carcinoma cells {original magnification, x40).

and graphical data were carried out by using the Microsoft
SPSS v.20 (5PS5 Inc., Chicago, 1L, USA)Y and Microsoft
CriginPro 8 (OriginLab Corp., Northampton, MA, USA) soft-
ware, respectively. To validate the results obtained with NPA
test, samples were re-analyzed by the Mann-Withney U test
with a P<0.01 (28).

To assess differences of the analyzed proteins among the
tumor subtypes HER2VHR; HERZVHE; TF and TN the
NPA Kruskal-Wallis test and the parametric analysis ANOVA
were applied. To validate the results of the Kruskal -Wallis and
AMNOVA tests, the Mann-Whitney U test (28) corrected by the
Holm-Bonferroni method and Scheffé post hoc test was used.
Receiver operative characteristic (ROC) curves were also built
for further validation as well as identification of the cut-off
values for each protein. All statistical tests were performed at
dgnificance level of at least 005 as reported for the majority
of human biopsy studies (29).

Results

Partienr characreristics. Infiltrating ductal breast cancer
(IDC) is the most dominant 1y pe of breast carcinoma found
in the Mexican female population (30). From a total of 116
cases analyred, B85 (102 biopsies) corresponded 1o 1DC. IDC
incidence was identificd by standard THC analyses inspecting
hematoxylin-eosin stains for apparent cellular abnormmalities
{atypias) and cellular mitosis (Fig. 1A). For HER2 positive
subtypes, all samples showed HER2 intensity on tumor cell
plasma membrane with 3+ score (ic., =30% of stained cells)

15



2352

Table 1. Clinical chamctenistics of mfiltmting ductal breast
carcinoma (IDC) patients.

Totadl  Ki67 Her2!  Her2Y
n=97 =zcore TP HR® HR- TN
Patients () (% (%) (T (%) (%)
Age (years)
=45 40 221 16 9
=45 a0 20 12 <) 5
IDC disease stage
| 4 5 0 4 0 0
I 36 20 8 24 0 4
11l 55 21 13 7 5 10
v 5 20 2 0 3 0
Tumaor size
T1 3 15 1 2 { 0
T2 3z 21 5 20 2 5
T3 30 23 8 16 1 5
4 34 20 9 16 5 4
Histological
orade SBR
3 7 14 1 (i 0 0
4 4 15 0 2 2 0
5 11 9 3 & 0 0
[i] 20 20 3 15 1 1
7 19 13 7 ] 2 z
8 22 8 5 7 3 7
a9 18 30 4 11 0 4

TH, triple negative; TF, triple positive; SBR, Scarff-Bloom-
Richardson scale. Stage [ corresponds 1o small tumors (<2 cml;
stage Il corresponds to tumos <5 om which spread to axillary [vmph
neddes; stape [ corresponds to cancer of any size that has spread to
axillary lymph noedes, to lvmph nodes near the breastbone o 1o the
chest wall and'or skin: stapge I% comesponds to metastatic cancer. The
tumeor size is based on the size of the tumor and the extent to which
it has grown into neighboring breast tissue. The rating scale Scarft-
Bloom-Richardson used in histopathological analvsis considers the
formation of hreast whule formation, nuclear pleomorphism and the
number of cells entering mitosis,

{Fig. 1B}, whereas the score of all HER2 negative samples was
Oand 1+ {ie., 100% non-stained cellsy (31).

The clinical characteristics of the 1DC subtypes are
deseribed in Table I The highest number of IDC patients (57
samples or 56%) comresponded to HER2VHRET followed by 23
samples (22%) of HER2ZVHR? (iriple-positive, TP), 14 samples
{14%) of HERZ/HR (triple-negative, TN) and % samples (8%)
of HERZ'/HE.. The percentages found in the present study
for all IDC subtypes correlated with those reported in other
clinical sudies (32). The TN patients arguably have survival
advantages as a result of the absence of HER2 overexpression.
However, they lack the benefit of both routinely available
targeted therapy and specific biomarkers. It is worth noting
that the present prospective study analyzes a small number
of IDC samples, as it has been reported for pilot clinical
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studies (19), and in contrast o other non-pilot epidemiological
studies the IDC sample number is higher (=450 patients) (32);
in consequence, in the present study the aumber of samples
analyzed for cach 1DC subtype was smaller. Therefore, to avoid
erronecus inter pretations derived from a relative small number
of samples, the analyses of the metabolic protein contents and
activities were performed without considering the patient's age
or menopausal status. Future investigations will be oriented to
increase the sample size to further validate the results found
in the present study with other analytical methods such as
ET-PCRE and microarray approaches.

Conrents and activiry of HUF-1a glecolyric and mitochondrial
proteins in the IDC subtypes. The content of the transenplion
factor HIF-la and its glycolytic targets GLUT 1, HK {1 and 1T}
and LDH-A of tumor and non-tumor biopsies were normal-
fzed against a-tubulin (Fig. 2). The HIF-1a contents in tumaor
samples were significantly higher than those in non-tumor
biopsies following the Mann-Whitney U test (Table 11 and
RO analyses (Fig. 34). The last test also revealed a cut-off
point of 27 (i.e.,, 27% of the HIFl-o band intensity respect to
the a-tubulin signal) for tumor vs. non tumor samples, where
the highest sensibility (=80%) and specificity (=909%) were
attained (Table IT). These data indicated that, at least, a HIF-1o
band intensity of a 27% is required Lo ensure thal, in the 1DC
biopsy, <20% of false negatives and 10% of false positives can
be fouml.

The increased HIF-1o content detected in tumor samples
was accompanied by a slight, but non-significant increase in
the protein content of its glycolytic target GLUTL. On the
contrary, HK (1 and 11} and LDH-A contents were without
change compared to normal breast tissue (Fig. 2). The func-
tional determination of HK and LI3H supported the observed
western blot analysis. Activity of HK and LIDH from tumor
biopsies (22+5 mU/mg protein for total HK; n=23; and
307478 mUWmg protein for tolal LDH; 0=23) was smilar to
those from breast normal tissue (1625 mU/mg protein for total
HK: n=5; and 474196 mLi/mg protein for total LDH: n=5).

The contents of HIF-la, GLUTI, HKI and LDDH-A were
similar among the different IDC subtypes (Fig. 4). However,
for HKII a significant change, indicated by ANOVA and
Scheffé post hoe tests, was determined in HER2ZVHR vs. TP,
vs. HER2ZVHR" and vs. TN (Fig. 4; Table IIT). The ROC for
HE Il indicated a cut-off of 73.5 with sensitivity and specificity
of 86 and 319, respectively.

For mitochondrial proteins, no apparent changes were
observed in the contents of 20GDH, GA isoforms K and L,
and ATP synthase between tumor breast biopsies vs. non-
tumor tissue (Fig. 2. On the contrary, COXTY and adenine
nuclectide translocase (ANT) levels were sienificantly higher
and lower, respectively, in tumor vs, non-lumor samples by
using Mann-Withney U test (Fig. 2; Table I1). However, the
RO tests (Fig. 3A) revealed that only COXTY, bul not ANT,
was significantly different vs. non-tumaor tissue. For this case,
the cut-off point was 15 with 100% specificity but low (38%)
sensitivity, indicating that COXITY could be considered as a
good tumor biomarker but with high probability (=530%) to
detect also false positives (Table HT). The content of 20G0DH
was similar between TP and HER2Z/HE®. On the contrary, in
TH samples, the levels of 20GDH were significantly higher
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Figure 2. Representative weatem blotting showing glycolytic and matochondrial protein contemts intumaor amd pondwmor breast tisswe, The histogran repre

semts the denstometry analysis of the western blotting results, and the values shown are the median = the interquartile range; =102 for tumor biopsies and
=31 for oy Aumor Bopaies P05 by Mann-Witlaey [Hest, HIF-1a, hypoxia-inducille factor Lo, GLUT-1, glucose transporte-1; HE, hexokinase, LDH-A,
lactate dehyd rogenase isoform A; GA KL, gliaminase isoform Kidney or liver; 20G0H, 2 oxoglutamte dehyd mopenase; ANT, adenine nuclect e traslocator,

Table I1. Statistical analysis revealing significant differences (showed inbold letters) in tumaor vs. non-tumor breast Gssue samples.

RO analysis
Mann-Withney U test P-value

Pralein (P=0.01) AUC P-value Resull v, non-tumor samples
HIF- 1 <001 0805 (.00 Statistically different
Glycolytic GLUTI 0.793 MNon-statistically different
HEKI 0.578 Mon-statistically different
HEII 0.420 MNon-statistically difTerent
LIDH-A 0.874 MNon-statistically different
OxPhos GA 0.698 MNon-statistically different
200GDH 0.193 Non-statistically different
ANT 0.004 042 0471 MNon-statistically different
COX <(L(HN1 0.706 0001 Statistically different
ATPsynthase 0.656 Mon-statistically different
Canonical Ki67 <0.001 0610 0321 MNon-statistically difTerent
HER2 <Nl 0.525 (.00 Statistically diffcrent
C-MYC <0001 0.770 0.000 Statistically different
Oneogenes HEAS 0.593 MNon-statistically difTerent
KREASs 0.224 MNon-statistically different
Metastasis Vimentin 0.283 Mon-statistically different
E-cadhcrin 0.871 Mon-statistically different
Autophagy BNIF3 0.008 0.701 0058 MNon-statistical |y different
LANP 0.035 0.700 04071 MNon-statistically different

vs. the pooled subpopulation of the other 1DC subtypes (Fig. 4 was lower although non-significantly different vs. TP and
and Table I'V ), whereas for HER2VHR the content of 20G0DH  HERIVHR® sublypes, by applying ANOVA and Schef® post
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Figure 4. Representative westem blotting showing glyoolytic and mitochondrial protein contents in different [DC subtypes. The values shown in the histo-
gram represent the median = the interquartile mnge. "P<0005 by Mann-Withney U test TR, triple positive sample (0=23) TH, triple negative sample (=14,
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hoc tests (Fig. 4. For 20GD0H, data of cut-off value, sensitivity
and specificity (Table V) showed that it is required at least
T0% of band intensty (respect to that of tubulin as the loading
contral) in the biopsy to diminish to 20 and 40% the prob-
ability to have false positives or negatives, respectively. Also,
a substantial but not significant increase in the ANT content
was observed in TN compared to pooled subpopulation of the

other 1DC subtypes (Fig. 4), in which the ANT content was
amilar.

Contents of the proliferation, oncogenes, metastasis and
antophagy proteing in 1DC subtypes. In tumor breast biopsies,
the proliferation protein Ki67, the oncogene c-MYC and the
growth factor HER2 (in TP and HER2Z*/HR subtypes) were
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Table HI. ROC pammeters revealing cut-ofl points, sensitivity amd specificity pereentages of different biomarkers in tumor vs.

non-tumor samples.

Protein ALIC P-value Cut-ofl Sensitivity Specificity % RR FPY % MNFY %
HIF -2 0.905 0,000 03 887 T4 295 925 68.6
4.5 8746 839 2.88 93.4 676
2705 856 903 279 95.4 659
HER2 0.825 0.000 35 G5 100 3.21 100 )
13.8 a0 100 2.0 100 66
26.2 35 100 12 100 633
C-MYC 0.770 0.000 0335 76T 742 1.85 89.6 5227
21 744 T4 1.85 o0.5 511
3078 al.l 806 1.59 9.3 43.1
COX 0.706 0.001 0.5 433 968 1.51 g7.7 353
15.04 is. 100 1.53 100 348

AUC, area under ROC; RE, relative risk; PPV, positive predictive val ue; NPV, negative predictive value,

Table 1'Y. Statistical analysis revealing significant differences among [DC subtypes.

st Statistical

2nd Statistical

Statistically different

Protein analysis P-value analysis P-value between subtypes
HKII ANOVA test 0024 Scheffé post hoc test 0046 Her 2 vs. TP
Schellé post hoe test 0.033 Her 2 vs. HR
20GDH AMNOVA st 0.001 Schellé post hoe test 0.001 TN vs. TP
Scheffé post hoc test (003 ™ vs. HR
Scheffé post hoc test 0045 T ws. Her 2
HER2 ANOVA test <0.001 Scheffé post hoc test 0025 Her2 vs. TP
Scheffé post hoc test 0.00 Her2 vs. HR
Schellé post hoe test 0.003 Her2 vs. TN
KRAS K ruskal-Wallis test 0.023 Mann Whitmey U corrected by No differences
the Hol m-Bonferroni method
E-cadherin - Kruskal-Wallis test 0.001 Mann Whitney U corrected by 0000249 TN vs. HR
the Holm-Bonferroni method 0.009 TN vs. TP

Her2 {Her2 pasitive ), Her2Z'/HR ", HR, Her2/HR" (hormone receptor positivel; TP, triple positive: TN, trple negative.

Table ¥, ROC parmameters revealing cut-ofl points, sensitivily amd specificity percentages of 20GDH and E-cadherin in triple

negative samples.

Frolein ALC P-value Cut-off Sensitvity % Specificity %
20GDH 0.869 0.004 795 100 234
43 45 100 0.4
T6.23 833 (3%
E-cadherin 0.892 0.002 23 833 0.2
369 833 85.1
1023 667 100

ALC, arca under ROC,
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Figure &, Bepresemtative western blotting showing prolifermtion, oncogenes, metastali and avtophagy proteins in [DC subly pes, The values shows in the
histogram represent the median £ the interquanile mnge. "0 by ANOVA test For TR H-RAS, K-RAS, Ki67 and ¢-MYC (1=20.23); HER 2 {n=19),
vimentin, E-cadhenin and BNIP3 in=13); LAMEPL (n=11}). For TN, H-BAS, E-BEAS and c-MYC, {n=13); Ki67 (n=12); HER2, vimentin, BNIP3 and LAMP1
(n=7-8); E-«cadherinin=6). For HRYHERZ, K367, c-M YT, H-RAS and K- RAS (n=53-54); HER2 {n=-15); vimentin, E-cadherin, BMIF3 and LAMP] {n=39-43).
For HEYHERZ2', Ki67, ¢ MY T and LAMPI (n=5); HERZ2, vimentin, H-RAS, K-RAS and BNIF3 (n=5); E-cadlerin (n=4).

fully apparent, whereas no presence of these proteins was  showed that Ki67, ¢-MYC and HER2 were significantly
detected in normal breast tissue (Fig. 5), in agreement with  different in TP and HERZVHE vs. normal biopsies. ROC
previous reports (33) The Mann-Withney U test (Table Iy analysis showed that HER2 and ¢-MYC exhibited higher
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arca under curve (AUC) than K67 (Table I indicating that
HER2 and c-MYC were indeed significantly different in TP
and HER2Z*HR vs. normal biopsies (Fig. 3A). For these two
proteins, similar cut-off points, sensitivity and specificity
were determined (Table 1), indicating that only 26-30%
of protein signal (respect to the tubulin content) in TP and
HERZ/HE samples is required to achieve: i} high proh-
ability (80-100%) to discard negative diagnosis (i.c., values
lower than 26-30% indicate the absolute certainty of absence
of diseased, although i) moderate probability (55-60%) for
true positive identification (vs. false positive, i.e., the sample
derived from a non-cancer patient having some other health
problem).

HER2 presence (TP, HER2Z*/HR) or absence (TN,
HER2/HE"), as well as HR positivity or negativity, was
confirmed for the majority of the samples by western blot-
ting {Fig. 6), further validating the standard THC clinical
approach (Figz. 18: Tahle 1} currently used at the Instituto
Macional de Cancerologia de México. However, 12 out of 71
HERZ samples (17%), and 3 out of 22 HE samples (14%), as
indicated by the THC assay, vielded positive signal by western
blot assay (data not shown). These results clearly indicated that
additional support for breast cancer sublype diagnosis such as
western blotting should be routinely implemented to decrease
the emergence of false negatives amd hence to establish the
appropriate therapy.

Surprisingly, H- and K-RAS proteins were also found in
normal tissue (Fig. 5). This result could not be confirmed
by literature data regarding the presence or absence of H- or
K-RAS in normal cells. Assessment of KiG7, oncogenes and
transcription factor contents among the different IDC subtypes
by the Krustal-Wallis test only revealed significant difference
for the HER2 content in TP vs. HERZ/HRK. However, the
Holm-Bonferroni/bMann-Whitney U corrected test showed no
significant difference for such datasets.

Froteins involved in the metastatic response of tumor cells
such as vimentin and E-cadherin were determined in tumor
vs. non-tumnor samples 1o assess the migration and invasion
profiles of tumor biopsies. Both proteins were not statisti-
cally different between assayed groups (Fig. 5; Table L)
Although, both BNIP3 (a key regulator of hypoxia-induced
autophagyd as well as LAMPI (Iysosome biogenesis-induced
autophagy) were significantly higher in 1DC samples vs.
non-tumor samples (Fig. 5), according to the Mann-W hitney
test, ROC analysis showed no significant differences. Among
11C subtypes, metastasis and autophagy protein contents
were similar, except for TN whose E-cadherin content was
significantly higher (Fig. 3B; Table 1V) to those determined
for HERZYHRE" and TP. In this regard, an E-cadherin cut-off
value of 3-37 was determined (Table V'), indicating that this is
the requined protein expression (respect to the wbulin signal)
to reach a high probability (80-100%) to identify true positive
samples and discard false positive and false negative resulls.

fdentificatfon of new metbolic biomarkers in IDC subtvpes.
Identification of significant differences among the contents of
all proteins assayed (metabolic proteins, oncogenes, transcrip-
tion factors, as well as metastatic and autophagic proteinsh
between wmor and non-tumaor tissue was determined by using
the stringent non-parametric statistical Mann-Whitney U test

2557

validated by the ROC graphs (Fig. 3A; Tables 11, T and ¥).
With these rigorous statistical analyses, significant differ-
ences between non-tumaor amd tumor samples were observed
for HIF-la = HER2 = ¢-MYC = COXIY (Fig. 3A; Table IT),
whereas non-significant changes were detected for the rest of
the mitochondrial and glyeolytic proteins analyzed. Incontrast,
for the identification of significant differences on the proteins
assayed among the different IDC subtypes, non-parametric
statistical Kruskal-Wallis test and the parametric ANOVA
validated by the ROC gmphs (Figs. 1B and 3B; Tables 1V
and V) were used. These last analyses showed significant
changes in 20GDH and E-cadherin protein contents in T vs.
TR, HERZVHE and HER2ZYHE", thus, providing a differenti-
ated and selective panel of blomarkers constituted by HIF-la >
oMY C = 200DH = E-cadherin for TN subtype 1DC biopsics.

Discussion

Accurate and early detection, and successful treatment of
cancer are at present still unsolved challenging clinical prob-
lems. This situation mast likely derives from the varicty of
genetic and biochemical strategies a tumor is able to develop
o survive umder a wide mnge of environmental slresses such
as hypoxia and normoxia, hypoglucemia and normoglucemia,
amd immune host response. This cellular robustness allows a
mor to efficiently deal with the inhibition of a single kinase,
transeriplion factor or cneogene, as usually thought, designed,
and applied in the reatment of cancer in experimental animal
models (9.34). Under this context, it is clearly understandable
and expected the eventual and frequent emergence of tumor
chemo-resistance from these mono-therapy regimes.

Tumaor protective mechanisms include the activation
of multiple and redundant Kinases, transcription factors
and oncogenes that readily circumvent the initial therapy
directed to a single tarmet (34). Therefore, as a suitable alter-
nalive strategy, mullisite or combinatory thempy should be
considered (9,34,35). Some clinical treatments empirically
have employed multisite therapy against well-Known over-
expressed proteins in tumor cells with moderately higher
SUCCESS Tales,

In breast tumor biopsies two overexpressed proteins (HER2
amd HR) have frequently been used as biomarkers (36,37).
Therefore, a clinical combination treatment of breast cancer
with tamoxifen against HR plus trastuzumab against HER2
is commonly used. However, 1) positive responses against
HERZ or HER2/HE™ treatment are not always obtained.
For instance, trastuzumab alone or combined with taxol or
cisplatin or 5-fluorouracil plus surgery plus hormone therapy
showed no effect in 50-75% of cases with metastatic breast
cancer (reviewed in ref. 9); ii) the content of this marker is
low (15-20%) compared with other highly expressed proteins
such as mTOR 0% and cyelin D1 (30%) in HER2-positive
cancer patients (3638) and iii) HER2 and HR predic-
tive power severely diminishes when they are individually
analyzed (39).

It has been demonstrated that the HER2 and HR protein
contents change over time affecting the selected clinical treat-
ment (40). One study rev ealed a severe cancer recurrence after
anti-HERZ or anti-HE treatment in more than 1000 women
diagnosed with early-stage breast cancer. A puzzling observa-
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tion is that tumor recurrence correlates with a diminution in
the levels of HER2 (33%) and HR (15%) contents in all biop-
sies analyzed compared with the initial diagnoses validated
by a high HER2 and HR overexpresson (40). In other breast
cancer patients the status of the HER2 receptor changes from
positive to negative or vice versa (@0). The inconsistencies
described for these canonical markers have led to the search
for other molecular biomarkers which may reliably improve
cancer diagnosis and prognosis.

HIF-la as a suitable cancer biomarker in breast cancer. High
HIF-lu content and glycolysis are indicative of increased
malignancy and poor prognosis (41). Therefore, HIF-1a has
been proposed as a biomarker for dif ferent metastasic carci-
nomas (colon, breast, gastric, lung, skin, prostate, ovarian,
pancreatic, brain, glioblastoma amd renal)y (reviewed in refs.
42.43). In all these studies, the HIF-loa content in cancer
samples, solely evaluated by IHC, showed an increase of
30-83% vs. normal tissue 43). Our present data using western
blot analyses revealed a substantial increment of HIF-1a in
all cancer subtypes compared with their respective normal
tissue (Fig. 2), indicating that this transcription factor can
be a reliable biomarker of breast cancer biopsies. The high
sensitivity and specificity of the HIF-1ix detection by western
blotting (i.c., the antibody sclectively detects a target proteinin
amixture of several thousand different proteins coming from
heterogeneous (issue) compared to the THC assay makes the
former the method of choice for routine clinical use, despite
the longer processing time for western blotting (days) than
for THC.

On the other hand, HIF-1o functional status has not been
systematically evaluated to establish a correlation between
protein content and transcriptional activity (42 44). In the
present study the transcriptional functionality of HIF-la was
assessed in all 1DC biopsies. T he data indicated that although
a substantial increment in the HIF-la levels was observed
compared to normal tissue (Fig. 1), all 1ERC subty pes maintain
similar GLUT], HKII amd LDH-A contents and aclivities (o
those determined in non-tumor samples. Unfortunately, there
are no studies in which the content and activity of these glyeo-
Iytic proteins have been determined, except for LDH whose
activity, determined here, was within the range reported for
breast cancer patients (45). Nevertheless, the present data
indicated that HIF-la, but not the glycolytic proteins can be
a striking reliable marker of Mexican breast carcinoma as has
been already sugoested for human squamous cancer cervix
epithelium {46). In other studies performed in breast tumor
perinecrotic area and cervical cancer a strong correlation
between HIF-la and GLUTI has been found (44,460)

Regarding mitochondrial OxPhos proteins, only the
ANT content was delected 1o be significantly decreased in
the cancer biopsies. In PCI2 tumor cells, short-term hy poxia
(30 min) downregulates the trmnseription of genes encoding
mitochondrial complex I/'NADH dehydrogenase as an adap-
tive response mechanism for adjusting the OxPhos mate 1o the
loww Oy availability (47). A putative regulatory site in the ANT
gene for HIF-1a has not been reported.

Clinical implications in the search of new biomarkers for
triple negative breast cancer. Epidemiological studies of
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breast cancer in the Mexican female population revealed that
approximately 20% of patients develop the TN phenotype (36).
Unfortunately until now, the treatment with anti-hormone
drugs (tamoxifen) ormonoclonal anti-HER2 (trastuzumab) has
been ineffective in the majority of these diagnosed cases (48).
Therefore, it appears relevant to develop research focused on
the identification of specific TN biomarkers. Recently it has
been documented that the MAGI3-AKT3 protein may fulfill
such as role (@9, However, its content is only overexpressed in
a scarce number of TN patients (7% or 5/72), disabling ils use
for all TN patients (49 In the present study, significant changes
in some mitochondrial (20G0DH) amnd metagatic { E-cadherin)
proteins were observed in TN samples vs. other 1D(C subtypes
(Figs. 4 and 6). Therefore, an alternative therapeutic stmtegy
may be the use of combined treatment including the usual first
line of treatment (lamoxifen or S-fuorouracil or doxorubicin
or cyclophosphamide or trastuzumab) plus some mitochon-
drially-targeted inhibitor (casiopeina ll-gly and vitamin E
analogues) (50,51).

In conclusion, all analyzed breast cancer subtypes exhib-
ited high HIF-1a levels. Therefore, anti-HIF therapy (ic.,
echinomycin and bortezomib) combined with canonical drugs
fandior energy metabolism drugs Tor TN cases) could be a
promising alternative treatment against breast cancer. In this
regand, it has been documented that HIF-la overexpression
in cancer cells is linked to a substantial augment in EGFR
levels, However, mono-therapy with celuximab, a monoclonal
anti-EGFR antibody or gefitinib yields low efficacy (52),
suggesting that combinatory therapy with canonical drugs plus
anti-HIFla therapy (plus energy inhibitors for TN cases) may
be required for effective tumor abolishment.
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4 Discusion

En el primer apartado de esta tesis se mostré que la combinacion de un perfil de
biomarcadores involucrados en diferentes procesos celulares (factores de transcripcion,
proteinas glucoliticas, proteinas mitocondriales, oncogenes y proteinas de migracion)
puede ofrecer un panorama mas amplio para la clasificacion del CaMa [Pacheco-
Velazquez et al., 2014]. Cabe aclarar que al ser un estudio piloto, para el calculo del
tamafo de la muestra se empled el estadistico de Cochran, el cual nos permitié
determinar el numero minimo (296) de muestras para hacer el analisis y las
comparaciones entre las biopsias tumorales y el tejido no tumoral asi como realizar las
comparaciones entre los subtipos [Charles et al., 2009].

Las pruebas estadisticas para determinar la normalidad (Kolmogérov-Smirnov vy
Shapiro-Wilk) y homogeneidad de varianza (Levene) dentro de una muestra nos
permitieron identificar el enfoque de los analisis posteriores [Young et al., 1977,
Henderson et al., 2006; Shapiro et al., 1965; Hines et al., 2000]. Dada la heterogeneidad
de las muestras, un analisis empleando pruebas estadisticas no paramétricas fue la
opcion que nos permitid obtener las mejores significancias [Vickers et al., 2005].

Para la comparacion entre las muestras tumorales y el tejido no tumoral se
empled la prueba U Mann-Whitney (la cual es el homdlogo no paramétrico de la prueba
T de Student) Mann-Whitney, 1947; [Vickers et al., 2005]. Mientras que para la
comparacién entre los 4 subtipos tumorales se empled el analisis de varianza (ANOVA)
[Shine 1971, Hartman 1974] y la prueba de Kruskall Wallis [Kruskal 1952; Breslow 1970].
Posteriormente, se empled la prueba de Dunnet como prueba post hoc para identificar
los subtipos tumorales que presentaban diferencias en el contenido de proteina de las
ezimas analizadas [Dunnet 1955, Dimitrienko 2006].

Las proteinas que tuvieron diferencias fueron seleccionadas posteriormente para
realizar el analisis de curvas ROC [Hanley 1982, Zweig 1993; Perkins 2011,]. Este
analisis permite seleccionar un punto de corte de una variable que permita distinguir
dentro de una poblacion a individuos enfermos de sanos. Cuando se somete un nuevo
biomarcador a validacién, es necesario que este biomarcador pueda discernir con
eficacia los verdaderos positivos (sensibilidad) de un falso positivo (especificidad) a partir
de un punto de corte (i.e. el punto de corte es un valor asignado para una caracteristica.
Un biomarcador se considera eficaz cuando a valores bajos de este se pueda discernir

individuos enfermos con sensibilidades y especificidades altas.
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Cabe aclarar que al homogenizar toda la muestra se incluye un porcentaje de
tejido no tumoral. En este sentido, la cantidad de tejido tumoral supero el 80% en todas
las muestras. Sin embargo en estudios mas rigurosos se debe discernir entre estos dos
tipos de tejido.

Este trabajo aporté informacion relacionada al empleo de una firma de
biomarcadores en carcinoma mamario como una propuesta para la combinacion de
varios marcadores biolégicos que involucren procesos como; la angiogénesis, la
proliferacion, la metastasis y el metabolismo energético [Rodriguez-Enriquez et al.,
2011]. Esta firma global, incluyendo HIF-1a, y algunos de sus blancos glucoliticos, en
combinacion con los biomarcadores canonicos pueden ofrecer una mejor alternativa
para: 1) la identificacion de presencia de células cancerosas; 2) el prondstico del
desarrollo del cancer; 3) la deteccion de blancos antineoplasicos contra células
tumorales y, 4) la evaluacion de la sobrevida ante un tratamiento. Esto con la intencién
de apoyar en las decisiones clinicas considerando un panorama mas amplio de las vias
que estan involucradas en el desarrollo del fenotipo tumoral.

Finalmente este trabajo nos dio la pauta para proponer el siguiente estudio. El
aumento de la enzima 20GDH en el subtipo TN, al ser una enzima clave en la
regulacion del ciclo de Krebs y por lo tanto del metabolismo energético tumoral, nos
permite proponer una estrategia terapéutica para este subtipo de cancer. La 20GDH
sintetiza succinil coenzima-A a partir de a-cetoglutarato. Este complejo enzimatico esta
regulado finamente por varios metabolitos, entre ellos el calcio, el magnesio y la relacion
ATP/ADP. La reaccion que cataliza es de las pocas reacciones irreversibles dentro del
ciclo de Krebs (con un AG™ de -33.5 kJ/mol), por lo que se propone como uno de los
principales puntos de control [Tretter et al., 2005]. Entonces, un aumento en el
contenido de proteina de este complejo enzimatico en el carcinoma mamario subtipo TN

podria sugerir un aumento en su metabolismo mitocondrial.
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5. Conclusiones

Para el carcinoma mamario ductal infiltrante las proteinas HIF-1a + COXIV + C-
MYC (+ HER2 para el subtipo HER2 positivo) pueden ser empleados como

biomarcadores diagnoéstico

El perfil de proteinas HIF-1a + C-MYC + 20GDH + E -cadherina pueden
emplearse como biomarcadores para el prondstico del carcinoma mamario ductal

infiltrante subtipo triple negativo.
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Capitulo 2. Analisis del metabolismo energético

en carcinoma mamario triple negativo*
* Este articulo se encuentra en preparacion y se

pretende enviar a una revista con un factor de

impacto mayor a 3.
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1 Introduccién

1.1 Epidemiologia del carcinoma ductal mamario triple negativo

El carcinoma mamario subtipo TN ha cobrado un interés reciente dado que al
tratarse de una enfermedad heterogénea, la ausencia de un biomarcador especifico
limita las estrategias de tratamiento y disminuye la sobrevida. [Lehmann et al., 2011].
Como se menciona en el primer capitulo de esta tesis el subtipo TN carece de la
expresion del receptor RE, RP y HER2, ademas tiene una mayor prevalencia en la
poblacién hispana y afro-americana que en la poblacion caucasica (Tabla 1). Este
subtipo consiste de tumores mas agresivos que presentan un mayor numero de
metastasis distantes (hacia higado, pulmén y cerebro) en comparacion con los otros
subtipos; ademas, presenta recurrencias tempranas y la sobrevida general disminuye
(i.e. la sobrevida puede ser menor a 4 anos) [Dent et al., 2007]. Los factores de riesgo
gue se asocian a este subtipo incluyen la obesidad, la post-menopausia y un numero de
partos mayor a tres [Zaharia et al., 2010]. A pesar de la agresividad del TN, cuando se
presenta una remisiébn completa con quimioterapia neoadyuvante, la sobrevida puede
ser semejante a la de los subtipos Luminal A y B [Liedtke et al., 2008]. Respecto a la
poblacion mexicana, un estudio con 100 pacientes TN en el Instituto Nacional de
Cancerologia (INCAN) mostré que la mayor prevalencia de este subtipo (60%) esta en el
intervalo de 40 a 60 afos, el tipo histolégico mas frecuente es el carcinoma ductal
infiltrante (89%) y soélo el 28% presentd metastasis (15% hacia pulmén y 10% hacia

sistema nervioso central) [Hernandez-Paz et al., 2010]

1.2 Estrategias terapéuticas/ Clasificacion molecular

En aras de desarrollar estrategias terapéuticas particulares para este subtipo, en
un estudio reciente se analizd la expresion de genes de 600 pacientes lo cual condujo a
dividir al subtipo TN en 6 grupos [Lehman et al., 2011] (Tabla 2). El grupo basal 1 tiene
aumentadas las vias de ciclo y division celular. Se caracteriza por presentar tumores
altamente proliferativos por lo que responden mejor a la terapia con compuestos
antimitéticos (i.e. en terapia neoadyuvante con taxanos se observd una mejor respuesta
de la enfermedad (63%) en comparacion con el subtipo mesenquimal (31 %) y el subtipo
receptor andrégenos luminar (LAR) (14%). Por su parte, el grupo basal 2 tiene

aumentada las vias de senalizacion de factores de crecimiento, asi como las vias
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glucolitica y gluconeogénica. Este subtipo tiene caracteristicas que sugieren un origen
basal/mioepitelial [Lehmann et al., 2011]. El subtipo inmunomodulatorio (IM)
sobrexpresa genes del procesos de sistema inmune (senalizacion de citocinas,
procesamiento de antigenos). Ademas esta firma genética coincide con un subtipo raro
de CaMa TN (CaMa medular) el cual se asocia con un prondstico favorable [Bertucci et
al., 2006] [Lehmann et al., 2011]. El subtipo Mesenquimal (M) expresa una variedad de
genes involucrados en movilidad celular, receptores de matriz extracelular, rutas de
diferenciacion. Por su parte el subtipo mesenquimal tipo célula troncal (MSL) presenta
ademas un aumento en genes relacionados en diferenciacion y crecimiento celular (en
estos se incluye el metabolismo del inositol fosfato, sefializaciéon de calcio, receptores
acoplados a proteinas G y transportadores ABC), angiogénesis y genes de transicion
epitelio-mesénquima. Otra diferencia importante entre estos subtipos es que el tipo MSL
presenta una disminucion de los genes de proliferacion y un aumento de genes
asociados a pluripotencialidad. Ambos subtipos presentan una mayor quimioresistencia
y estan asociados a CaMa metaplasicos [Gibson et al., 2005]. EIl ultimo subtipo, el
receptor luminal de andrégenos (LAR), a pesar de tener un fenotipo ER negativo tiene
sobrexpresados genes del metabolismo de hormonas, incluyendo metabolismo de
porfirinas y de andrégenos y estrégenos [Lehmann et al., 2011]

Sin embargo, esta clasificacion unicamente incluye la expresién a nivel de
transcritos de mRNA, y por lo tanto nuevamente se excluyen las modificaciones
postranscripcionales y postraduccionales que puedan estar modulando la actividad de

las proteinas.
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Tratamientos

Resultados

Tipo

Vias activas

Cisplatino y paclitaxel,

Sobrevida alta

Basal 1
Proliferaciéon celular

Ciclo celular (Fase G1, S y G2), Maquinaria del reactoma de replicacion, RNA
polimerasa, via ATR/BRCA

Cisplatino

Sobrevida alta

Basal 2

Factores de crecimiento

Vias activadas por EGF, NGF, MET, WNT/B-catenina, IGF1R, activacion de la
glucdlisis y la gluconeogénesis

Prondstico

Inmunomodulatorio (IM)

Inmunidad celular

Activacion de vias de inmunidad: CTLA4, IL12, célula NK, Th1/Th2, IL7, presentacion
y procesamiento de antigenos, vias NFKB, TNF, transduccion de sefales de células T,
via DC, BCR, JAK/STAT, ATR/BCRA.

NVP-BEZ235

favorable

Mesenquimal (M)
Movilidad celular

Activacion de las via IGF/mTOR, ECM, WNT, ALK, TGF-8, regulacién de la actina
mediada por RHO.

(inhibidor de PI3BK/mTOR)
Dasatinib
(inhibidor de abl/src)

Mesenquimal
tipo célula

pluripotencial (MSL)

Activacion de las vias: TCR, WNT/B-catenina, NFKB, EGF, ALK, GH, RAC1, GPCR.

ERK1/2, RHO, PDGF, TGF-B, sefializacion de adipocitocina. Adhesion focal mediada

por la interaccion con receptores de matriz extracelular e integrinas. Metabolismo del
inositol fosfato. Citotoxicidad mediada por células NK. Transportadores de drogas

ABC. Contraccion del musculo liso y sefalizacion mediada por calcio.

NVP-BEZ235
(inhibidor de PI3K/mTOR)
Dasatinib
(inhibidor de abl/src)

Receptor luminal

de andrégeno (LAR)

Tabla 2. Caracteristicas moleculares de las clasificaciones de subtipo triple negativo Referencias: Lehmann et al., 2011

Metabolismo de; glutation, alanina, arginina, aspartato, , fenilalanina, porfirina, prolina,
tirosina, triptéfano, biosintesis de esteroides sintesis de andrégenos, estrégenos y
glicoesfingolipidos, metabolismo de fructosa, manosa, almidén y sacarosa, ciclo del
acido citrico, sintesis de ATP, metabolismo de acidos grasos, sintesis de
eicosanoides, ensamblaje flagelar, activacion de la via CHREB y metabolismo del
citocormo p450

Bicalutamida
(antagonista del receptor de

andrégeno)

Mayor sobrevida
libre de

enfermedad
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Con esta informacion se han implementado nuevas estrategias. Actualmente se
han explorado la terapia contra factores de proliferacion (i.e. inhibidores de receptores de
citoqueratinas, hormonas o factores de crecimiento, tirosinas cinasas), inhibidores de la
poli-ADP ribosa polimerasa, e inhibidores de la angiogénesis [Olaya-Guzman 2010] Sin

embargo todavia no hay una terapia especifica que resulte efectiva.

1.3 Metabolismo energético en el carcinoma mamario triple negativo

A lo largo de esta tesis hemos comentado la heterogeneidad del CaMa, en
especial del subtipo TN. EI subtipo basal 2 presenta a nivel transcripcional un aumento
de las proteinas de glucdlisis y gluconeogénesis (sin embargo en el trabajo de Lehmann
et al., 2011 no indican cuales son las enzimas aumentadas), mientras que el subtipo
LAR presenta un aumento de las enzimas del ciclo de Krebs, del sistema fosforilante y
del metabolismo de aminoacidos (Tabla 2) lo que sugiere un comportamiento metabdlico
distinto dentro de este subtipo. Sin embargo, estudios en diferentes modelos (biopsias,
xenotransplantes y cultivos en monocapa (Tabla 4) sugieren que este subtipo tendra un
metabolismo mitocondrial incrementado. Con esto en mente consideramos que el
carcinoma mamario con subtipo TN, por su potencial de invasion, podria ser
extremadamente dependiente del metabolismo energético. Esta caracteristica puede
aprovecharse para la identificacion de biomarcadores especificos y para el diseno de
terapias.

Ademas, un estudio completo donde se compare el aporte energético de las vias
glucdlitica y mitocondrial para el subtipo TN no se ha realizado. Existe un trabajo
[Pelicano et al., 2014] donde analizan el metabolismo energético en 4 lineas celulares
TN. Sin embargo en este estudio Unicamente midieron la tasa de consumo de oxigeno
total (OCR) y la tasa de extracidificacion celular (ECAR). Como conclusiones generales
observaron que las 4 lineas presentaban un ECAR mayor en comparacion con la OCR
(Tabla 4) y con estas mediciones concluyen que las lineas TN tienen una glucdlisis
acelerada y un metabolismo mitocondrial reducido. Sin embargo, no se hicieron los
controles adecuados para el célculo de la glucdlisis (incubaciones con 2-desoxiglucosa)
ni la FO (titulacion con oligomicina). La importancia de este analisis radica en el disefio
de estrategias terapéuticas enfocadas en el metabolismo mitocondrial que permitan
atacar de manera especifica a este subtipo de CaMa
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Modelo Parametro Resultados

Biopsias
Biopsias CaMa TN (n=14) WB 20GDH tde 2 a 10 vs. otros subtipos
o IHC GDH, SDH, ATP-sintasa en metastasis a cerebro, pulmén, higado y hueso
162 biopsias, 38 TN o N )
Tincion positiva >30% GLUT 1, HKII, CAIX, MCT4 en metastasis a cerebro y pulmén

Xenotrasplantes

. Células periféricas tumorales vs. tumor primario
PCR en tiempo real

4T1 1 6 veces de PGC-1a, PGC-1B, NRF1, y ERRa y de CytC, Cox5b, Cox4i, ATP-sintasa
Consumo de oxigeno

1 2 veces de consumo de oxigeno mitocondrial

Crecimiento tumoral 1 2.5 veces del tamafo del tumor con 3-hidroxi-butirato

MDA-MB-231 ) . .
Metastasis 1 10 veces en metastasis hacia pulmén con I-lactato
Lineas celulares en monocapa
vs. MCF-7
Consumo de glucosa,
i ) | 3 veces el consumo de glucosa
MDA-MB-436 piruvato y glutamina
| 10 veces la produccion de lactato
Produccion de lactato
1 15 consumo de piruvato
TP: BT474
ER: MCF-7, BT20, T47D, ZR751, OCR Las lineas celulares ER+ presentan una mayor OCR y una menor ECAR.
HER2: SKBR3, ECAR Las lineas celulares TN presentan un menor OCR y una mayor ECAR .

TN: BT20, MDA231, MDA468, MDA436

Tabla 4. Metabolismo energético en carcinoma mamario triple negativo y metastatico. Abreviaturas: 20GDH; 2-oxoglutarato deshidrogenasa, CAIX; anhidrasa carbénica IX, CaMa;
cancer de mama, CytC; citocromo C, Cox5b; subunidad 5 b de la citocromo oxidasa, Cox4i; subunidad 4, isoforma 1 de las citocromo oxidasa, ECAR; tasa de acidificacion
extracelular, ER; receptor de estrogeno, ERRa; Receptor relacionado a estrégenos a, GDH; Glutamato deshidrogenasa, GLUT1; transportador de glucosa isoforma 1, HKII;
Hexocinasa isoforma II, IHC; inmunohistoquimica, MCT4; transportador de monocarboxilatos isoforma 4; NRF1; factor nuclear respiratorio 1, OCR; tasa de consumo de oxigeno,
PCR; reaccion en cadena de la polimerasa, PGC-1q; coactivador 1a del receptor gama para la activacion de la proliferacion peroxisomal, PGC-13; coactivador 1B del receptor gama
para la activacion de la proliferacion peroxisomal, PR; receptor de progesterona, SDH; succinato deshidrogenasa, TN; triple negativo, TP; triple positivo, WB; western blot.
Referencias. Pacheco-Velazquez et al., 2014; Kim et al., 2014; Pelicano et al., 2014: Mazurek et al., 1997; Bonuccelli et al., 2010; LeBleu et al., 2014
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2 Hipétesis y objetivos

Hipotesis

La fosforilacién oxidativa representa un aporte importante en la sintesis de ATP
para el carcinoma mamario triple negativo por lo que el uso de drogas antimitocondriales

disminuira sus funciones celulares.

Objetivo Principal

Determinar el aporte energético de la glucdlisis y la fosforilacion oxidativa en

lineas celulares derivadas de carcinoma mamario triple negativo.

Objetivos particulares

1) Analisis del contenido de proteinas glucoliticas, mitocondriales, marcadores
canodnicos, proteinas asociadas a procesos de metastasis y autofagia en
carcinoma mamario triple negativo

2) Analisis de los flujos glucolitico y de fosforilacén oxidativa

3) Evaluacion del efecto sobre la proliferacion de inhibidores glucoliticos,
mitocondriales y farmacos canonicos.

4) Evaluacion del efecto de inhibidores glucoliticos, mitocondriales y farmacos

canonicos sobre la migraciéon y la metastasis
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3 Material y métodos

Cultivo Celular

Las lineas celulares de carcinoma mamario TN metastatico, (MDA-MB-231, MDA-
MB-468) y de carcinoma mamario RH+/HER2-, estadio |ll (MCF-7) fueron incubadas en
medio DMEM (Dublecco’s modified Eagle’s medium) con 25mM de glucosa, 10% de
suero fetal bovino, 200 u/ml de penicilina y 200 ug/ml de estreptomicina. Las
condiciones de incubacion fueron a 37° y 5% CO,. Las hipoxia se generdé en una
camara modular (Billups-Rothenberg) con una mezcla de 0.1% de O, 5% de CO, y 99.9

% de nitrogeno durante 24 horas [Rodriguez-Enriquez et al., 2010]

Western Blot (WB)

Para la obtencion de los extractos las células fueron lavadas con buffer de
fosfatos (PBS), raspadas y centrifugadas a 3000 rpm durante 2.5 minutos. EI botén
celular fue mezclado en 250 ul de amortiguador de Tris (Tris-HCI 25mM pH 7.6 con DTT
5mM, EDTA 1mM y PMSF 1mM) y se empled presion mecanica para extraer las
proteinas totales [Stacey et al.,, 1992]. Las muestras se centrifugaron a 14,000 rpm por
30 minutos. Se recuper6 el sobrenadante, se cuantifico el contenido de proteina por el
meétodo de Lowry y se almacenaron a -70°C hasta su uso.

Para el ensayo de WB se cargaron 50 ug de proteina en un gel de SDS-PAGE al
12.5% de poliacrilamida y se electrotransfieron a membranas de PVDF (BioRad;
Hercules, CA, USA). Posteriormente las membranas se incubaron con anticuerpos
monoclonales (Santa Cruz; CA, USA, dilucién 1:1000) contra humano para las siguientes
proteinas de interés: GLUT 1 , HK (l,Il), LDH-A, GA, 20GDH , ND1, COX VI, ATP-
sintasa, ANT, HER2, ERa, Vimentina, E-caderina, metaloproteinasa 9, HIF-1a y a-
tubulina,. Las bandas de hibridacion se revelaron conjugandolos con anticuerpos
secundarios (isotipo IgG de ratén y de cabra) acoplados con peroxidasa de rabano y se
detectd la sefial de la proteina con el sistema ECL-plus (Amersham; Buckinghamshire,
UK) [Gallardo-Pérez et al., 2009].

El analisis densitométrico se realizé con el software Scion Image (Scion Corp.;
Frederic, MD, USA) en el cual el valor en pixeles se interpret6 como porcentaje de
intensidad de la banda. Cada banda se normalizé con respecto a un control de carga (a-

tubulina), a la cual se le asigné el valor de 100%.
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Obtencion de suspensiones celulares para la medicion de flujos energéticos.

Las células fueron lavadas con buffer Ringer Krebs (125 mM NaCl, 5 mM KCI, 25
mM HEPES, 1.4 mM CaCl2, 1 mM KH2PO4, 1 mM MgCI2, pH 7.4 ajustado con NaOH) y
tripsinizadas con una mezcla de tripsina de cerdo al 0.05% y EDTA al 0.02% (Sigma)
para separarlas de la caja. La suspension obtenida fue centrifugada a 3000 rpm durante
2.5 minutos. Nuevamente el boton celular fue suspendido en 1 ml de buffer Ringer
Krebs y se centrifugd en las mismas condiciones para eliminar los rastros de tripsina.
Finalmente, el boton fue suspendido en 500 pyl de Ringer Krebs y se midio la
concentracion de proteina por el método de biuret [Gornall et al., 1949]. Las células

obtenidas se emplearon inmediatamente para las mediciones de los flujos.

Flujo Glucolitico

Las células (2-5 mg/ml) se incubaron en buffer Ringer Krebs a 37°C en agitacion
constante (150 rpm). Con el propésito de obtener la produccién de lactato total, se
adiciond glucosa (5 mM), mientras que para calcular la producciéon de lactato
dependiente de la glucdlisis se adicion6 2-desoxiglucosa (20 mM) antes de agregar la
glucosa. La reaccién fue detenida con 10% de acido percldrico frio al minuto 0, al minuto
10 y al minuto 15 de haber iniciado el ensayo. Las muestras acidas se neutralizaron con
una solucion de KOH (3M) y Tris (0.1 mM) y se almacenaron a -70°C hasta su uso. El
lactato formado se cuantificé midiendo espectrofotométricamente la aparicion de NADH
a 340 nm en una reaccion catalizada por la lactato deshidrogenasa (LDH). Para este
ensayo, en un volumen total de 2 ml de hidrazina (0.4 M) y glicina (0.5M) pH 9.0, se
agregdb 1 mM de NAD+ y 40 ul de una dilucion 1:4 de LDH (Roche). Una vez que se
obtuvo una linea basal se adicionaron 50 pl de la muestra acida neutralizada. La
velocidad de glucdlisis se calculé considerando la diferencia de absorbancias, el
coeficiente de extincion molar del NADH (6.22 mM-1), el volumen de la muestra y el

tiempo de reaccion [Marin-Hernandez et al., 2006]

Flujo Mitocondrial

Las células (5 mg/ml) se agregaron a una camara de reaccion (en 1.9 ml de
Ringer Krebs, saturado con aire a 37°C) acoplada a un electrodo tipo Clark donde se

midié el consumo de oxigeno polarograficamente. Para las mediciones del efecto
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crabtree, la FO y la sensibilidad a cianuro, se obtuvieron las pendientes en presencia de
5 mM de glucosa, 4uM de oligomicina y 1mM de cianuro, respectivamente. El cero
quimico se consiguio reduciendo todo el oxigeno con ditionita. Los calculos de velocidad
de consumo de oxigeno se realizaron considerando que a la altura de la ciudad de
México a 37° C hay disueltos 380 nano atomos gramo de oxigeno (nAtgO) por ml de

Ringer Krebs. [Rodriguez-Enriquez et al., 2000]

Potencial mitocondrial transmembranal

El potencial mitocondrial transmembranal (AWm) fue determinado en células (0.25
mg/ml) incubadas con Rodamina 6G (0.25 yM) a 37°C en buffer Ringer Krebs (2ml)
saturado con aire. La fluorescencia fue monitoreada con el espectrofotdmetro de
fluorescencia marca Shimadzu a 480 nm de emisiéon y 565 nm de exitacion [Mandala et
al., 1999]. Al final de cada trazo se agregé el desacoplante CCCP (5 uyM) para

establecer la magnitud de la senal de fluorescencia derivada de la mitocondria.

Ensayos de proliferacion

Las células MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF-7 fueron sembradas en placas de
96 pozos (20, 000 a 50,000 células por pozo). Al alcanzar la fase exponencial de
crecimiento (1-3 dias) Se cambi6 el medio agregando concentraciones logaritmicas y
crecientes (0.1, 1, 10, 100, 1000 pM) de los siguientes inhibidores mitocondriales:
casiopeina ll-gly, MitoVes, Oligomicina, MitoxyTea, a-Tea, a-Tos; inhibidores
glucoliticos: 2-Desoxiglucosa, lodoacetato, Gossipol; farmacos candnicos: Paclitaxel,
Doxorubicina, Cisplatino, 5-Fluorouracilo; y compuestos antinflamatorios: Sulindac,
Celecoxib, Simvastatina y se dejaron incubar 24 horas. Una vez finalizado cada
tratamiento se agreg6 a cada pozo 20 ul de una solucién de bromuro de tetrazolio (MTT)
en PBS (5 mg/ml) y se dejaron incubar durante 3 horas. Posteriormente, se deseché el
medio y el precipitado de formazan se disolvié en 100 ul de dimetil sulféxido (DMSO).
Se midi6 la concentracidon de formazan en el espectrofotdmetro iMark, microplate reader
(Bio Rad) a una longitud de onda de 595 nm. EIl porcentaje de proliferacion se calculd
considerando las células sin tratamiento como el 100%. La IC50 en proliferaciéon se
obtuvo ajustando los porcentajes de proliferacion a una ecuacion de decaimiento
exponencial con el programa Microsoft OriginPro 8 (OriginLab Corp., Northampton, MA,

USA).
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Ensayos de migracion

Las células MDA-MB-231 y MDA-MB-468 fueron sembradas en placas de 6 pozos
en medio DMEM 25 mM de glucosa y 10% de suero fetal bovino. Cuando obtuvieron
una confluencia del 90% a cada caja se le realiz6 una herida con una punta azul para
micropipetas de 1 ml. Se hicieron dos lavado con PBS para eliminar las células
despegadas y se dejaron toda la noche en medio sin suero fetal bovino (para detener la
duplicacién celular) y con concentraciones logaritmicas de casiopeina ll-gly, lodoacetato,
2-desoxiglucosa y Celecoxib.

Se tomaron las fotografias al tiempo de 0 horas y a las 24 horas. Por cada réplica
se contaron el numero de células que migraron dentro del area de la herida,
seleccionando 3 campos al azar y se consider6 como el 100% la migracién de las

células sin inhibidor a las 24 hrs [Liang et al., 2007].

Ensayos de invasion

Las células MDA-MB-231 y MDA-MB-468 fueron incubadas 24hrs. previas al
experimento en medio DMEM 25 mM de glucosa sin suero fetal bovino. Posteriorente,
fueron sembradas en el compartimiento superior de la camara de Boyden (Trevigen,
USA) a una concentracion final de 50,000 células en medio sin suero fetal bovino y con
concentraciones logaritmicas de casiopeina Il-gly, lodoacetato, 2-desoxiglucosa y
Celecoxib. En la parte inferior de la cdmara, se agregd medio DMEM sin suero fetal
bovino. Después de 24 horas el numero de células que lograron migrar hacia el
compartimento inferior de la camara de Boyden fue determinado incubadolas con
calceina durante 1 hora. Posteriormente la fluorescenica fue detectada a 485 nm de
exitacion y 520 nm de emision en el lector de microplacas (Nunclon TM). Se asigné un

valor arbitrario de 100% a la muestra control [Arnaoutova, et al., 2010].

Analisis estadistico.

Los resultados se muestran como promedio + desviacion estandar. Para cada
experimento se realizaron un minimo de 3 pruebas independientes. Las muestras y sus
controles fueron comparados estadisticamente empleando la prueba t-de Student de dos
colas no pareadas. Se consideraron como significativos los valores de P menores a

0.05.
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4 Resultados

Curvas de crecimiento

La linea celular humana de CaMa estadio Ill, positiva al RE MCF-7 tiene un
tiempo de duplicacion (28 horas) mayor en comparacion con las lineas metastasicas y
TN MDA-MB-231 y MDA-MB-468, las cuales tienen una velocidad de crecimiento
semejante entre ellas (alrededor de 40 horas). Para las tres lineas, la condicion de
hipoxia (a las 120 horas) frena la proliferacién (Figura 2). Sin embargo, la viabilidad se

mantiene entre 90-95% (datos no mostrados).

Hipoxia
8 | —=— MDA-MB-231 Tiempo de duplicacién:42+3 h
—e— MDA-MB-468 Tiempo de duplicacion: 41+ 2 h
—A—MCF7 Tiempo de duplicacion: 28+ 5 h
—0- MDA-MB-231 hipoxia

= 0= MDA-MB-468 hipoxia

6 - -24= MCF7 hipoxia

Numero de células x10*6

| | | | | |
0 24 48 72 96 120 144
Tiempo de cultivo(h)

Figura 2. Curva de crecimiento de MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF-7 en condiciones de normoxia e hipoxia. MDA-
MB-231 (m) MDA-MB-468 (8) y MCF-7 (A) (5 x 10° células) fueron cultivadas en medio Dulbecco-MEM a 37 °C,
21%02 y 5% CO2. A las 120 h (flecha negra), los cultivos celulares fueron sometidos a hipoxia (0.1% O2, simbolos
abiertos), o mantenidos en normoxia por 24 horas més. La viabilidad para ambas condiciones se mantuvo entre 90-

95%. n=3 para todas las lineas y todas las condiciones. El tiempo de duplicacion fue calculado usando la siguiente

1

donde Nr representa el nimero de células cultivadas al final de la fase de
[3.32(log Np—log N1/ (tr—tr)

formula: n =

crecimiento, N, representa el nimero de células al inicio de la curva de crecimiento, tr es el tiempo final al cual las

células fueron cosechadas y t, es el tiempo inicial de cultivo [McAtter et al., 1994].
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Contenido de proteinas glucoliticas

En la Figura 3 se muestra el contenido de proteinas glucoliticas, para las tres
lineas celulares en las condiciones de normoxia e hipoxia. En esta figura se agregé al
factor de transcripciéon HIF1-a ya que esta reportado que su estabilizacion aumenta la
transcripcion de las proteinas glucoliticas analizadas [Semenza et al., 2008]. En este
sentido, la condicion de hipoxia permitid la estabilizacion de HIF1-a en las tres lineas
celulares, aumentando su contenido alrededor de 2000 veces. La estabilizacion de
HIF1-a indujo un aumento de todas las proteinas glucoliticas para las tres lineas
celulares. Sin embargo cabe resaltar que el aumento de las proteinas glucoliticas fue
mayor (20 a un 50%) en las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7 en comparacion con
la linea celular MDA-MB-468. Esto es un primer indicio de las modificaciones a nivel

metabdlico que sufren cada linea celular de manera individual.
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Figura 3. Contenido de proteina de HIF 1a y proteinas glucoliticas en MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF-7 en
condiciones de normoxia (21% O3) e hipoxia (0.1% O, 24 hrs). A la izquierda se muestra el WB representativo de
cada proteina analizada, a la derecha se muestra los resultados del analisis densitométrico. Para éste se realizé una
doble nomalizacién contra el control de carga (a-tubulina) y contra la condicién de normoxia. Los datos se muestran
como promedio + desviacion estandar.*P< 0.05 versus normoxia, prueba t de Student, n=3. Abreviaturas: GLUT1,
transportador de glucosa 1; HIF-1a, Factor inducible por hipoxia 1-alpha; HKI, hexocinasa-I; HKII, hexocinasa-Il; LDH-

A, lactato deshidrogenasa-A.
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Contenido de proteinas mitocondriales

En la Figura 4 se muestra el contenido de proteinas mitocondriales, para las tres
lineas celulares en las condiciones de normoxia e hipoxia. Asi como en condiciones de
hipoxia se observa un aumento de las proteinas glucoliticas, podemos observar una
disminucién de las proteinas mitocondriales para las tres lineas. Sin embargo, la
glutaminasa se mantiene a niveles semejantes que la condicion de normoxia. La
20GDH presenta una disminuciéon drastica en la condicion de hipoxia para la linea
celular 468 (60%) mientras que en las otras lineas la disminucion no fue significativa. De
igual forma la disminucion de las proteinas mitocondriales en la linea celular 468 es

mayor que para las otras lineas.
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Figura 4. Contenido de proteina de proteinas mitocondriales en MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF-7 en condiciones
de normoxia (21% O3) e hipoxia (0.1% O, 24 hrs). A la izquierda se muestra el WB representativo de cada proteina
analizada, a la derecha se muestra los resultados del andlisis densitométrico. Para éste se realiz6 una doble
nomalizacién contra el control de carga (a-tubulina) y contra la condiciéon de normoxia. Los datos se muestran como
promedio + desviacién estandar. *P< 0.05 versus normoxia, prueba t de Student, n=3. Abreviaturas: ATPs, ATP-
sintasa; ANT, translocador de nucleétidos de adenina; COXIV, citocromo c oxidasa; GA-L, glutaminasa- L; ND1, NADH

deshidrogenasa; 20GDH, 2-oxoglutarato deshidrogenasa.
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Flujos metabolicos

Ya que los datos de contenido de proteina sugerian que la hipoxia propiciaba un
aumento del flujo glucolitico y una disminucion del metabolismo mitocondrial, se
prosiguio a evaluar si la funcién también se encontraba modificada (Figura 5). En este
sentido se observd que la hipoxia aumenta la produccidon de lactato total en las tres
lineas celulares mientras que disminuye el consumo de oxigeno total. Sin embargo el
aumento en la produccion de lactato total es mayor para las lineas 231 y MCF-7
(aumento de 70%) que para la 468 (aumento del 40%), mientras que la disminucién del
consumo de oxigeno es mayor para 468 y la 231 (disminucion del 50%) que para MCF-7
(10 %). Para identificar el aporte en la produccion de lactato por parte de la glucdlisis
total se hicieron experimentos con 2 desoxiglucosa. Este compuesto inhibe al
transportador de glucosa, a la hexocinasa y a la HPI con una preferencia por esta ultima
[Wick et al., 1957; Kipnis et al., 1959]. Con la inhibicién de estas tres enzimas se frena el
aporte de lactato proveniente de la glucdlisis y de la glucogendlisis por lo que el lactato
remanente lo producira la glutamindlisis. Para las tres lineas celulares la glucdlisis
aumenta en la condicion de hipoxia, sin embargo MCF-7 presenta un aumento al doble
del flujo glucolitico, mientras que 231 presenta un aumento del 80% y 468 presenta un
aumento apenas del 30%. Por otro lado, la glutamindlisis se ve aumentada en las tres
lineas celulares en la condicién de hipoxia de un 80 a un 160%.

La FO disminuye en la condicién de hipoxia para las tres lineas celulares, aunque
la linea celular 468 presenta una disminucién del 80% mientras que 231 presenta una
disminucion del 75% y MCF-7 del 50%. Los porcentajes de disminucién se relacionan
con la disminucion del contenido de proteinas mitocondriales.

Los datos de glucolisis y FO nos permiten calcular el aporte de ATP para cada
condicion en las tres lineas celulares, considerando que cada lactato producido por la
glucdlisis equivale a una molécula de ATP mientras que cada ngAtO, consumido por la
FO equivale a 2.5 moléculas de ATP [Nicholls et al., 2013]. De tal forma, la FO es la
principal via de aporte energético (56-75%) en la condicién de normoxia, mientras que
en la condicion de hipoxia esta relacion se invierte siendo la glucdlisis la principal via

energética con valores que oscilan desde el 67 al 80%
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Potencial mitocondrial transmembranal

El potencial mitocondrial transmembranal es una forma indirecta de evaluar la
estabilidad de la membrana interna mitocondrial, y el funcionamiento de la cadena
trasportadora de electrones y el sistema fosforilante. En condiciones de normoxia 468
presenta el mayor potencial transmembranal, seguida de la MCF-7 y por ultimo la 231.
Semejante a la disminucion de la FO, la hipoxia disminuye el potencial mitocondrial

transmembranal de un 60 a un 80%
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Figura 5. Perfil del metabolismo energético en MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF-7 en condiciones de normoxia
(21% O3) e hipoxia (0.1% O, 24h). A) Consumo total de oxigeno (barras negras) y produccion total de lactato (barras
blancas). B) Flujos de FO (barras negras), glucdlisis (barras blancas) y glutamindlisis (barras grises). El flujo de FO
representa el consumo de oxigeno sensible a 4 uM de oligomicina. El flujo glucolitico fue calculado estimando la
produccién de lactato sensible a 20 mM de 2-desoxyglucosa (la concentracion de glucosa en el medio de incubacion
fue de 5 mM) mientras el flujo de la glutamindlisis se calculé observando la produccién de lactato resistente a 2-
desoxyglucosa. C) Aporte de ATP. Para los calculos se consideré que 1 mol de lactato producido mediante la
glucdlisis es equivalente a 1 mol de ATP, mientras que el flujo de FO fue multiplicado 2.5 (cociente P/O). D) El AWm
fue determinado como el cambio en la fluorescencia sensible a 5 yM CCCP (carbonil cianuro m-clorofenilhidrazona) en
células incubadas con rodamina 6 G (0.25uM). Los datos se muestran como promedio + desviacion estandar. *P<

0.05 versus normoxia, prueba t de Student, n=3.
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Ensayos de proliferacion

Considerando que la FO es la principal via de aporte de ATP para las tres lineas
celulares con condiciones de normoxia (Figura 5), el siguiente acercamiento fue evaluar,
en la proliferacidon celular, la sensibilidad de estas lineas a inhibidores mitocondriales,
glucoliticos, farmacos empleados comunmente en la clinica y compuestos
antinflamatorios (considerando que funcionan como inhibidores de la FO o
desacoplantes de la misma [Moreno-Sanchez et al., 1999; Ralph et al., 2015]).

La casiopeina IlI-gly logré disminuir la proliferacion a bajas dosis (ICso de 2 yM)
mientras que el MitoVes, la oligomicina, y el MitoxyTEA presentaron ICso menores a 50
MM. Sorprendentemente el aTEA y el aTOS afectaron en mayor medida a la linea
celular MCF-7 en comparacion a las lineas TN (ICsp de 3 y 50 uM vs. >100 pM) lo que
podria estar sugiriendo la presencia de una elevada actividad de esterasas en el citosol
de las lineas TN o tal vez un mecanismo de inhibicion diferente entre los subtipos.

Por otro lado, el iodoacetato fue el unico inhibidor glucolitico con una ICsy atractiva
(menor a 50 pM) mientras que el gossipol presenta una ICsop mayor a 100 uM vy la 2-
desoxiglucosa presenta una ICsy alrededor de 10 mM.

Salvo para la casiopeina ll-gly, las ICso de los inhibidores mitocondriales y del
iodoacetato son semejantes a las ICs5p de los inhibidores canonicos. En este caso la
doxorubicina presenté la IC50 mas atractiva (menor a 10 yM) mientras que el 5 fluoracilo
es la que tiene la mayor IC50.

Por ultimo el celecoxib es un compuesto antiinflamatorio no esteroideo que
presentd una IC50 baja, afectando principalmente a la linea celular MCF-7, seguida de la

linea celular 468 y por ultimo la linea 231 (con IC50 de 1, 6 y 20 uM respectivamente).
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IC50 (uM)

Blanco(s) Inhibidor/farmaco MDA.MB 231 MDA-MB 468 MCF-7
SDH, HK, alquilante de ADN Cas lI-gly 2+0.3 2+0.6 2+0.06
SDH MitoVes 11 +1 12 £ 1 15+04
ATP-sintasa Oligomicina 385 283 49+ 2
SDH MitoxyTea 22+6 19+2 22+0.3
SDH o-Tea > 100 > 100 54+9
SDH a-Tos 58+ 7 > 100 3+0.6
HPI 2-Desoxyglucosa =10 mM =10 mM =10 mM
GAPDH, Cistein-peptidasas lodoacetato 325 1715 56 + 17
GAPDH, LDH, MDH, IDH Gossipol 308 + 26 157 + 54 517 £ 157
Beta Tubulina Paclitaxel 205 23+8 5+04
Topoisomerasa |l Doxorubicina 7+1 1312 9+0.5
Alquilante ADN Cisplatino 307 24+5 51+ 37
Timidilato sintetasa Fluorouracilo >1mM >1mM 708 61
Ciclooxigenasa 2 Celecoxib 204 6% 2 104
Ciclooxigenasa 2 Sulindac 212 + 87 270 + 131 188 £ 72
3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa. Simvastatina 1214 92+12 417

Tabla 5. Valores de IC50 en proliferacion de inhibidores glucoliticos, mitocondriales y farmacos canénicos para MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF-7 en condiciones de normoxia

(21% O2). Células proliferando en fase exponencial fueron incubadas 24 hrs con los inhibidores.

(0.1-10uM para Cas ll-gly; 1-100 uM para MitoVes, Oligomicina, MitoxyTea,

lodoacetato, Paclitaxel, Doxorubicina, Cisplatino, Celecoxib y Simvastatina; 0.001-1 mM para a-Tea, a-Tos 2, Gossipol y Sulindac; 0.001-10 mM para 2-desoxyglucosa y

Fluorouracilo. La concentracion de inhibidor necesaria para frenar el 50% de la proliferacion celular (IC50) fue calculada mediante el ensayo de MTT. La concentracién de glucosa

externa en el medio fue de 25mM. Los datos se muestran como promedio + desviacion estandar. *P < 0.05 versus normoxia, prueba t de Student, n=3. Abreviaturas: Casll-gly;

casiopeina ll-gly, GAPDH; Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa, HK; Hexocinasa, HPI; Hexosa fosfato isomerasa, IDH; isocitrato deshidrogenasa, LDH; lactato deshidrogenasa,

MDH; Malato deshidrogenasa, MitoVES; Vitamina E succinato dirigida hacia la mitocondria; SDH; Succinato deshidrogenasa, a-TEA,o-tocoferiloxiacetato; a-TOS, a-

tocoferilsuccinato.
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Ensayos de migracion

Considerando que el carcinoma mamario TN estd asociado con una mayor
metastasis y una peor sobrevida del paciente (la sobrevida con metastasis para el
subtipo TN es de 27 meses vs. >70 meses para los subtipos Liminal A y B [Savci-Heijink
et al., 2015]), el siguiente acercamiento consisti6 en evaluar el efecto de estos
inhibidores sobre los procesos de migracion e invasion (Fig. 6). De estos soélo se
escogié un inhibidor de cada grupo que presentara la IC50 en proliferacion mas baja
para ambas lineas celulares los cuales fueron la casiopeina ll-gly, el iodoacetato y la
doxorrubicina.

El ensayo de migracion, medido por la prueba de la herida mostr6 que la
casiopeina ll-gly nuevamente presenta la menor ICsg (100nM) mientras que el
iodoacetato presentd una ICsp menor a 1 yM. Por su parte, la doxorrubicina presenté
una ICsp menor a 10 yM. Esta inhibicidn de la migracion puede ser consecuencia de la
disminucién de la glucdlisis o la fosforilacion oxidativa, procesos que deben ser
evaluados en estas condiciones. Sin embargo se observa una disminucion de las
proteinas asociadas a procesos de migracion como son la vimentina y la E-caderina, las

cuales se observan que disminuyen en comparacion con las muestras control.
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Figura 6. Ensayo de migracion de MDA-MB-231 en condiciones de normoxia (21% Og2). A) Prueba de la herida. Se
muestra la migracién a 0 hrs y 24 hrs .Los inhibidores se agregaron al realizar la herida y se dejaron incubar 24 hrs. B)
Porcentajes de migracion: El porcentaje de migracion fue determinado cuantificando la distancia total de las células
que se desplazaron desde el borde de la herida (lineas negras) hacia el centro de esta (lineas blancas) [Liang et al.,
2007]. Se considero el desplazamiento de las células sin inhibidor como el 100%. C) Perfil de proteinas de migracion
y metastasis. A la izquierda se muestra el WB representativo de cada proteina analizada a las 0 hrs de migraciéon y a
las 24 hrs, sin inhibidores y con 0.1 yM de Casio, 1 pM de lodo y 10 yM de Doxo. A la derecha se muestran los
resultados del analisis densitométrico. Para éste se realizd una doble nomalizacién contra el control de carga (o-
tubulina) y contra la condicion 0 hrs. Los datos se muestran como promedio + desviacion estandar. *P < 0.05 versus
control, prueba t de Student, n=3 Abreviaturas: Casio; casiopeina ll-gly- E-cad; E-caderinda, Vim; vimentina, Doxo;

Doxorubicina, lodo; lodoacetato.
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Figura 7. Ensayo de migracion de MDA-MB-468 en condiciones de normoxia (21% O2). A) Prueba de la herida. Se
muestra la migracion a 0 hrs y 24 hrs .Los inhibidores se agregaron al realizar la herida y se dejaron incubar 24 hrs. B)
Porcentajes de migracion: El porcentaje de migracion fue determinado cuantificando la distancia total de las células
que se desplazaron desde el borde de la herida (lineas negras) hacia el centro de esta (lineas blancas) [Liang et al.,
2007]. Se considero el desplazamiento de las células sin inhibidor como el 100%. C) Perfil de proteinas de migracion
y metastasis. A la izquierda se muestra el WB representativo de cada proteina analizada a las 0 hrs de migraciény a
las 24 hrs, sin inhibidores y con 0.1 yM de Casio, 1 yM de lodo y 10 uM de Doxo. A la derecha se muestran los
resultados del analisis densitométrico. Para éste se realizé una doble nomalizacién contra el control de carga (a-
tubulina) y contra la condicion 0 hrs. Los datos se muestran como promedio + desviacion estandar. *P < 0.05 versus
control, prueba t de Student, n=3 Abreviaturas: Casio; casiopeina llI-gly- E-cad; E-caderinda, Vim; vimentina, Doxo;
Doxorubicina, lodo; lodoacetato.
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Ensayos de invasion.

Por ultimo se evallio el efecto de los mismos inhibidores sobre la invasién en las

lineas celulares, el cual fue semejante al observado para la proliferacion.
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Figura 8. Ensayos de invasion en MDA-MB-231, MDA-MB-468 en condiciones de normoxia (21% O). Las células
fueron incubadas en medio sin suero durante 24 hrs y posteriormente se sembraron en las placas de migracion
durante 24 hrs en medio sin suero con o sin inhibidores. A) MDA-MB-231, B) MDA-MB-468
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5 Discusion

Los resultados generales de este segundo estudio muestran un aumento en el
contenido de proteina de las enzimas glucoliticas en la condicion de hipoxia como ya
esta reportado en los estudios de Rodriguez-Enriquez et al., 2010 y Semenza et al.,
2008. Del mismo modo la disminucién de las proteinas mitocondriales en la condicién
de hipoxia coincide con lo reportado en otros estudios [Rodriguez-Enriquez et al., 2010,
Hernandez-Reséndiz et al., 2015].

Las modificaciones en el contenido de proteina se ven reflejadas en los flujos
metabdlicos donde en la condicion de hipoxia se aumentan las proteinas glucoliticas, el
consumo de glucosa y la produccion de lactato [Marin-Hernandez et al., 2006; Semenza
et al., 2008]. Por otra parte, esta ampliamente documentado que la hipoxia disminuye la
FO, ademas de aumentar las especies reactivas de oxigeno [Fukuda et al., 2007,
Papandreou et al., 2006]

Asimismo, las tres lineas celulares presentan un comportamiento metabdlico
diferente. Para la linea positiva al receptor de estrogeno (MCF-7) el aporte energético se
mantiene equitativo, pues ambas vias aportan alrededor del 50% del ATP. En el caso de
las lineas con fenotipo TN el aporte principal proviene de la FO, aunque para MDA-MB-
468 la FO aport6 alrededor de tres cuartas partes del ATP celular, mientras que para
MDA-MB-231 este aporte fue del 65%. Este resultado se contrapone con el estudio de
Pelicano [Pelicano et al., 2014] en el que se analiz6 el metabolismo energético de 4
lineas TN y las compard con 4 lineas positivas a RE. En ese estudio los autores
concluyeron que las lineas TN presentaban un metabolismo glucolitico preponderante y
un bajo metabolismo mitocondrial en comparacién con lineas RH y HER2 positivo. Sin
embargo, una revision mas profunda de este articulo indica que 1) no se hicieron los
controles adecuados para el calculo de la glucdlisis (incubaciones con 2-desoxiglucosa
para descartar la glutamindlisis en la acidificacion total del medio) y la FO (titulacién con
oligomicina para obtener el aporte de la FO en el consumo total de oxigeno), 2) el
numero de mitocondrias y el potencial mitocondrial transmembranal es mayor en las
lineas TN en comparacion con los otros subtipos.

Por otro lado la hipoxia, ademas de incrementar la produccion de lactato,
disminuye la FO, lo que modifica la distribucion del aporte de ATP, haciendo que en las
tres lineas celulares esta dependencia aumente arriba del 60%. En el caso de la linea
celular 231 el aporte de ATP por parte de la glucdlisis llega a ser del 80%, mientras que

en 469 y MCF-7 es alrededor del 70%. En este punto es importante resaltar que (1) la
50



hipoxia no es un fendmeno cronico sino que durante el desarrollo de un tumor surgiran
oleadas intermitentes de suministro de sangre. Entonces, la dependencia energética por
parte de ambas vias sera fluctuante; (2) aunque en este estudio se generé una condiciéon
de hipoxia severa 0.1%, la disminucién del aporte de ATP por parte de la FO no se
elimin6é. Los reportes que han evaluado este fendbmeno han podido observar que por
mas disminucion de oxigeno que se presente la FO nunca se inhibira, lo que sugiere que
existe un minimo aporte por parte del metabolismo mitocondrial para mantener actividad
celular [revisado en Moreno-Sanchez et al., 2014]. Parte de la explicacién se encuentra
en el complejo IV ya que durante la hipoxia la baja concentracion de oxigeno (3-14 uM)
no es una limitante para la FO debido a que la K, de la citocromo oxidasa por el O, es
de 1uM [Moreno-Sanchez et al., 2007]; en consecuencia la hipoxia representa una
concentracion saturante de oxigeno para la FO [Moreno-Sanchez et al., 2007].

Al conocer la contribucion de cada via, la siguiente aproximacion y lo que es el
enfoque de este segundo estudio fue sugerir al metabolismo mitocondrial como una
alternativa para el desarrollo de una terapia. En este caso decidimos evaluar el efecto
de inhibidores metabdlicos (glucoliticos y mitocondriales) para el tratamiento del
carcinoma mamario ductal con fenotipo TN. El efecto de los inhibidores se evalu6 a dos
niveles; la proliferacion y la capacidad de migracién e invasién de las lineas
metastasicas.

Es interesante observar que la casiopeina ll-gly fue, de todos los compuestos, la
molécula que logré un mayor efecto inhibitorio tanto en la proliferacion como en la
migracion. A pesar de haber sido disefiada como un sustituto del cisplatino, los efectos
a dosis bajas se centran principalmente en la inhibicién del metabolismo energético,
glucolitico y mitocondrial [Marin Hernandez 2012]. La naturaleza dual de esta molécula
y el efecto tan potente sugiere que los tratamientos clinicos no s6lo deben de enfocarse
a una via de sefalizacion o fendmeno (como la proliferacion, la movilidad o el
metabolismo) si no deben de ser una combinacion de drogas que ataquen diferentes
vias celulares para disminuir la cito-toxicidad.

El siguiente compuesto en presentar una mejor IC50 fue el celecoxib. El
celecoxib presentdé un mejor efecto en MCF-7 donde la IC50 fue semejante a la
casiopeina y en MDA-MB-468 donde fue de 6 uM. En 231 tuvo una IC50 semejante a
algunos inhibidores mitocondriales, glucoliticos y candnicos lo que sugiere una diferente

actividad de la cicloxigenasa 2, la cual es el blanco de este inhibidor (Tabla 6)
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La metastasis es el causante de mas del 90% de las muertes en pacientes con
cancer [Mehlen et al., 2006]. En las pacientes de CaMa con fenotipo TN es mas
probable que se presente metastasis y de ahi que la sobrevida es muy baja (i.e. 10
meses en comparacion con 25 meses en el grupo RE positivo [Kast et al., 2015; Savci-
Heijink et al., 2015]. Con esto en consideracion evaluamos el efecto de los mejores
inhibidores de cada rubro en el proceso de migraciéon. Nuevamente la casiopeina ll-gly
presentd una menor IC50 para la migracién, sugiriendo un papel importante en la
produccion de ATP para el proceso de migracion.

Los otros inhibidores también se observa que frenan la migracion salvo con la
doxorubicina, donde la IC50 aumentd. Esto puede deberse a que el sitio de accidon de
este compuesto es la division celular mas que la migracion. Se ha observado que las
células resistentes a la quimioterapia desarrollan frecuentemente un fenotipo
metastasico [Kast et al., 2015; Savci-Heijink et al., 2015] por lo que esta terapia podria
ser dirigida para estadios tempranos en el tratamiento.

El analisis del metabolismo energético para el disefio de una terapia antitumoral
es un area de creciente estudio. Si bien en esta tesis no se evalu6 el efecto de las
drogas e inhibidores empleados en un modelo no tumoral (el cual esta considerado
como una perspectiva para proximos estudios) otros estudios han abordado esta
tematica. Por ejemplo, los estudios con casiopeina ll-gly en modelos de rata y perro
muestran que este compuesto tiene efectos hematotdxicos y cardiotdxicos. Sin embargo,
las concentraciones a las que puede resultar nocivo son mayores que las que se
reportan en esta tesis (i.e. la dosis letal en perros es de 8 mg/kg, mientras que en rata
una dosis de 5 mg/kg produce dafios hematoldgicos que son reversibles tras 15 dias de
administrado el compuesto) [Leal-Garcia et al., 2007; De Vizcaya-Ruiz et al., 2003]. De
igual forma los farmacos empleados en clinica (i.e. cisplatino, paclitaxel, doxorubicina)
tienen efectos secundarios que estan ampliamente descritos. La alternativa para
disminuir la toxicidad y potenciar el efecto antineoplasico de estos inhibidores puede ser
la terapia combinada empleando dosis menores de diferentes farmacos con diferentes

blancos en las células tumorales.
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Capitulo 6. Conclusiones
e En condiciones de normoxia la fosforilacion oxidativa representa el principal
aporte en el suministro de ATP para las lineas celulares triple negativo.

e La terapia anti-mitocondrial es una estrategia atractiva para el tratamiento del
carcinoma mamario independientemente del subtipo inmunohistoquimico o el

nivel de malignidad.

Perspectivas

e Evaluar el efecto de la terapia combinada sobre los procesos de migracion,

invasion y metastasis en carcinomas mamario triple negativo.
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Abstract  Sigmificast cffors have bees made for e
developmest of new msiscancer drups (proisin kinase or
prafeasnme mhibiiors, monoclonal bumanized antibodies)
with presumably low or segliphle sde effods and high
specificity. However, an in-depth analysis of 1he sde effeos
of severl cumenily weed casonical {pleSs-based dregs, tax-
ancs, anthmecyclines, sioposides, antimetabolizs) and new
gesention anticuscer drugs as the fird line of dlincal weal-
meai reveals significani perturhaton of ghyonl ysis od oxi-
dufnve phosphorylation. Canorscald and new geremition dmg
side effeds inclsde deoreased (1) intmcellular AT levels,
(2} glycolytic'miiochosdrml enrymeftmesposr echivites
andior (3 milnchondnial elecirical membrane poientinds.
lurthermore, the anbi-proliferative effects of e dugs
are markedly atirsusfed in twmor rho {00 cells, in which
functional mitochondra we shsent; in sddigon, severnl
anbcmscer drups drecily inlemcl with solisd milodon-
driz affeciing their fmcSoes. Thenz=fore, several anSoascer
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dmps also targel the csepy metabolism, and Besce, de
dosmested inhibitory effect of anticancer dregs on cuncer
growih should alsy be Beked io the Bocking of ATP =pe
ply pathwuys. These ofisn overlooked effects of casonical
and rew geaeration anticancer drugs emphasize the mle of
energy melnbolEm in mainimneg mncer oells viohle and
its targeling as o complemestary ssd successful simiegy for
cancer reaimenl.

Erywords  Faergy meisbolism . Humesized mosockses
antibodaes - Metzholic therapy - Protein kisass inhibiiors .
Tumor cedls

Abbrevialinns

ETC Flectron tressport chain

OxPhos  Omideive phosphorylation

LGDH  Z-Choogluisrete debypdeopenase ommplen

Inireduction

Diespite consdeubde advances in Bomedical resegech and
clinical apphcaons in e field, cancer remains o lesd-
ing cause of monality worddwide. The severe sde ffecis
caused by the frequent wse of cosventional chemothera-
peuscs diminish, uefortunaiely, the patienis” quality of life.
Thep=fore, the development of safe oad efficacions alisma-
mves with well-known mechanism of acSoa is mandaiory.
Iirst-line anticancer drugs such as antibody-drug coaju-
gaizs and proieis kinase (PR small-moleosle inkibitors
kave hecome widely wsed in the clinical reaiment of cos-
cer premmmabdy because they ore desigaed o be selective
for one proiein or cellular proces (O and Adams 2011;
Li et gl 2015 Miller e al. 200130 Bowsver, 33 ooors
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Tical membrane poiensal (A vm)| driven by FRA oxidation wene ssseged imrad A5-300 hepaioma and
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periexniine biocked FRA milir atton, T and peroliferation @a Hela amd other cancer o= B In conclu-
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1. Imtroduction

Enhanced glycolysis &= ome ol the most mportant cancer
meztabolic hallmarks [Cintor and Sabatinl, 2003; Hanahan and

Ablrrvicion: AAT, npertsie sminotrarecer e Aric sovicacrise: ART, xde- Weinberg, 2011 It has been !I.“Eh!d that tumaor cells Ff"""‘-'

pine recheotide frymlecme TOE, cytochrome ¢ addeer: (7T cermibine misiioy]
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nenily maintain an impaired oxidative phosphorglation [OxPhos]
which promoles an incregsed ghycolysis [Warburg, 1956] Inoon-
sequence, DxPhos fux, and mitochondrial emyme activites and
contends are nod wenally determined in studies of cancer snergy
mestabolizm (Owens & al., 20010: Futignani =t al, 3017} Several
proposals on the possible mechanisms assodiated with the DxPhos
Iimpainment in cancer cells have emerged. Some of these propossd
mzchanisms ares mutations in the Krets cyde emeymes (fumarabe
hydratase, succinabe dehydrogenase and isodivate dehydroge-
nases) [ekowkd and Stratakis, 20012: ¥ang et al, 3002} ahsenor

[Mayr et al. 2008) of one of the princpal enzyme oomirodling
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