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RESUMEN

Las técnicas o herramientas de deteccion temprana de cancer, permiten aumentar la
sobrevivencia de pacientes y, por consecuencia, una eleccion de tratamiento eficaz para
combatir este padecimiento; por lo que la investigacion dirigida a encontrar formas de detectarlo
de forma temprana mantiene gran importancia en cancer. El cancer de mama ocupa el primer
lugar de los céanceres femeninos a nivel mundial, por lo que su deteccion temprana adquiere
gran relevancia.

Los sistemas inmune innato y adaptativo reconocen y eliminan células cancerigenas. Uno
de los componentes del sistema inmune es el humoral, como ejemplo, la Inmunoglobulina M
(IgM), la cual se encuentra en su forma innata llamada IgM natural y su forma adaptativa llamada
IgM adaptativa. Ambas, por el tipo de caracteristicas que poseen, tienen el potencial de
reconocer antigenos tumorales asociados a cancer de mama. Tomando en cuenta esto, abre la
posibilidad de que IgM reconozca antigenos tumorales que se expresen de manera temprana
utilizando el modelo de raton transgénico PyVT, el cual emula las condiciones de desarrollo de la
enfermedad; esto con el fin de encontrar antigenos-anticuerpo candidatos a ser considerados
como una herramienta de diagnéstico temprano para cancer de mama.

En esta tesis se describe el perfil reconocimiento de IgM (natural y adaptativa) a
antigenos expresados en membrana procedentes de tejido mamario de ratones hembra
transgénicos PyVT de la semana 5 y 6 de edad (considerada una etapa crucial de posible
expresion de antigenos tumorales tempranos), utilizando 2D-inmunoblots. Los resultados
muestran que no hay diferencias entre grupos de edad e individuos, ademas, un espectro de
variabilidad de reconocimiento muy reducido, de tan sélo una reaccion antigeno-anticuerpo.
Datos no publicados de una hembra de 7 semanas de edad abren la posibilidad de encontrar
posibles antigenos-anticuerpo candidatos a ser considerados como herramienta de diagnéstico
temprano en cancer de mama.



ABSTRACT

The early detection techniques or tools of cancer allow increase the survival rate of
patients and thus an effective treatment choice to combat the disease; consequently the research
aimed to find ways to early detect keeps great importance in cancer. Breast Cancer holds the first
place of the female cancers globally, their early detection acquires great relevance.

The innate and adaptive immune system recognizes and eliminates cancer cells. One of
the compounds of the immune systems is the humoral, as an example, the Immunoglobulin M
(lgM), which it find in their innate form called natural IgM and their adaptive form called adaptive
IgM. Both, by the type of the features they possess, they have the potential to recognize breast
cancer tumor-associated antigens. Taking into account this, open the possibility that IgM
recognize tumoral antigens which are expressed early way, using the model transgenic mouse
Py VT, which emulates the development conditions of the disease; in order to find antigens-
antibodies candidate to be considered as an early diagnostic tool for breast cancer.

This thesis describes the recognition profile of IgM (natural and adaptive) against
membrane antigens expressed coming from mammary tissue of transgenic mice PyVT of five and
six weeks old (considered a crucial stage for possible expression of early tumoral antigens),
using 2D-inmunoblots. The results show there is no differences between age and individual
groups, moreover, variability recognition range very poor, of only one reaction antigen-antibody.
Unpublished data about a mouse of seven weeks old, open the possibility to find potential
candidate antigen-antibodies to be considered as an early diagnostic tool for breast cancer.



INTRODUCCION
Importancia del Cancer de Mama a nivel mundial y en México

De acuerdo con la OMS en 2012, el cancer de de mama (CaMa) ocupa el primer lugar de
los canceres femeninos a nivel mundial (OMS, 2015). De un millén de casos de canceres nuevos
reportados en la mujer, CaMa ocupa un 18% de los casos (Han et al., 2013). Existe una mayor
incidencia de casos por CaMa en paises desarrollados que en paises en desarrollo y también se
destaca una notable diferencia respecto a la tasa de sobrevivencia tomando en cuenta los
primeros 5 afios de la enfermedad, ya que en paises desarrollados la tasa es de un 80% a
diferencia de paises en desarrollo, la cual es de un 40% (Coleman et al., 2008; Akram et al.,
2017). Esta notable diferencia, se debe en gran parte al recurso e infraestructura destinada al
mejoramiento de las condiciones de sus sistemas de salud para el diagnéstico oportuno y
tratamiento de la enfermedad (Anderson et al., 2008; Akram et al., 2017; INEGI, 2016).

En el caso de México, en 2014 del total de casos de cancer, 2 de 10 son de CaMay 3 de
cada 10 mujeres con CaMa, llegan a tener un tumor avanzado. En promedio hay 15.24
defunciones por cada 100 mil mujeres, posicionandose en segundo lugar debajo de tumores
malignos de céncer digestivo. CaMa es el tipo de cancer femenino cuyas tasas de morbilidad
muestran los mayores incrementos con la edad, ya que de un 7.43 de un grupo de mujeres de
20 a 29 afnos de edad (por cada 100 mil mujeres del grupo) llega a un 218.24 del grupo de 60 a
64 afios de edad. En promedio cada 2 horas muere una mujer por causa de esta enfermedad
(INEGI - CONAPO, 2016; INEGI, 2016, 2017).

La autoexploracion, la exploracion clinica, ultrasonidos y mamografias o mastografias,
son las herramientas més utilizadas en la deteccion de CaMa en México. Durante tres décadas
en Meéxico la prueba de deteccién principal de CaMa en sector de Salud Publica ha sido la
mastografia; sin embargo, de acuerdo a datos de la Direccién General de Informacién en Salud
(DGIS), dependencia de la Secretaria de Salud, en 2014 se registraron alrededor de 689
mastégrafos a nivel nacional en instituciones publicas de la salud (INEGI, 2016, 2017), asi
mismo aungue se le ha dado la suficiente difusion a camparas de salud de prevencion y control
de la enfermedad, la deteccion temprana de la enfermedad ha sido un reto, ya que tan sdlo del 5
al 10% de los casos en México son detectados de forma temprana y aproximadamente el 90%
de los casos se detectan en fases tardias (fase lll y IV), a diferencia en EUA el 60% y Reino
Unido el 79% de los casos se detectan de forma temprana (Knaul et al., 2009; Diaz-Zaragoza,
2015; ACS, 2008; INSP, 2011; NCIN, 2016; CNGESSR [SSA], 2014; Martinez et al, 2009).

Cancer de Mama: Generalidades

El CaMa es una neoplasia que puede originarse en distintos sitios de las mamas, en la
mayoria de los casos se originan en los ductos que transportan la leche o conductos lactiferos
(canceres ductales) y también se puede originar en las glandulas de produccion de leche
(canceres lobulillares). En un menor porcentaje se pueden originar canceres que comienzan en
otros tejidos de las mamas, los cuales se denominan sarcomas y linfomas, los cuales no son
considerados dentro de los canceres de mama. La mayoria de los canceres de mama son
carcinomas, el cual es un tipo de cancer que comienza en las células epiteliales que revisten los
diferentes tejidos de la mama, un ejemplo, es el adenocarcinoma, el cual se genera a partir del
tejido glandular (American Cancer Society, 2017; Cardenas et al. 2013).



CaMa puede propagarse a través del sistema linfatico por medio de ganglios, vasos y
liquido linfatico, considerando esto, de manera general, los carcinomas se dividen en dos tipos:
CaMa no invasivo e invasivo. CaMa no invasivo es aquel que permanece dentro de los I6bulos o
conductos que transportan la leche, como por ejemplo, el Carcinoma Ductal In Situ (Fig. 1), el
cual aparece cuando células anormales se desarrollan entre los conductos mamarios, sin
embargo no se propaga a otro tejido proximo. In situ es una expresion latina que significa “en el
lugar”, aunque se ha observado que este cancer puede llegar a progresar hasta convertirse en
un cancer invasivo, como se ha observado en el caso de Carcinoma Lobular In Situ, el cual se
considera una etapa previa a un carcinoma invasivo. CaMa invasivo es aquel en donde las
células anormales se dispersan a otro tipo de tejidos u 6rganos, por lo que es aquel que llega a
etapas metastasicas. Comunmente puede propagarse a cerebro, huesos, pulmones e higado.
Un ejemplo de CaMa invasivo es el Carcinoma Ductal Infiltrante, el cual se origina en los
conductos mamarios y se propaga hacia las paredes del ducto invadiendo tejido graso y otras
partes del cuerpo (Akram et al., 2017).

~_ Conducto
normal

en conducto

Figura 1. Carcinoma ductal in situ (American Cancer Society, 2017)

__ Células anormales
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Tipos de Cancer de Mama

Para clasificar el estado del CaMa, al igual que otros canceres, se utiliza la informacion
del tipo de tejido donde se origind, asi mismo si este se propago a otros tejidos, el tamafio del
tumor y el grado de vascularizacion del tumor. La primer clave de clasificacion general es el
sistema TNM, en el cual se determina propago a tejidos adyacentes (T), nddulos linfaticos (N) o
a otros organos a nivel metastasico (M). Este esquema de clasificacion hace énfasis a la
imagenologia incluyendo ultrasonidos, mastografias y cortes histologicos. Cabe destacar que
dentro de este sistema TNM existen subcategorias mas especificas. Una vez que los parametros
TNM son determinados, los estadios O, |, Il, lll, IV son asignados. O es el tipo de cancer no
invasivo. El estadio | es la primer etapa de cancer invasivo, se llega a observar una
vascularizacion temprana y se divide en dos categorias, las cuales son IAy IB. La IA describe un
tumor de no mas de 2 cm de tamafio, pero no llega a invadir tejido fuera de la mamay el IB
cuando comienza a propagarse a nodulos linfaticos a no mas de 0.2mm. La categoria Il, hay un
mayor grado de vascularizacion que | y también tiene dos categorias, las cuales son lIAy IIB. El
estado IIA se describe como cancer que llega a invadir una microregion de los nédulos linfoides
axilares o en nédulos linfoides centinela. El tamafio del tumor se encuentra entre 2 a 5 cm, pero
no llega a diseminarse hacia los nodulos linfaticos. El estado IIB tiene las mismas proporciones
de tamafio que lIA, pero alcanza diseminarse en nddulos linfoides. El estado lll se divide en 3
subtipos: A, 1B y lIIC. A se describe como un tumor que se encuentra tanto en la mama
como también en 4 a 9 nddulos linfoides. llIB es aquel estado en donde el tumor puede ser de
cualquier tamafio, pero causa hinchazon y ulceracion en la piel y puede propagarse hasta 9
nédulos linfoides. llIC se considera CaMa de tipo inflamatorio, el cual se presenta enrojecimiento
e hinchazon de la mama, ademas de que el tumor se extiende arriba de 10 nddulos linfaticos y
también puede propagarse a los nddulos claviculares. Por dltimo el estado IV, el cual ya es el
estado mas avanzado y metastasico de la enfermedad, se describe como el cancer que se
propag6 a otros organos del cuerpo (Akram et al., 2017; Cardenas et al., 2013).

Las técnicas de expresion génica han permitido entender y clasificar subtipos
moleculares de CaMa utilizando biomarcadores, dentro de los cuales se encuentran los que
utilizan la presencia o ausencia de receptores de hormona (estrégeno o progesterona) (RH+/RH-
) y niveles sobreexpresados del receptor 2 de factor de crecimiento epidérmico humano (HER2)
y/o copias extras del gen de HER2 (HER2+/HER2-). Existen 4 subtipos moleculares principales
los cuales son los siguientes:

-Luminal A (RH+/HER2-). Representa la mayor parte de los casos. Tiende a tener un
crecimiento lento y es menos agresivo que otros subtipos. Los tumores de Luminal A se asocia a
con un pronostico favorable, ya que pueden ser candidatos a responder con terapias anti-
hormonales.

-Luminal B (RH+/HER2+). Al igual que Luminal A, Luminal B son canceres ER+ y/o PR+
y ademas definido por una biomarcador altamente positivo a Ki67 (indicador de que una
proporcién grande células se encuentra activamente dividi€éndose) o HER2. CaMa luminal B esta
asociado con una pobre tasa de sobrevivencia a diferencia del Luminal A.

-HER2 enriquecido (RH-/HER2+). Este representa el 5% y tiende a propagarse de
manera acelerada a diferencia de otros subtipos y esta asociado con un pobre prondstico
comparado con RH+.

-Triple negativo (RH-/HER2-). Se llama asi debido a que tienen ausente el receptor de
estrégeno (RE-), el receptor de progesterona (RP-) y HER2-, tiene un pobre pronéstico de
tratamiento a diferencia de otros subtipos (American Cancer Society, 2017).
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Factores de riesgo que contribuyen a desarrollar cancer de mama

Existen factores de riesgo que se asocian ciertas variables del individuo, como por
ejemplo la edad (a mayor edad, mayor es el riesgo), la raza (donde se ha visto una mayor
incidencia en la poblacion blanca) y la genética (existe un alto riesgo en personas con la
mutacion hereditaria en los genes BRCAL y BRCA2). En mujeres, factores como la menarca
antes de los 12 afios de edad, menopausia después de los 52 afios, nuliparidad, primer
embarazo después de los 30 afios, uso de anticonceptivos hormonales y terapias hormonales de
reemplazo en la perimenopausia 0 posmenopausia por mas de 5 afios. Otros factores causales
se asocian a conductas personales o estilos de vida de la persona como fumar, sedentarismo, la
ingesta de bebidas alcohdlicas, la alimentacion (dieta rica en carbohidratos, baja en fibra y rica
en grasas trans) y obesidad. Otros factores causales son la exposicion a radiaciones ionizantes y
tratamientos de radioterapia en térax. (Cardenas et al., 2013; American Cancer Society, 2017).

Prevencién y control de cancer de mama

De acuerdo a la OMS existen dos métodos de deteccion precoz de CaMa, uno incentiva
el conocimiento de los primeros signos de la enfermedad a la poblacién, como ejemplo el
fomento de la autoexploracién para detectar alguna anomalia, y el otro método es el cribado, el
cual es la aplicaciéon sistematica de pruebas de tamizaje en una poblacién aparentemente sin
sintomas, como el fomento de chequeos clinicos y el empleo de mastografias a una determinada
poblacion con alta probabilidad de tener la enfermedad (WHO, 2007). La Norma Oficial Mexicana
NOM-041-SSA2-2011, para la prevencion, diagnostico, tratamiento, control y vigilancia
epidemiologica del cancer de mama establece la deteccion a través de la autoexploracion, la
exploracion clinica y las mastografias (para la identificacion en fase clinica), por lo que ambos
meétodos se emplean dentro del sistema de salud publica en México, ademas de que se realizan
distintas campafas de informacion a la poblacion sobre medidas de prevencién y control
mediante recomendaciones a seguir para mejorar estilos de vida, campafias de concientizacion
para el fomento a la autoexploracién y exploracion clinica (NOM-041-SSA2-2011, 2011; IMSS,
2015; ISSSTE, 2017), sin embargo el primer método tiene un riesgo predeterminado, debido a
qgue la enfermedad puede ser detectada en fases mas avanzadas, por lo que es importante
ampliar por un lado, las pruebas de tamizaje que puedan aplicarse en la poblacion ya que existe
una alta probabilidad de un mejor prondstico y una alta tasa de sobrevivencia, asi como
tratamientos asequibles (Martinez et al., 2009).

Inmunovigilancia

Paul Ehrlich desde 1909, propuso por primera vez la idea de que el sistema inmune
participa en la busqueda y eliminacion de células recién transformadas, antes de que sean
detectadas clinicamente. A mediados del siglo XX, en 1957 Burnet y Thomas, tomando base
evidencia experimental en modelos de ratdén donde se rechazaban tumores trasplantados mas la
idea propuesta por Ehrlich, formularon la teoria de la Inmunovigilancia, la cual fue hasta los afios
90 donde adquiri6 mayor solidez, con estudios en modelos knock-out, validando la existencia de
la inmunovigilancia en tumores inducidos. La inmunoedicion es un proceso dinamico que
describe la relacién entre sistema inmune y las células tumorales. Este proceso consta de 3
fases: 1) eliminacion: en donde, tanto el sistema innato como adaptativo reconocen y eliminan
las células tumorales, 2) equilibrio: donde una poblacion de células malignas son eliminadas y
otra parte de células malignas resiste los mecanismos efectores del sistema inmune y 3) escape:
donde las células tumorales evaden los mecanismos del sistema inmune (Burnet, 1970; Kim et
al., 2007; Topfer et al., 2011; Ravelli et al., 2017).
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Sistema inmune innato y Cancer de Mama

La inmunidad innata es la primer linea de defensa del organismo y dentro de los
componentes celulares importantes involucrados en el proceso de inmunoedicion, se encuentran
los linfocitos NK (Natural Killer en inglés), los cuales son células linfoides que provienen del
mismo precursor de los linfocitos T, pero no expresan el marcador CD3, ni el reordenamiento
para la expresion del Receptor de células T (TCR en sus siglas en inglés). Los linfocitos NK
expresan el ligando Fas o Fas-L (en inglés, Factor-associated suicide ligand), el cual es una
proteina transmembranal que interacciona con la molécula Fas de las células tumorales,
activando la via intrinseca de la apoptosis; asi mismo los linfocitos NK presentan el sistema de
perforinas y granzimas para la eliminacion de las células tumorales (Kim et al., 2007; Abbas et
al., 2012; Regueiro et al., 2010). En el caso de pacientes con CaMa, de los cuales no se detectd
un progreso de la enfermedad, hubo un incremento en la actividad de estos linfocitos (Carson et
al., 2004; Diaz-Zaragoza, 2015), ademas se ha observado como parte de mecanismo de evasion
al sistema inmune, que las células tumorales tienen silenciado la via intrinseca de la apoptosis
(Wang et al., 2017).

La reactividad de las NK se basa en la interaccion de receptores inhibidores y
activadores, los cuales se clasifican en 3 grupos dependiendo su estructura: 1) KIRs (en inglés,
killer-cell immunoglobulin-like receptors), los cuales son receptores inhibitorios especificos para
antigenos acoplados a moléculas de MHC de clase | (en inglés Major Histocompatibility
Complex) inhibiendo su actividad y activandose al detectar células tumorales sin moléculas
MHC-I. Se han reportado deficiencias en la maquinaria de procesamiento para acoplar
moléculas MHC-I en células de tumores de CaMa, ademés de un decremento de la expresion de
moléculas de MHC-I (Wang et al., 2017; Topfer et al., 2011). 2) NCRs (en inglés, natural
cytotoxic receptors) son un grupo de receptores activadores e inhibidores como ejemplos NKp46,
NKp30 y NKp44, los cuales dependiendo del ligando (generalmente moléculas no clasicas como
lipidos, glicolipidos) activan o inhiben la actividad de las NK. 3) Receptores de tipo C lectina,
como ejemplo el receptor NKG2D (en inglés, Natural group 2 member D), el cual es uno de los
receptores activadores cuyo ligando son proteinas MIC (MIC Ay MIC B) y proteinas 1 de union
UL16 (ULBP1 en sus siglas en inglés), las cuales se expresan en células en estrés y células
tumorales (Mincheva and Baranov, 2014; Konjevic et al., 2016; Ding et al., 2018). En cortes
histolégicos procedentes de tumores de CaMa se observé hasta un 20% mayor de expresion de
MIC Ay MIC B a diferencia de otros canceres (Ghandially et al., 2017).

Otro componente celular importante, el cual forma el vinculo entre la inmunidad innata y
adaptativa, son las células dendriticas (Dentritic Cells, DC en sus siglas en inglés), las cuales
llevan a cabo la presentacion de antigeno para la activacion de los linfocitos T naive, los cuales
proliferan y se convierten en células efectoras. El antigeno presentado es un péptido lineal
procedente de restos celulares tumorales acoplado a moléculas MHC-| para linfocitos T CD8+,
los cuales daran lugar como célula efectora a linfocitos T citotoxicos; o también acoplados a
moléculas MHC-II para linfocitos T CD4+, los cuales daran lugar a una variedad de linfocitos T
cooperadores (Th en inglés) o moduladores de otros linfocitos (Abbas et al., 2012; Regueiro et
al., 2010); esta diferenciacion de la variedad esté influida en funcién del microambiente tumoral
de las citocinas presentes, asi mismo, por la maduracion de las DCs; ya que se ha observado en
tumores de CaMa de pacientes en etapa temprana de la enfermedad, DCs de fenotipo inmaduro
(iDCs en inglés), las cuales son incapaces de inducir a linfocitos T y diferenciandolos en
linfocitos T reguladores (Treg) los cuales modulan a los linfocitos T citotoxicos CD8+ (Matsuura
et al., 2006; Rabinovich et al., 2007; Palucka et al., 2013). En infiltrados de tumores de pacientes
con CaMa agresivo, se ha observado una gran contenido de células Treg y Células Supresoras
Derivadas mieloides (MDSCs en sus siglas en inglés), las cuales liberan citocinas como IL-10,
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IL-35 y TGF-B, promoviendo la tolerancia inmunoldgica, suprimiendo la actividad citotoxica de
linfocitos T CD8+ y NK, promoviendo el crecimiento tumoral y angiogénesis (Ravelli et al., 2017,
Wang et al., 2017).

Antigenos tumorales y Cancer de mama

El CaMa al igual que otros canceres es una enfermedad heterogénea, debido a que las
células tumorales presentan distintas caracteristicas que las distinguen de una célula sana,
como es la inestabilidad de su material genético, la cual se ve reflejado en la expresion de
diversas moléculas que se generan de forma andmala o aberrante y en células sanas no se
estarian expresando, las cuales pueden ser reconocidas por el sistema inmune (Hanahan and
Weinberg, 2011). Estas moléculas se denominan antigenos tumorales o antigenos asociados al
tumor (TAAs en sus siglas en inglés), los cuales son clasificados en tres grupos: 1) los
neoantigenos, los cuales son péptidos acoplados a la molécula de MHC-1 y son derivados de
mutaciones genéticas, aberraciones cromosomicas, transformaciones virales y se encuentran
totalmente ausentes del genoma del organismo; 2) los auto-antigenos embridnicos o antigenos
oncofetales, los cudles son moléculas que se expresan normalmente en etapa fetal pero no
adulta, y se expresan de forma excesiva o0 de manera aberrante; y 3) los auto-antigenos
modificados, los cuales tienen distintas modificaciones post traduccionales en sus moléculas y
se expresan especificamente en el tumor (Wang et al., 2017; Topfer et al., 2011), dentro de este
grupo puede incluirse uno mas especffico, los cuales se denominan Antigenos de tipo
Carbohidrato Asociados a Tumor (TACAs en sus siglas en inglés), los cuales son el producto de
glicosilaciones aberrantes en moléculas que se sobre expresan tales como glicolipidos y
glicoproteinas en la superficie células tumorales (Heimburg-Molinaro et al., 2011; Cazet et al.,
2010a). HER2 es uno de los TAAs mas estudiados en cancer y se encuentra amplificado 39% en
CaMa, el cual se asocia a tumores mas agresivos, aumento de metastasis y disminucion de
supervivencia. Al igual que HER2 otros TAAs como MUC1, MAGE y NY-ESO-1 se sobre-
expresan en CaMa, del mismo modo, también se sobre expresa una diversidad de TACAs como
gangliosidos, sialil-Tn y sialil-Lewis, los cuales generalmente se asocian con un pobre prondstico
y disminucion de la supervivencia en pacientes con CaMa (Soliman et al., 2017; Sarmiento-
Rubiano, 2015; Cazet et al., 2010b).

Inmunoglobulina M. IgM natural y adaptativa en el reconocimiento de antigenos tumorales

Los anticuerpos o inmunoglobulinas son generados a partir del receptor de las células B
(BCR en sus siglas en inglés); cada receptor tiene la capacidad de reconocer antigenos de
manera especffica, entre ellos antigenos tumorales. Uno de los anticuerpos que reconoce
antigenos tumorales es la Inmunoglobulina M o IgM, la cual es el primer isotipo de
inmunoglobulina que se expresa en linfocitos B naive. IgM esta formada de cadenas pesadas [
(56 a 60 KDa) de 576 residuos de aminoacidos (aa). La region variable (V) contiene alrededor
de 124 aa. La region constante esta formada por 4 dominios (Cul-Cu4) y contiene 452 aa. Se
expresa como mondmero unido a la membrana en el linfocito B (denominada migM), el cual se
encuentra unido a dos glicoproteinas Iga (CD79a) e IgB (CD79B) como parte central del BCR
(Fig. 2a), asi mismo, se encuentra su forma secretable en forma de pentamero (denominada
slgM), cuyo peso molecular es de aproximadamente 970 KDa, cada monémero se encuentra
unido por enlaces disulfuro y cada pentamero posee una unién o cadena J (Fig. 2b). En su
forma soluble tiene 10 sitios de unidn a antigeno por lo que posee una alta avidez y baja
afinidad. Es muy eficaz en la activacion del complemento por medio de la via clasica con C1q, ya
gue soOlo se necesita una molécula de IgM para activarlo, seguido de la neutralizacion y
opsonizacién (Abbas et al., 2012; Klimovich, 2011).
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Figura 2. Estructura de IgM. a) IgM monomérica (migM). b) IgM pentamérica (Klimovich, 2011).

Existen dos grupos de IgMs las cuales dependen del subtipo de poblacién de linfocitos B
que las genere. El subtipo linfocitos B2 o linfocitos B foliculares (IgM**igD""CD21"*"CD23"")
produce IgM denominada adaptativa, ya que se produce en respuesta a un reto antigénico. El
antigeno reconocido depende de la respuesta por parte de los linfocitos Th, los cuales activan a
los linfocitos B2, por lo que es un tipo de respuesta T dependiente. IgM adaptativa es mono-
reactiva y especifica a epitopes peptidicos, esto es debido a un proceso de maduracion de la
afinidad, consecuencia de la hipermutacion somatica del rearreglo de los genes que codifican
para la region variable del anticuerpo, con el fin de adaptarse al reconocimiento del antigeno
presentado (Regueiro et al., 2010; Zouali, 2015). El subtipo células B1 CD5+ o células B-1a (en
roedores linfocitos B CD5+ y humanos CD20+ CD43+ CD27+) producen anticuerpos naturales,
los cuales se producen sin necesidad a un previo estimulo antigénico, por lo que es una
respuesta T independiente (Vas et al., 2013; Regueiro et al., 2010). Se unen preferencialmente a
estructuras conservadas como glicoproteinas y glicolipidos de superficie celular. Los linfocitos B1
son los que mayormente producen IgM natural, pero también la producen los linfocitos B de
Zona Marginal; ambos no requieren maduracion de la afinidad para su produccién. IgM natural
posee cadenas lambda a diferencia de IgM adaptativa la cual posee cadenas kappa (Vollmers
and Brandlein, 2009). IgM natural es el primer anticuerpo que se sintetiza en el recién nacido,
por lo que representa la primer linea de defensa del organismo en inmunidad humoral, teniendo
desde los primeros afios vida del organismo niveles altos de IgM, los cuales disminuyen con la
edad, pero manteniéndose presente (Ebrahimnezhad et al., 2017; Griffin et al., 2011; Lobo,
2016). IgM natural se une a los antigenos con baja afinidad (K, = 10° L mol*, o menos) a
diferencia de IgM adaptativa (K,= 10’-10" L mol™) esto debido por la especificidad (Zouali, 2015;
Zhou et al.,, 2007), ademéas de ser poli-reactiva, es decir, que simultdneamente se unen a
diferentes tipos de antigenos no relacionados estructuralmente, tanto antigenos procedentes de
agentes infecciosos, como antigenos propios de tipo carbohidrato de los grupos sanguineos
ABO, (glicoproteinas vy glicolipidos modificados post-traduccionalmente productos de
glicosilaciones aberrantes, los cuales reflejan un perfil recurrente de células en estrés, células en
estado pre y apoptético y células tumorales (Ebrahimnezhad et al., 2017; Zouali, 2015; Griffin et
al., 2011). IgM natural tiene un efecto citotoxico en células tumorales reconociendo TACAs y
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TAAs producidas en la superficie celular del tumor, ya que se encuentra presente a lo largo del
desarrollo del tumor (Brandlein et al., 2003; Diaz-Zaragoza, 2014; Manson et al., 2005; Shishido
et al., 2012). Tanto IgM natural como adaptativa participan en el proceso en el reconocimiento de
TAAs y TACAs, participando asi mismo en reclutamiento de antigenos, como también en la
eliminacion de células tumorales por medio de la activacion del complemento, neutralizacion e
induccion de apoptosis (Shishido et al., 2012; Diaz-Zaragoza et al., 2015a). El sistema inmune
elimina el desarrollo de carcinomas proporcionando anticuerpos contra células tumorales
(Brandlein et al., 2003; Vollmers and Bréndlein, 2005; Vollimers and Bréndlein, 2009).

Antigenos de membrana reconocidos por IgM en tumores de cancer de mama

FC-2.15 es un anticuerpo monoclonal IgM murino, el cual reconoce una fraccion de
carbohidrato O-glicano del trisacarido Lewis™ (también llamado Lex) de ciertas glicoproteinas de
adhesion en tumores de CaMa. Lex se encuentra normalmente presente en proteinas como las
selectinas de granulocitos polimorfonucleares (PMN). FC-2.15 induce una respuesta anti-tumoral
y neutropenia reversible (Capurro et al., 1998, 1999; Diaz-Zaragoza, 2015; Diaz-Zaragoza et al.,
2015b).

SC-1 es una IgM natural, la cual fue aislada de pacientes con carcinoma de estomago.
SC-1 reconoce un epitope de carbohidrato especifico de la glicoproteina DAF-B (en sus siglas
en inglés Decay Acceleration Factor-B), el cual se expresa en membrana de células cancerosas
del estbmago e induciendo apoptosis. SC-1 induce apoptosis en células de CaMa a través de la
inactivacion p-STAT3 SHP-1-dependiente y tiene efectos mas potentes que sorafenib en células
de CaMa humano (Volimers and Brandlein, 2006; Liu et al., 2013; Diaz-Zaragoza, 2015; Diaz-
Zaragoza et al., 2015b).

PAM-1 es una IgM monoclonal aislada de un paciente con carcinoma de estdmago;
reconoce una variante de CFR-1 (Receptor de factor de crecimiento de fibroblastos ricos en
cisteinas), la cual es una glicoproteina integral que regula la transcripcién de EGFR (receptor del
factor de crecimiento epidérmico humano o HER1) y FGFR (receptor del factor de crecimiento de
fibroblastos), los cuales se sobre-expresan en células tumorales. La union de PAM-1 a CFR-1
induce apoptosis in vitro e in vivo en células de tumores con CaMa. La presencia de CFR-
1/PAM-1 puede ser utilizada como herramienta de diagnéstico y agente terapéutico para
lesiones epiteliales pre-cancerosas y cancerosas en CaMa (Pohle et al., 2004; Brandléin et al.,
2004; Diaz-Zaragoza, 2015; Diaz-Zaragoza et al., 2015b).

GRP78 (proteina reguladora de glucosa de 78 KDa) es una chaperona de la familia HSP,
la cual juega un papel importante manteniendo la homeostasis celular participando en el
ensamblaje de complejos proteinicos en reticulo endoplasméatico. Es una proteina que en
condiciones normales se encuentra en citoplasma, pero frente condiciones patolégicas como en
cancer, se encuentra en la membrana celular. SAM-6 es una IgM monoclonal, la cual reconoce
una fraccion de un O-glicano de una variante modificada postraduccionalmente de GRP78, la
cual tiene un peso molecular de 82 KDa en CaMa. Asi mismo se une a lipoproteinas oxidadas de
baja densidad (LDL), induciendo endocitosis y favoreciendo su acumulacion para posteriormente
llevarse a cabo apoptosis (Rauschert et al., 2008; Brandléin et al., 2007; Diaz-Zaragoza, 2015;
Diaz-Zaragoza et al., 2015b).

Las mucinas (MUC) son una familia de glicoproteinas con elevado peso molecular
expresadas normalmente en superficie de células epiteliales. Existen mucinas asociadas a
membrana como son la 1y 16; la mucina 1 (MUC1) o Mucina Epitelial Polimérfica (PEM en sus
siglas en inglés) es una glicoproteina con un peso molecular aproximado de 250-500 KDa se
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encuentra asociada en membrana y constituye uno de los componentes de los ductos mamarios
de las células de tejido glandular normal. En CaMa esta proteina se encuentra altamente
glicosilada y se sobre expresa casi en un 90% de los casos. MUC16 se encuentra normalmente
en epitelio de la superficie ocular, tracto respiratorio superior y mesotelio de algunas cavidades
de los o6rganos reproductores (Gallegos et al., 2008; Sarmiento-Rubiano, 2015). IgM reconoce
epitopes de MUC1 (CA15.3 y CA27.29) y MUC16 (CA125), los cuales son los més estudiados en
cancer de ovario que en CaMa. IgM que reconoce los epitopes de MUC1 puede controlar la
diseminacién tumoral (Adluri et al., 1999; Diaz-Zaragoza, 2015; Diaz-Zaragoza et al., 2015b).

Los gangliésidos son una familia de glicoesfingolipidos complejos que contienen uno o
varios residuos de &cido sidlico. Son abundantes en membrana plasmatica de neuronas de
diversas proteinas, aunque se encuentran en menor proporcion en otros tipos celulares. Tienen
una funcion en la interaccion célula-célula (Cazet et al., 2010b; Rabinovich, 2004). IgM reconoce
glicoesfingolipidos como GD2, GM2 y Lewis”, los cuales se sobre-expresan de forma aberrante
en CaMa. IgM tiene un efecto citotéxico (Monzavi-Karbassi et al., 2007; Ragupathi et al., 2005
Pashov et al., 2009; Diaz-Zaragoza, 2015; Diaz-Zaragoza et al., 2015b).

Los antigenos carcinoembriénicos (CEA en sus siglas en inglés) son glicoproteinas
oncofetales ancladas a membrana que se sobre expresa en CaMa un 50% de los casos, aunque
no es especifico y llega a expresarse en mayor proporcion en carcinoma ductal que en lobular.
IgM reconoce a estos antigenos (Conry et al., 2000; Albanopoulos et al., 2000 Diaz-Zaragoza,
2015; Diaz-Zaragoza et al., 2015b).

Existen diferentes carbohidratos con estructura similar a la de los antigenos de grupos
sanguineos, los cuales se llegan a expresar en varios canceres, como es el caso del antigeno
oncofetal sialil-Tn (sTn), el cual es uno de los blancos utilizados para vacunas terapéuticas y se
ha observado que su expresion ha sido detectada en etapas tempranas de carcinogénesis. Se
encuentra anclado a membrana de ciertas glicoproteinas de células con CaMa. IgM reconoce al
antigeno sialil-Tn (Gilewski et al., 2007; Munkley, 2016).

Antigeno “middle T” o MT y su papel en latransformacién de células tumorales

El genoma del poliomavirus consiste de 5 kb (5300 pb) de dsDNA circular, el cual
contiene un origen de replicacion, una region enhancer encargada en la regulacion de la
transcripcién y replicacion del virus, genes que codifican en la transcripcion temprana para la
formacion de los antigenos T y genes que codifican en la transcripcion tardia para la formacion
de las proteinas de la capside del virus (VP1, VP2 y VP3). Para la sintesis de los antigenos T,
se lleva a cabo un splicing del RNA produciendo los transcritos de mRNA, los cuales daran lugar
a tres antigenos T (Fig. 3). Unos de los antigenos T son los antigenos “Large-T” (LT) y “Small-T”
(ST), los cuales promueven la iniciacion de sintesis de DNA viral y subsecuente el cambio en la
transcripcién tardia para la formacion de la capside viral en la célula infectada, asi mismo,
participan en la regulacion del ciclo litico del virus. Otro de los antigenos importantes es “Middle-
T” o MT, el cual es un mitégeno potencial y tiene la capacidad de convertir células del tejido
mamario normales a estado canceroso (Zhou et al.,, 2011; Fluck and Schaffhausen, 2009;
Gottlieb and Villareal, 2001; Nelson and Cox, 2005).
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Figura 3. Genoma del poliomavirus (aproximadamente 5300 pb). La transcripcion temprana de los
antigenos T, se encuentra en direccidén de las manecillas del reloj: LT: antigeno Large T, MT: antigeno
Middle Ty ST: antigeno Small T, mientras que la transcripcién de las proteinas de la capside (VP1, VP2 y
VP3) se encuentra en direccion en contra de las manecillas del reloj. ENH es el enhancer que regula la
transcripcion y replicacion y ORI el origen de replicacion (Fluck and Schaffhausen, 2009)

El antigeno MT del poliomavirus murino es una proteina de 421 aminoacidos, con un
aparente peso de 55 KDa. MT es el principal regulador tanto de la replicacion del DNA viral y la
transcripcion temprana y tardia de genes del virus, ademas es una proteina que no tiene una
actividad catalitica, sino mas bien que interviene con proteinas que participan en varias vias de
sefalizacion de crecimiento, proliferacion celular, sobrevida y apoptosis. Posee una region C-
terminal que se asocia fuertemente con membranas intracelulares, una regibn comun con el
antigeno ST y una region N-terminal la cual se localiza en direccion hacia la parte interna de la
célula infectada (zhou et al., 2011; Fluck and Schaffhausen, 2009; Gottlieb and Villareal, 2001;
Nelson and Cox, 2005).

En el proceso de transformacion de las células, la region N-terminal de MT une dos
subunidades de la Fosfoproteina fosfatasa 2A (PP2A en sus siglas en inglés), la cual es una
proteina trimérica y es relevante en el contexto de céncer, ya que tiene una funcion como
supresor tumoral. Una vez realizada la union entre MT y PP2A, este complejo proteinico se une
a una proteina de la familia src de tirosincinasas (PTKs en sus siglas en inglés), usualmente
pp60c-src o pp62c-yes (también algunos miembros de c-Fyn), la cual una vez activada, fosforila
un cierto nimero de tirosinas de MT. Tres de estas fosfotirosinas actian como sitios de union
para el dominio SH2 (Dominio Src 2 Homologo) o dominios PTB (dominios de uniéon de
fosfotirosina) de ShcA (Proteina de transformacion SHC, Y250), PI3K (cinasa fosfoinositol 3,
Y315), la proteina fosfolipasa C-y1 (PLC-y1, Y322). Una actua en una serina en el caso de la
proteina 14-3-3 (S257) y en esta unién se ha observado que permite la multimerizacién de MT
(Zhou et al., 2011; Fluck and Schaffhausen, 2009; Gottlieb and Villareal, 2001; Nelson and Cox,
2005).
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ShcA es una molécula adaptadora que se une a Grb2, esta union permite el
reclutamiento de proteinas adicionales tales factor de intercambio de guaninas (GEF) Sosl y
Gabl. Gabl es una proteina implicada en el sefialamiento de algunos factores de crecimiento
receptores de citocinas. Al unirse Gabl y Sos1, se activa Ras la cual desencadena la activacion
de Raf y MEK lo cual tiene como resultado la translocaciéon nuclear de miembros de la familia de
cinasas (ERK's/JNK) proteinas activadas por mitdogenos (MAPK) y subsecuentemente la
activacion transcripcional de fos, jun o0 myc, genes implicados en la proliferacion, sobrevivencia y
crecimiento celular (Fig. 4 y 5) (Zhou et al., 2011; Fluck and Schaffhausen, 2009; Gottlieb and

Villareal, 2001; Nelson and Cox, 2005).

Por otro lado, PI3K posee una subunidad reguladora p85, la cual tiene papel importante
con el RTK (Receptor de tirosina cinasa), esta subunidad se une a MT en la fosfotirosina 315,
desencadenando la activacion de PISK y a su vez activando una pequefia GTPasa Rac, asi
mismo por otro lado la activacion de PDK1 (proteina fosfoinositido dependiente de cinasa-1), la
cual induce la activacién de Akt como al igual de PI3K/p85. La suma de estos eventos provoca el
blogueo de la apoptosis de las células transformadas, la produccion de nuevos lipidos regulados
por Akt, promueve la division celular y la induccion de sintesis de proteinas (Fig. 4 y 5) (zZhou et
al., 2011; Fluck and Schaffhausen, 2009; Gottlieb and Villareal, 2001; Nelson and Cox, 2005).

La fosforilacién de la tirosina 322 conlleva la union de PLC-y1 a MT en donde se ha
observado un incremento en la fosforilacion de PLC-y1 y un incremento en la produccion de
moléculas mensajeras de diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3) mediante la hidrélisis de
fosfatidilinositol bifosfato (PIP2). DAG activa a Proteinas serin-treonina cinasas pertenecientes
de la familia de Proteinas Cinasas C (PKC en sus siglas en inglés), las cuales poseen un rol
importante dentro de crecimiento y diferenciacion celular. IP3 interviene en la apertura de
canales de calcio teniendo una funcién importante en el trafico vesicular y regulacion de estrés
debido a la presion osmatica (Fig. 4 y 5). Se ha observado que MT se une también a proteinas
como TAZ, la cual es un regulador transcripcional, asi mismo, regula la diferenciaciéon de células
troncales, promueve la proliferacion y tiene funciones en la tumorgénesis en CaMa y HSC70, la
cual es una chaperona 70 de choque térmico y se ha observado que compite con PP2A (Fig. 4)
(Zhou et al., 2011; Fluck and Schaffhausen, 2009; Gottlieb and Villareal, 2001; Nelson and Cox,
2005).
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Figura 4. Cascada de sefializacion: transformacion a células tumorales por MT. Sitios de unién para la
activacién de fosfotirosinas e interaccion de proteinas con MT (Fluck and Schaffhausen, 2009).
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Figura 5. Esquema resumido de cascada de sefializacién de unién de proteinas con MT (Fluck and
Schaffhausen, 2009).
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ANTECEDENTES
Ratones transgénicos PyVT

En la investigacion para la deteccion y tratamiento del CaMa se utilizan modelos murinos;
uno de ellos es el modelo de ratones transgénicos FVB/N-Tg (MMTV-PyVT) 634Mul/J (ratones
transgeénicos PyVT), los cuales expresan el oncogen de MT. Como anteriormente se menciono,
MT induce la transformacion de células del tejido mamario a estado tumorgénico (Guy et al.,
1992). MT se expresa en glandulas mamarias bajo el control del promotor MMTV (Mouse
mamary tumor virus) principalmente en glandulas mamarias, pero también en glandulas
salivales, ovarios, epididimo, y con alta frecuencia en etapas metastasicas en pulmon. Una
diferencia entre el modelo de ratones transgénicos PyVT y humanos, es que en humanos la
mayoria de los tumores son receptores de estrogeno positivos (RE+), mientras que la mayoria
de los tumores desarrollados en los ratones transgénicos PyVT son receptores de estrdgeno
negativos (RE-) o poseen bajos niveles de RE-, son receptores de progesterona negativos (RP-)
y ademas de bajos niveles de p53 (Maglione et al., 2001). En tumores metastasicos en este
modelo se extienden a pulmoén, mientras que en humanos, el cancer se extiende a diferentes
organos (Fluck and Schaffhausen, 2009; Zagozdzon et al., 2012). Este modelo emula el
desarrollo de CaMa, desde etapas iniciales a estadios finales de la enfermedad, ademas se
observd que la expresion potencial del oncogen MT se genera a partir de la semana 5 de edad
(Zagozdzon et al., 2012), asi mismo, se desarrollan lesiones no invasivas (Maglione et al., 2001).

Cabe destacar la importancia del papel de IgM en el reconocimiento de antigenos
producidos por la células tumorales en CaMa dentro de las primeras etapas de desarrollo de la
enfermedad. Las caracteristicas IgM y el tipo de antigenos reconocidos expresados en CaMa,
tienen el potencial de ser utilizados como herramienta de diagnostico temprano (Diaz -Zaragoza
et al., 2014, 2015a, 2015b). En su mayoria los antigenos reconocidos se asocian a proteinas de
membrana, por lo que se pretende identificar el perfil de reconocimiento de IgM hacia los
antigenos expresados en CaMa murino utilizando el modelo de raton transgénico PyVT, a partir
de la 5° semana de edad la cual muestra ser una etapa crucial para el reconocimiento temprano
de antigenos tumorales.
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OBJETIVO GENERAL

Describir el patron de reconocimiento de los anticuerpos IgM hacia antigenos de
membrana expresados en cancer de mama murino de ratones hembra transgénicos PyVT, a
partir de una posible etapa de reconocimiento temprano de antigenos tumorales; para obtener un
antigeno (o antigenos) candidato(s) para ser utilizado(s) como una posible herramienta para el
diagnoéstico temprano.

Objetivos especificos

- Obtener tejido mamario y suero de ratones hembra transgénicos PyVT portadores del
oncogen MT que desarrollaran cancer de mama y ratones no portadores.

- Comparar y detectar diferencias entre los patrones de reconocimiento de IgM hacia
antigenos de membrana expresados en tejido mamario de ratones hembra transgénicos
PyVT, a partir de la posible etapa de reconocimiento temprano de antigenos tumorales en

adelante.
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METODOL OGIA
Reproduccién de ratones transgénicos

Se utilizaron ratones hembra transgénicas FVB/N-Tg (MMTV-PyVT) 634Mul/J de 5y 6
semanas de edad, las cuales fueron criadas en la Unidad de Modelos Bioldgicos (UMB) del
Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. Se les proporcion6 agua y alimento ad libitum.
Todos los experimentos con ratones se llevaron a cabo de acuerdo al codigo de ética y normas
de la UMB del Instituto de Investigaciones Biomédicas:
https://www.biomedicas.unam.mx/servicios/unidad-de-modelos-biologicos/.

Identificacion de ratones portadores del oncogen

Para determinar si los ratones portan el oncogen MT, se obtuvo una muestra proveniente
de la punta de la cola de los ratones de 3 a 5 mm aproximadamente, la cual se extrajo DNA para
amplificarlo utilizando PCR (en inglés Polymerase Chain Reaction). Se utilizaron dos técnicas
diferentes de extraccion de DNA.

- Fenol - Cloroformo: Los reactivos utilizados y las muestras se mantuvieron a 4°C. Las
muestras se lisaron mecanicamente y homogeneizaron en una solucién de Urea 6M, se
centrifugaron a 4500 rpm por 10 minutos a 4°C. El sobrenadante se recupero en un tubo de 1.5
mL y se centrifugd con la misma cantidad de fenol liquido. Al sobrenadante se le incorporé 200
ML cloroformo y posteriormente se centrifugé. Con cloroformo se forman dos fases divididas por
una pelicula de proteinas; la fase superior se recuperé y se centrifugé nuevamente, pero con la
misma cantidad en cloroformo. Se tomoé la fase superior y se centrifugd con el doble de la
cantidad de alcohol etilico 100% y 10uL de acetato de sodio 3M pH 5.2. Se desech¢ el
sobrenadante y se conservo el pellet, el cual se lavo 2 veces con 200 pL de etanol al 70%. Se
dej6 secando por 30 min. El precipitado formado se resuspendié con 50 uL de H,O libre de
nucleasas y un uL de RNAsa.

- Extraccion de DNA utilizando columnas: Se agregd una solucion de digestion Master
Mix para cada muestra, del Kit-Wizard SV Genomic DNA Purification System (Nuclei Lysis
Solution, 0.5M EDTA pH 8, Proteinasa K (20mg/mL) y RNAsa A solution (4mg/mL)). Las
muestras se dejaron a bafio maria a 55 - 56°C por toda la noche. Se retiraron del bafio maria y
se centrifugaron a 5000 rpm por 2 min. Se recuper6 el sobrenadante y se agregd Buffer Wizard
SV Lysis; se agitd unos segundos y se transfiri6 a una columna Wizard SVA Minicolumn
Assemble, la cual posee un tubo colector y un tubo con una matriz. Se centrifugé a 14000 rpm
por 3 min y se retird el sobrenadante del tubo colector. Se realizaron 4 lavados con la solucion
de lavado CWA con etanol al 96%, donde se centrifugd a 14000 rpm por un min, retirando el
eluido del tubo colector entre cada lavado. Una vez retirado el dltimo eluido, se centrifugdé 2 min
para secar la matriz. La columna se colocé encima de un tubo eppendorfy se le agregé H,O libre
de nucleasas para centrifugar y se almacené a -20°C.

Una vez obtenido el DNA, se procedi6 a amplificarlo utilizando PCR con el Kit de
reactivos Axygen Bioscience (Buffer 10X (20 mm Tris-HCI un pH 8.0, 100 mm KCI, 0.5% Tween
20, 0.1 mm EDTA, 1mm DTT y 50% de glicerol), dNTP (100mM de concentracion total, 25mM
por cada dNTP), cloruro de magnesio (MgCl,) y la TAQ DNA polimerasa (756 pb) 500 unidades).
A esta mezcla se agregaron los primers de B actina como control (Forward: 5'-
GGAGGTCATCACTATTGGCAACGAG-3" y Reverse: 5-TGTTTACGGATGTCAACGTCACACT-
3) y los de Pyvl (Sigma, 384 5 -GGGAAGCAAGTACTTCACAAGG vy 385 5'-
GGAAAGTCACTAGGAGCAGGG). La mezcla de reaccion se incub6 en el termociclador (Bio-
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Rad MyCyler Thermal Cycler). Una vez obtenida la muestra amplificada, se corrié en un gel de
agarosa (1%) y se observo el gel en distintos equipos (Typhoon 9500, KODAK Gel Logic 100
System y transiluminador UV) para la identificacion de ratones portadores.

Obtencion de suero

Los ratones hembra PyVT se sangraron por Ultima vez por la arteria coccigea media de la
cola a la 5° y 6° semana postnatal. La sangre se refrigeré a 4°C por 30 min como minimo para
coagulacion; se centrifugo y el suero se almaceno a -80°C hasta su uso.

Extraccion de tejido mamario

Los ratones PyVT se sacrificaron a la 5° y 6° semana postnatal (un raton hembra
portador del oncogen MT y uno no portador, por cada semana de edad correspondiente). Cada
raton fue anestesiado al introducirlos en un recipiente con hielo seco y se dislocaron
cervicalmente. Se extirpo el tejido mamario completamente (los 3 pares de mamas toracicas y 2
inguinales) y se almacené a -80°C hasta su uso.

Extraccion y cuantificacién de proteina de membrana

Se realiz6 un pool de todos los pares de mamas y cada muestra se homogeneizé
mecanicamente con 1 mL de PBS pH 7.4 y 10 uL de inhibidor de proteasas (Halt™ Protease
and Phosphatase Inhibitor Single-Use Cocktail (100X)), hasta obtener un extracto homogéneo. El
extracto se centrifugé a 1537.25 xg por 15 min a 4°C. El sobrenadante se transfiri6 a un tubo
ultracentrifuga de policarbonato (mod. 3556430: 16 x 76 mm), el cual se colocé al rotor 90Ti
(Beckman Counter). Las muestras se ultracentrifugaron a 100,214 xg por una hora a 4°C. Se
conservo el pellet y fue resuspendido con 100 pL de amortiguador de lisis (Urea 6M, Tiourea 2M,
2% CHAPS, 2% anfolinas pH 3-10 (Bio-Lyte), DTT 50mM, 2% v/v NP-40 y Triton x-100 al 1.5%).

Se cuantificé proteina realizando una curva de calibracion utilizando como referencia
concentraciones conocidas de albumina de suero bovino (BSA) y utilizando el método de
Bradford con el espectrofotometro (Multiskan FC lector de microplacas, Thermo Scientific).

Hidratacion de tiras IPG

Una vez cuantificada la proteina, se hidrataron tiras IPG (tiras IPG lineales de 7 cm de
pHi de 3-10, GE Healthcare) con 100 ug de proteina por tira, en una solucién aforada a 125 L
con el buffer de lisis mas 0.001% azul de bromofenol. Los 125 pL de la solucion se colocaron
cuidadosamente sin formar burbujas, a lo largo de un carril de la bandeja de hidratacion, y se
colocd encima la tira cuidadosamente para dejarla absorber por 30 minutos. Las tiras se
cubrieron con aceite mineral y se dejaron hidratar toda la noche.

Isoelectroenfoque y equilibrio de tiras IPG

Para separar las proteinas en una dimension (de acuerdo a su punto isoeléctrico), la tiras
una vez hidratadas, se colocaron en el equipo de isoelectroenfoque (Protean IEF Cell, BioRad) y
se dejaron hasta alcanzar 4000 V y 10000 VH.

Las tiras se equilibraron con dos lavados de 10 minutos. Ambos lavados se utilizé una
solucién Urea 6M, 0.375M Tris-HCI pH 8.8, 2% SDS y 20% glicerol; s6lo que para el primer
lavado agregando 2% (w/v) DTT y el segundo 2.5% (w/v) iodo-acetamida.
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Electroforesis 2D

La separacion de las proteinas en dos dimensiones (agregando peso molecular), la tiras
se colocaron sobre geles de acrilamida (Mini-PROTEAN TGX Precast Gels, 10-20%, Bio-Rad) y
se sometieron a electroforesis a 100 V por aproximadamente 2 horas en una camara humeda
(Mini-Protean Tetra Cell, Bio-Rad) en buffer de Tris-glicina-sulfato dodecil de sodio (25 mM Tris,
pH 8.3, 250 mM glicina y 0.01% SDS).

Transferencia a membrana de nitrocelulosa

Las proteinas del gel fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa (7 x 10 cm,
GE Healthcare Amersham™ Protran™ NC Nitrocellulose Membranes: Rolls) en una camara
humeda (Mini Trans-BlotCell, Bio-Rad) a 100 V por 1 hora y 10 minutos con buffer de Tris-
glicina-metanol (Tris 25 mM pH 8.3, 250 mM glicina y 20% v/v metanol). Terminando la
transferencia, la membrana se lavd con solucion de 12 mM HCI (llamada sensitizer) y
posteriormente se tifid con la misma solucién junto con CPTS (copper(ll) phthalocyanine-
3,4',4" 4"'- tetrasulfonic acid tetrasodium salt), una vez tefiida la membrana el colorante se retird
y se procedi6 a escanear la membrana (HP Scanjet G4050). Las imagenes digitalizadas se
conservaron a una resolucién de 300 dpi en formato TIFF. Las membranas se destifieron con
una solucién Eracer (50 mL 0.2 M KCI + 40.8 mL 0.2 M NaOH pH 12.5) y posteriormente se
lavaron 10 minutos con sensitizer.

Western Blot

Una vez terminado el lavado con sensitizer, la membrana se bloqueé con 20 mL de una
solucién de PBS-Tween 20 (0.3%) y 5% leche descremada baja en grasas (Blotto, non-fat dry
milk: sc-2324) durante toda la noche. Se retird la solucién y se incorporé el suero del raton a una
dilucion 1:300 con las mismas concentraciones de PBS-Tween 20 y leche durante 8 horas a 4°C.
Se hicieron lavados con PBS-Tween 20 (4 lavados de 10 min) y se incorporé el anticuerpo
secundario (goat anti-lgM mouse, ZIMED) a una dilucion de 1:1250, s6lo con PBS-Tween 20 por
2 horas a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, se hicieron lavados con PBS-Tween 20
(5 lavados de 8 minutos) y se revelaron con DAB-PBS-Tween 20 (3,3'-Diaminobenzidina; 0.5
mg/mL; 10 minutos) y 10 uL de peréxido de hidrogeno 30%. Las membranas se lavaron con H,O
MiliQ, se secaron con papel filtro y se digitalizaron.

Andlisis de inmunoblots-2D

Las imagenes digitalizadas de cada membrana son los inmunoblots-2D; tomando como
referencia el analisis reportado en 2009 por Ostoa-Saloma. Cada inmunoblot-2D fue digitalizado
utilizando escaner (HP Scanjet G4050) a una resolucion de 300 dpi en formato TIFF tomando los
mismos parametros de intensidad y contraste de luz para cada uno. Se obtuvieron duplicados de
imagenes de cada membrana, es decir, la primer imagen digitalizada muestra los puntos o spots
del total de proteinas de membrana obtenidas (separadas por peso molecular y punto
isoeléctrico), mientras que la segunda imagen muestra del total de proteinas, sélo las proteinas
gue IgM reconoce, es decir, los antigenos reconocidos por IgM. Se seleccion6 una imagen
proveniente del total de proteina, la cual tuviese una mejor calidad y cantidad de spots, la cual se
utilizé como referencia para acoplar en Adobe Photoshop los spots que tenian en comun en la
mayoria de inmunoblots-2D. Una vez acoplados los spots de los inmunoblots-2D, se obtuvieron
los pesos moleculares (PM) y puntos isoeléctricos (pl).
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RESULTADOS
Identificacion de ratones portadores, obtencion de suero y extracciéon de tejido mamario

Se identificaron hembras portadoras del oncogen MT (hembras positivas) y hembras no
portadoras (hembras negativas) de las semanas 5y 6 de edad. La figura 6a muestra un ejemplo
del gel de identificacion de una hembra negativa y una positiva.

Se obtuvo suero y se extrajo todo los pares de mamas (3 pares de mamas toracicos y 2
pares de mamas inguinales). La figura 6b muestra la ubicacion ventral lateral derecha de los

pares de mamas extraidas de cada raton.

Hembra Hembra
negativa ositiva

oncogen MT: 530 pb

B actina: 220pb

Figura 6. Identificacién de hembras portadoras del oncogen MT y extraccién de tejido mamario. a) Carril
izquierdo corresponde al DNA de una hembra no portadora de oncogen MT (hembra negativa). Carril
derecho corresponde al DNA de una hembra portadora del oncogen MT (hembra positiva). De arriba hacia
abajo, primer banda correspondiente al oncogen MT (530 pb), segunda banda corresponde al control 3
actina (220 pb). b) Ubicacion del lado derecho de las mamas del ratén. Circulos en azul muestran las
ubicaciones de las mamas toracicas extraidas. Circulos en verde muestran las ubicaciones de las mamas
inguinales extraidas.
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Cuantificacion de proteinas de membrana de tejido mamario de ratones hembra
PyVvT

Una vez obtenida la proteina de membrana, se cuantificé tomando como referencia una
curva patrén con concentraciones conocidas de albumina de suero bovino (BSA); se obtuvo un
coeficiente de correlacion de R?=0.9859 (fig. 7). Se utiliz6 un pL de la solucién de proteina de
cada raton y se obtuvieron las concentraciones, para ajustarlas a la ecuaciéon y obtener 100 ug
de proteina.

0.5

043 Absorbancia -
0.4 M) Concentracion de BSA (pg pL-1)
0.35 :
0.3 0 0.258333333
= y =0.0169x +0.2601 - ! .
G0 R?=0.9859 1 0.287
g 2.5 0.299666667
-g 0.1 5 0.331666667
700 7.5 0.392
o
0 ) 4 5 . o0 » 10 | 0.431666667

Concentracion de BSA (pg pL-1)

Figura 7. Curva patrén y tabla para la cuantificacién de proteina de membrana de tejido mamario de
ratones PyVT.

Inmunoblots-2D

Se analizaron 4 inmunoblots-2D (semana 5 y 6 junto con controles de cada grupo de
edad), los cuales fueron elaborados por el técnico del laboratorio (M. en C. Ricardo Hernandez).

Las imagenes de las membranas se acoplaron en photoshop junto con las imagenes resultado
del total de proteina de cada inmunoblot-2D (fig. 8).
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Proteina total 2D-inmunoblot

Semana 5
Negativa

Semana 5
Positiva

Semana 6
Negativa

Semana 6
Positiva

Figura 8. Membranas con total de proteina e inmunoblots-2D. Las membranas del lado izquierdo muestran
en azul los spots del total de proteina de cada grupo de edad. Las membranas del lado derecho son los 2D-
inmunoblots, el reconocimiento de IgM a la proteina de membrana de los diferentes grupos de edad.

En todos los inmunoblots-2D se muestra una reaccion antigeno-anticuerpo marcado (spot), la
cual tiene un peso aproximado de 37 KDa y un punto isoeléctrico de 5 en la escala de pH; por lo
gue no hubo diferencias entre los grupos de edad y entre grupos de hembras positivas y
negativas.
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DISCUSION

CaMa es uno de los canceres femeninos mas frecuentes a nivel mundial (OMS, 2015),
manteniendo una mayor incidencia de los casos en paises desarrollados, aunque por otro lado,
manteniendo una notable diferencia con respecto a la tasa de sobrevivencia en paises en
desarrollo; esto en gran medida influye por la deteccién oportuna de la enfermedad (Anderson et
al., 2008; Coleman et al., 2008; Akram et al., 2017).

En México son pocos los casos detectados de forma temprana, a pesar de los esfuerzos
realizados en campafias de fomento a la auto-exploracion, chequeos meédicos y empleo de
mastografias en la poblacién (INEGI, 2016); sigue siendo un reto detectar la enfermedad en las
primeras etapas, por lo que herramientas o técnicas que puedan reconocer sefales de
advertencia de la enfermedad en un estado aparentemente asintomatico, mantienen una gran
ventaja; por lo que es necesario abordar a fondo en la investigacion de herramientas o técnicas
asequibles y de bajo costo para su produccion, para proporcionar un diagndstico temprano de la
enfermedad y asi aumentar la probabilidad de un pronéstico favorable y un tratamiento eficaz
(WHO, 2007; Martinez et al., 2009).

Los biomarcadores no invasivos son mas factibles para utilizarlos como herramientas
para la deteccion de las primeras fases de CaMa; entre ellos, los biomarcadores serologicos los
cuales tienen una alta sensibilidad de deteccion. Estos biomarcadores detectan diversos
compuestos de suero producto de alteraciones ocasionadas por el cancer, como puede ser ADN,
ARN, proteinas circulantes. Un ejemplo especifico, son los utilizados para el reconocimiento de
compuestos sialilados modificados en lipidos y glicoproteinas presentes en CaMa derivados de
alteraciones en la maquinaria post-traduccional (Li et al., 2017; Zhang et al., 2018).

Los ratones PyVT portan el oncogen MT, el cual tiene la capacidad de transformar a
células de tejido mamario en estado normal a estado tumorgénico, esto debido a la alteracién
gue ejerce el antigeno MT en vias implicadas de proliferacién celular, crecimiento, sobrevida y
apoptosis (Guy et al., 1992; Zhou et al., 2011; Fluck and Schaffhausen, 2009; Gottlieb and
Villareal, 2001). Este modelo murino fue propuesto para el proyecto debido a que emula las
condiciones de desarrollo de la enfermedad de CaMa, es decir, desde el inicio de la enfermedad
hasta fases metastasicas; asi mismo tomando en cuenta el tipo de caracteristicas que IgM posee
en el reconocimiento de TAAs y TACAs; abre la posibilidad de encontrar alguno o algunos que
sean reconocidos de manera temprana y que podrian ser considerados como una herramienta
de diagndstico temprano en esta enfermedad (Diaz-Zaragoza et al., 2014; 20152, 2015b ; Diaz-
Zaragoza, 2015).

Existen biomarcadores serolégicos utilizando la Inmunoglobulina G (lgG), los cuales por
el tipo de caracteristicas de este anticuerpo tienen una respuesta fuerte y durable contra
antigenos tumorales asociados a CaMa (Richichi et al., 2014), sin embargo, la respuesta se
produce en etapas avanzadas, ademas de que se ha observado inmunosupresion de esta
inmunoglobulina en modelo de ratén 4T1 y también en mujeres con CaMa (Llanes-Fernandez et
al., 2006; Diaz-Zaragoza et al., 2015a; Rodriguez and Padilla, 2008), ademas de que se ha
observado que IgM a diferencia de IgG, presenta amplio panorama de reconocimiento de
antigenos en las primeras etapas de la enfermedad; por lo que comparando, IgM tiene mayor
potencial de reconocer antigenos tumorales de forma temprana (Diaz-Zaragoza, 2015; Diaz-
Zaragoza et al., 2015a).

Se esperaba encontrar un patrén de reconocimiento variable de las imagenes de los
inmunoblots-2D de hembras portadoras del oncogen MT respecto al de hembras no portadoras,
ya que IgM podria reconocer los TAAs o de forma especifica los TACAs, que se generaran de
las células transformadas a diferencia de las células de las hembras no portadoras, asi mismo,
se esperaba obtener diferencias entre los grupos de semanas de edad. Se presentd una
reaccion antigeno-anticuerpo (spot) en comun en los inmunoblots-2D; la cual aproximadamente
tiene un peso molecular de 37 KDa y un punto isoeléctrico de 5 en la escala de pH, ademas de
ser un antigeno proteico asociado a membrana celular, debido al tipo de protocolo que se
empled para extraer proteina de membrana.
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Cabe sefialar puntos importantes del experimento con respecto a las expectativas:
primero, el patrén de reconocimiento entre individuos de cada grupo de edad se hizo con 2
ensayos para cada uno (experimental y control). Es necesario obtener un volumen de muestra
mayor entre los grupos de edad para observar si este tipo de patrén se produce de forma
general, ya que se ha observado que el patrén de reconocimiento de IgM puede tener
variaciones entre individuos. Esto se ha observado en CaMa de modelo murino de ratones
BALB/c con células 4T1 implantadas (Diaz-Zaragoza et al., 2014). En este estudio, el patréon
reconocimiento se basoé utilizando a IgM considerada como anticuerpo natural (antes de la
implantacién de células 4T1) e IgM adaptativa (después de la implantacion), en donde se
observo una diversidad de spots antes y después de la implantacién (Diaz-Zaragoza, 2015;
Diaz-Zaragoza et al., 2015a). Este modelo murino emula las condiciones metastasicas de la
enfermedad, por lo que el reconocimiento se realizé en un tiempo relativamente corto, ya que
este modelo se caracteriza por la velocidad con la que puede formarse el tumor primario (Pulaski
and Ostrand-Rosenberg, 2000). En el caso de los ratones PyVT al ser un modelo en el que
muestra las condiciones de desarrollo de la enfermedad de CaMa, es de esperarse que el
reconocimiento de antigenos se lleve tiempo después, ademas no se podria distinguir en los
resultados la reaccion antigeno-anticuerpo entre IgM natural e IgM adaptativa, por lo que se
podria considerar la participacion en conjunto, ya que se ha comprobado que ambas pueden
proveer proteccion inmune completa, aunque en diferente locacion y tiempo (Diaz-Zaragoza,
2015; Baumgarth et al., 2000). Ademés otro punto en consideracion, es la poca variabilidad
obtenida, la cual radica en que se limitd a extraer especificamente proteina de membrana,
reduciendo el espectro de reconocimiento.

El segundo punto, es el patrén de reconocimiento con respecto a la edad, ya que sélo se
observa entre la semana 5 y 6 de edad, esto con el fin de observar el patrén generado donde
hay cambios en las células transformadas, debido a que la quinta semana de edad forma una
etapa critica ya que hay lesiones no invasivas en tejido mamario y MT se expresa de forma
potencial (Maglione et al., 2001; Zagozdzon et al., 2012). Datos no publicados de una hembra
portadora de 7 semanas de edad, arrojan que posiblemente el cambio en el reconocimiento se
genere después, por lo que abre la posibilidad de encontrar al o a los antigenos-anticuerpo
candidatos a ser considerados como una herramienta de diagndstico temprano. IgM natural tiene
la capacidad de reconocer cambios minimos en las estructuras de varios glico-epitopes
modificados post-traduccionalmente, producto de glicosilaciones aberrantes de células en estado
pre-canceroso Yy células cancerosas (Brandlein et al., 2003 Vollmers and Brandlein, 2006), asi
mismo también participa en su eliminacion, por lo que este tipo de reconocimiento posiblemente
se esté generando después de la semana 6 de edad en ratones transgénicos PyVT. Por otro
lado también se ha observado que IgM natural reconoce fracciones de péptidos localizados en el
carboxilo terminal de diversas proteinas (Sokoloff et al., 2001), asi mismo participa en el
reconocimiento y eliminacién de células senescentes, restos celulares, células en estado pre y
apoptotico (Ebrahimnezhad et al., 2017; Zouali, 2015; Griffin et al., 2011; Volimers and Brandlein,
2009), tomando en cuenta el proceso de inmunoedicion en donde diversas células estan siendo
eliminadas por diversos componentes celulares y humorales (Topfer et al., 2011; Ravelli et al.,
2017).

Los resultados muestran el patron de reconocimiento de IgM a antigenos asociados a
membrana durante la semana 5 y 6 de edad de los ratones PyVT. Aunque los resultados no
arrojan lo esperado con relaciéon a encontrar posibles antigenos candidatos para considerarlos
como una posible herramienta de diagndstico temprano de la enfermedad de CaMa, dan un
indicio a investigar al respecto, ya que posiblemente el reconocimiento se esté presentando
después de la semana 6 de edad.
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CONCLUSIONES

Los resultados describen patron de reconocimiento de IgM a antigenos asociados a
membrana de las semanas 5 y 6 de edad en ratones transgénicos PyVT. Se presentd una
reaccion antigeno-anticuerpo (spot) en comun en los inmunoblots-2D, el cual tiene un peso
molecular aproximado de 37 KDa y un punto isoeléctrico de 5 a la escala de pH.

Posiblemente el reconocimiento de IgM a antigenos tumorales, se esté llevando después
de la semana 6 de edad, por lo que es necesario investigar al respecto, para encontrar el posible
o0 posibles antigenos candidatos que sean considerados como herramienta de diagnostico
temprano de la enfermedad de CaMa.
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