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Justificacion

Se decidio realizar el estudio de “Uso del inhibidor de la cinasa de
residuos de tirosin Sunitnib para inducir incremento en la mortalidad en
cultivos primarios de células de cancer de mama resistente al agente de

guimioterapia doxorrubicina mediado por PDG[F-Receptor del factor de

crecimiento derivado de plaquefds, dada la importancia que cancer de

mama en el pais. El aumento de la tasa de mortalidad en los ultimos afios
requiere de tratamientos efectivos en estas pacientes. El uso de inhibidores
de cinasas de residuos de tirosina en otros tumores ha representado ventajas
en supervivencia libre de enfermedad y periodos prolongados libre de
enfermedad. Es importante encontrar medicamentos o combinaciones de
los mismos que ayuden a revertir la resistencia a una droga de amplio uso
en todos los contextos del cancer de mama, y es por eso que se decidid

efectuar este estudio. La inhibicion del PDE¥FRe ha estudiado en otros

tumores y muy brevemente en cancer de mama, por lo que es importante
tener la experiencia en células de tumores de pacientes mexicanas.

Objetivos



. Demostrar la resistencia al agente de quimioterapia doxorrubicina en
lineas celulares y cultivos primarios de cancer de mama.

. Evaluar la efectividad citotoxica y/o citoestética del sunitinib en
lineas y cultivos primarios de cancer de mama.

. Valorar la respuesta citotoxica y/o citsotatica al tratamiento
combinado de sunitinib y doxorrubicina en células resistentes a la
doxorrubicina.

. Demostrar inhibiciéon de la fosforilacion del PDGFR B por el
sunitinib.



Hipotesis
El uso del inhibidor de cinasa de residuos de tirosina Sunitinib incrementa

la mortalidad celular en cultivos primarios de células resistentes a la
doxorrubina mediado por la accion del PDGER

Hipotesis Nula:
El uso del inhibidor de cinasa de residuos de tirosina Sunitinib no
incrementa la mortalidad celular en cultivos primarios de células resistentes

a la doxorrubina mediado por la accion del PD@GEFR



Introduccion:

Céancer de Mama El cancer de mama es la segunda causa de muerte
en EEUU y en México, la incidencia ha ido aumentando en 1-2%
anualmente desde 1960. Se esperaba para el 2002 se diagnosticaran
1,151,298 casos nuevos en EEUU, en México se diagnostican 25 nuevos
casos dia. EI mayor nUmero de casos se presentan en paises desarrollados,
la tasa de mortalidad en EEUU ha ido disminuyendo, actualmente, se
encuentra en 20 por 100,000 habitantes. En contraste, en México la tasa de
mortalidad no ha disminuido, al contrario, ha tenido una tendencia al
incremento, para el 2004 la mortalidad en el pais era de 2 por 100,000
habitantes, como se muestra en la grafite2)
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Fuente: Base de Mortalidad del INEGI, Base de Poblacion CONAPO 2004

La incidencia de cancer de mama a la edad de 25 afos es de 10 en
100,000 y esto se incrementa hasta 100 veces a la edad de 45 afos
(3)siendo uno de los principales factores de riesgo como se muestra en la
siguiente tabla



Riesgo Relativo
Edad >10
Localizacion Geografica 5
Densidad Mamaria >5
Edad de la menarca 3 (antes de los 11 afios)
Edad a la menopausia 2 (después de los 54 afos)
Edad al 1er embarazo a termino 3 (1er hijo después de los 40 afios)
Historia Familiar >2
Enfermedad Benigna de la mama 4-5
Cancer en la otra mama >4
indice de Masa Corporal 2 (Posmenopausicas)
Consumo de alcohol 1 (10 g/d)
Exposicion a radiacion ionizante 3
Anticonceptivos orales 2
Terapia de reemplazo hormonal 1.14

Datos tomados (4)

El factor pronostico mas importante en la enfermedad es el estadio
en el que se encuentre la paciente, siendo la supervivencia a 5 afios de un
estadio | es de 90% mientras que una paciente que se diagnostica en
estadio IV su supervivencia a5 afios es de 18%.(4)

Otro factor importante para recurrencia de la enfermedad es la
presencia y el numero de ganglios linfaticos positivos, documentandose un
54% de probabilidad de recurrencia para mas de 4 ganglios y una
supervivencia del 13% a 10 afos ((2)). El estado de los receptores



hormonales (estrdgeno y progesterona) también es un factor prondstico
importante siendo mejor el tener ambos positivos, en los estadios Il con
receptores hormonales positivos la probabilidad de recurrencia es de 14% a
10 afos. Otro de los factores prondsticos, que actualmente se toma como
indispensable para la decision de recibir y elegir que tipo de quimioterapia,
es el HER-2/neu, un miembro de la familia de receptores de factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) por sus siglas en ingles, el cual se
encuentra sobre expresado en el 16-26% de los canceres de (Bgma.(

Ya que el cancer de mama es una enfermedad multifactorial y
compleja, el estudio y comprension de las diferentes vias de sefializacion
nos han permitido valorar su importancia. Ya que las proteinas cinasas de
tirosina (PTKs del inglés protein tyrosine kinase), tiene un papel central en
los procesos de sefializacién han sido motivo de estudio como factores
pronostico y posibles blancos de tratamiento.

Generalidades de las PTKs: Los  organismos  multicelulares  se
desarrollan en un medio por demas complejo en donde las vias de
sefalizacién contribuyen a procesos criticos, para su existencia. Las PTKs
son importantes mediadores en las vias de sefializacion de transduccion,
gue conllevan a la proliferacion, diferenciacion, migracion, metabolismo y
muerte celular programada ((6)). Las PTKs son una familia de enzimas,
que catalizan la fosforilacion de residuos selectos de tirosina de sus
proteinas blanco, transfiriendo el fosfato en la posigiodel ATP al
hidroxilo de la tirosina. Los estudios gendmicos en los dltimos 25 afios han
revelado que el genoma humano contiene cerca de 90 PTKs y muchas de
las cuales estan involucradas en multiples pasos para el desarrollo y
progresion del cancer. Muchas de las vias de sefializaciéon donde participan
las PTKs estan alteradas de manera genética y epigenética en las células
tumorales lo cual brinda ventajas proliferativas, de sobrevivencia y
resistencias a los tratamientos estandar del cancer.

El oncogensrc fue la primera PTK identificada como agente
transformante(7) ((6)) y mutaciones en el receptor del factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGFR§)) se asocian a tumores estromales del
tracto gastrointestinal (GIST) y Leucemia mieloide cronica (LMC); esta
dicotomia demostré que existen 2 tipos de PTKs: los TRKs que son
proteinas transmembranales que tienen un dominio de union a un ligando
extracelular y un dominio de cinasa intracelular y las PTKs que no son
receptores, carecen de dominios transmembranales y se encuentran en el
citoplasma, en el ndcleo o en la superficie interna de la membrana
celular.(9)




Mecanismos de activacion de las TRK’s:

Los TRK’s se activan al unir su ligando a su dominio extracelular,
los cuales son moléculas de sefalizacion extracelular (por ejemplo EGF,
PDGF), lo que en la mayoria de los casos induce la dimerizacion del
receptor (excepto el receptor de insulina), lo que conlleva a la activacion de
las PTKs, como se ilustra en el siguiente esquéma.
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Activacién oncogénica de las PTKs:

Un mecanismo comun en la activacion de las PTKs de los canceres
hematologicos es la fusién de un receptor o no receptor PTK con una
proteina sobre expresada en estas células, usualmente como consecuencia
de una translocacién cromosomal, lo que produce una oligomerizacion
constitutiva de la PTK, aun en ausencia del ligando, el ejemplo clasico es
BCR-ABL en LMC. El segundo mecanismo es una mutacion que neutraliza
los mecanismos de autorregulacién de la PTK, como ocurre con SRC y
finalmente, el tercer mecanismo es la expresion aberrante o aumentada del
TRK, su ligando o ambos ((9)).

El Her2/Neu se encuentra amplificado en el 25% de las pacientes con
cancer de mama, alteracion de mal prondstico en las pacientes que la
presentan. El Her2/Neu es un miembro de la familia del EGFR.
Generalmente, los ligandos para EGFR, como el factor crecimiento
epidérmico (EGF del ingles epidermal growth factor) se sintetizan como
precursores transmembranales y se anclan en la membrana. Por medio de
las metaloproteinasas alcanza la madurez y se liberan como ligandos
solubles que activan el proceso de sefalizacién ya antes descrito en sus
células blanco(10). En el cancer de mama, donde se encuentra
sobrexpresado el receptor Her2/Neu, tiene una implicacion clinica vy



terapéutica importante, lo que llevo al desarrollo de un tratamiento
especifico en este grupo de pacientes con un anticuerpo monoclonal contra
(Her2/Neu).(10) Se ha tratado de encontrar otras asociaciones entre las
vias de sefalizacion de TRKs en el proceso de carcinogenesis. Nosotros
hemos estudiado en particular el sistema PDGF/PDGFR (PDGF del ingles
platelet derived growth factor/ PDGFR platelet derived growth factor
receptor) en el cancer de mama. El factor de crecimiento derivado de
plaguetas es un mitdgeno potente que ademas activa vias antiapoptéticas en
la células mesenquimales, consiste de dos cadenas polipetidicas PDGFA y
PDGFB, que se unen por puentes disulfuro y se codifican por dos genes
diferentes localizados en los cromosomas 7 y 22 respectivanighje.
Estudiosin vitro en la linea celular de cancer de mama, MCF7, y en
muestras de tejido de tumor de glandula mamaria, han demostrado la
expresion de PDGF utilizando ensayos tipo Nothern blot y Western blot.
Los PGFRsx y B mantienen las mismas caracteristicas que todos los TRKs,
la activacion de estos receptores tienen una funcion importante en la
embriogénesis, y su ya conocida implicacién en los tumores estromales del
tracto gastrointestinal. Mucho de lo reportado en la literatura es la accion
paracrina que ejercen sobre diferentes lineas celulare€L@)1EXxiste un

Unico trabajo de sefalizacion autocrina de PDGFR en el que se demostro
gue hay una retroalimentacion positiva con la via de sefializacion del TGF-
B en la transicion de mesenquima a epitelio en células mamarias y en
tumores de glandula mamaria de ratones, por lo que se considera un paso
critico de regulacion de la maduracion del tejido mamario ((13)).

PTKs como blanco terapéutic&l advenimiento de las terapias blanco
dirigido a vias de sefalizacion integrales del tumor. Esta aproximaciéon ha
permitido evidenciar la complejidad y el nimero de PTKs pero no se han
obtenido los efectos curativos esperados. Todos estos estudios
desembocaron en el desarrollo de mudiltiples farmacos que actian como
inhibidores relativamente especificos de PTKs y TRKs. A partir de 1971 la
investigacién en cancer a tenido su maximo apogeo, a finales de 1980 se
encontrd evidencia de inhibidores de PTKs de bajo peso molécular, esta
inhibicién se abordado de diferentes formas: i) tratando de interferir con el
sitio de unién a ligando (TRKs), o ii) con proteinas como substrato
(NTRKSs). Estas aproximaciones tuvieron poco o nulo efecto, sin embargo,
la aproximacion que ha demostrado ser exitosa ha sido el disefio de
inhibidores competitivos de ATIO)

El sitio de unién a ATP tiene las siguientes caracteristicas:



a) Region de Adenina: contiene dos puentes de hidrogeno formados por la
interaccion N-1 y N-6 del grupo amino del anillo de adenina, muchos
de los inhibidores potentes utilizan uno de estos sitios de union.

b) Region de Azucar: se conforma de dos regiones: una region hidrofilica
(ausente en EGFR), y una bolsa hidrofébica que no participa en la
unién del ATP, que es la que produce la selectividad de los inhibidores.

c) Canal Hidrofébico: que tampoco utiliza el ATP y puede ser empleado
para la especificidad del los inhibidores.

d) Region del sitio de union a fosfato: que se ha utilizado para mejorar la
selectividad del inhibidor.

Especificamente, todos los inhibidores empleados actualmente
simulan al ATP. Al seguir el linaje evolutivo de los TRKs se tiene muchas
similitudes dentro de los dominios de cinasa, lo que ha justificado el uso de
farmacos desarrollados contra una PTK o TRK contra otros miembros de
estas familias para los que fueron disefiados en un i(8¢io.

De todos los inhibidores de TRKs que se han desarrollado los mas
exitosos son Imatinib, Gefitinib, Erlotinib y mas recientemente Sunitinib
del que desarrollaremos mas ampliamente a continuggjon.

Sunitinib: El maleato de Sunitinib (SU11248 Pfizer Inc., New York, NY,
USA), es una molécula pequefa que se administra por via oral, su disefio le
permite inhibir a una serie de TRKs dentro de los cuales se incluye a el
receptor del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGFR del ingles
vascular endotelial growth factor receptor) tiposl y 2, PDGFR, el receptor
de células madres c-KIT. En su desarrollo quimico el sunitinib es una droga
con alta solubilidad y estabilidad en el suero, y con una unién, en humanos
y ratones, a proteinas plasmaticas hasta en un 95% comparado con otros
inhibidores de TRKs ((14)) abajo se detalla la formula dalldes maleato

de sunitinib.
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Diferentes lineas de evidencia apoyan la inhibicion de VEGFR, PDGFR y
el factor de crecimiento de fibroblastos tipo 1 (FGR1 del ingles Fibroblast
growth factor receptor 1), por Sunitinib.  En ensayos bioquimicos y
celulares la inhibiciébn de estas PTKs se ha logrado incluso a niveles de
concentraciéon tan bajos como nM. Su desarrollo basico principal fue el de
su papel antiangiogenico, en donde demostré que producia aumento de la
apoptosis y migraciéon de las células endoteliales de la vena umbilical
humana (HUVEC del ingles human umbical vein endotelial cells), pero
como la mayoria de estas moléculas que se desarrollan se le a documentado
actividad contra otras PTKs para las cuales no fue disefiado, tiene accién
sobre FLT3 (del ingles fms-related tyrosine kynase) que se produce en los
precursores inmaduros hematopoyeticos, c-KIT y el factor estimulante de
colonia-1R que esta en los precursores de monocitos. En emnsaitos e

in vivo para el cancer de mama a demostrado el sunitinib su eficacia
encontrando regresion tumoral en modelos murinos en un rango de 88 a
90% en el volumen tumoral, en modelos de metastasis también inhibe la
progresion de la enfermedad. (15)

En estudios clinicos fase Il y fase Il el sunitinib ha demostrado ser
efectivo en el tratamiento del cancer renal metastatico por lo que fue
aprobado por la FDA para el tratamiento de esta enfermedad. En los GIST
también a demostrado efectividad clinica, incluso en los pacientes que
desarrollan resistencia al imatinib, su efectividad se a probado en otros
tumores sélidos; en cancer de mama metastatico se evaluo el uso como
monoterapia en pacientes refractarios al tratamiento con antraciclenos y
taxanos, con una tasa de respuesta del 14% que se correlaciono con
descenso de VEGF circulante y que pudieras ser un marcador de respuesta
al tratamiento(16)



Materiales y Métodos

Reactivos El anticuerpo anti-fosfotirosina (4G10) fue obtenido a partir de
fluido ascitico. Los anticuerpo primario PDGFR fueron comprados de
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). El anticuerpo anti-tubulina, el
MTT (3-[4,5-dymethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide), y

la adriamicina fueron comprados a Sigma.

Cultivo de Células de Cancer de Glandula Mamaria. Las lineas celulares
T47D y ZR-75-30 fueron generosamente donadas. Las células fueron
mantenidas en medio de cultivo RPMI-1640 libre de rojo fenol (MicroLabs
S.A. México) suplementado con 10% de suero fetal de bovino, antibiéticos
y antimicéticos. Los cultivos celulares fueron generados a partir de
explantes derivados de una biopsia obtenida a partir de distintos
procedimientos quirdrgicos de pacientes con cancer de mama (Protocolo
aprobado por el Comité de Etica () las caracteristicas de las pacientes se
describen en anexos. Brevemente, el tejido fue cortado en trozos pequefios
y sembrados como explantes y sembrados en RPMI-1640 suplementado
con 10% de suero fetal de bovino. Las células se dejaron crecer hasta que
llenaron el plato de cultivo. Estas células fueron tripsinizadas y mantenidas
como cualquier linea celular. La inmortalizacion se asumio después de
mantenerse en crecimiento continuovitro por mas de dos meses, el
proceso se ilustra en anexos.

Ensayo de Citotoxicidad Doxorrubicina. Para los ensayos de
citotoxicidad, las células fueron sembradas en placas de 24 pozos a una
densidad de 1 X f0células/crh en medio RPMI-1640 libre de rojo fenol

con 10% de suero fetal de bovino para los ensayos con el farmaco
doxorrubicina. Al siguiente dia dosis definidas de adriamicina fueron
adicionadas y 48 h después de la adicion de ésta la viabilidad fue evaluada

agregando 2@l MTT a 5mg/ml por 4 h. La sal de formazan precipitada fue

disuelta en 50Qul de isopropanol &cido y 5001 de PBS y la densidad



optica fue leida a 570 nm. Los resultados fueron expresados como el
porcentaje de la absorbancia de las células tratadas sobre las células control
no tratadas. Todos los experimentos fueron realizados en triplicado y se
repitieron al menos tres veces de manera independiente.

Ensayo de Citotoxicidad SunitinibPara los ensayos de citotoxicidad, las
células fueron sembradas en placas de 24 pozos a una densidad dé 1 X 10
células/cmh en medio RPMI-1640 libre de rojo fenol con 0.10% de suero
fetal de bovino para los ensayos con el farmaco sunitinib. Al siguiente dia
dosis definidas de sunitinib fueron adicionadas y 48 h después de la adicion
de ésta la viabilidad fue evaluada agregandpl2dTT a 5mg/ml por 4 h.

La sal de formazan precipitada fue disuelta en 8@k isopropanol acido

y 500 ul de PBS y la densidad o6ptica fue leida a 570 nm. Los resultados
fueron expresados como el porcentaje de la absorbancia de las células
tratadas sobre las células control no tratadas. Todos los experimentos
fueron realizados en triplicado y se repitieron al menos tres veces de
manera independiente.

Ensayo de Citotoxicidad Doxorrubicina mas Sunitinilara los ensayos

de citotoxicidad, las células fueron sembradas en placas de 24 pozos a una
densidad de 1 X f0células/crh en medio RPMI-1640 libre de rojo fenol

con 0.10% de suero fetal de bovino para los ensayos con la combinacion de
farmacos. Al siguiente se administro doxorrubicina 0.1g/ml fueron
adicionadas y 48 h después de la adicion de ésta la viabilidad fue evaluada
agregando 2@l MTT a 5mg/ml por 4 h. La sal de formazan precipitada fue
disuelta en 50Qul de isopropanol &cido y 5001 de PBS y la densidad
optica fue leida a 570 nm. Los resultados fueron expresados como el
porcentaje de la absorbancia de las células tratadas sobre las células control
no tratadas. Todos los experimentos fueron realizados en triplicado y se

repitieron al menos tres veces de manera independiente.



Western Blot e Inmunoprecipitacion Las células se sembraron en cajas

de petri en medio RPMI-1640 libre de rojo fenol con 10% de suero fetal de
bovino se dejo que las células tuvieran confluencia del 100% vy
posteriormente se realizaba 3 lavados con PBS y se dejaban 24 hrs con en
medio RPMI-1640 libre de rojo fenol con 0.10% de suero fetal de bovino
posteriormente fueron tratadas con sunitinib a distintas concentraciones e
imatinib a 1 uM durante 30 minutos. Luego, fueron lisadas en un buffer de
lisis que contiene 50 mM HEPES (pH7.4), 1 mM EDTA, 250 mM NaCl, 1

% Nonidato P-40, 10 mM NaF, 1 mM Vanadato de Sodio y 1X mezcla de
inhibidores de proteasas (Complete, EDTA-free; Roche). Treinta
microgramos de proteina fueron sometidos a una electroféresis en un gel de
poliacrilamida desnaturalizante y se transfiri6 a una membrana Immobilon-
P PVDF (Millipore Corp., Bedford, MA). Los Western Blots se realizaron
con los anticuerpos primarios anti-fosfotirosina (4G10), PG&GF
tubulina. Anticuerpos secundarios anti-raton conjugados con peroxidasa de
rabano (HRP) se utilizaron segun se requirié. La sefal fue visualizada por
guimioluminiscencia y expuesta a una pelicula radiografica (Kodak). Para
la inmunoprecipitacion de PGFR B, 500 de proteina de lisados totales
fueron incubados con anti-PDGFR B y proteina A sefarosa (Invitrogen)
toda la noche a 4°C en agitacion suave. Los inmuno-complejos fueron
lavados tres veces con buffer de lisis y la proteina fue eluida de la sefarosa
con buffer de muestra 2X. Las muestras se sometieron a una electroforesis
en geles de acrilamida desnaruralizantes y se trasfirieron a membranas
Immobilon-P PVDF. Posteriormente, se realizaron. Western blots como se

menciond arriba.



Resultados
Resistencia a Doxorrubicina:

Los agentes quimioterapéuticos empleados en el tratamiento de cancer
de mama deberan ofrecer principalmente dos parametros como lo son eficacia
y seguridad. Al observar resistencia a alguan farmaco, es de suma importancia
investigar cuales son las opciones terapéuticas para vencer dicha resistencia.
Por tal motivo hemos generado un sistema de culiwiiro que permitiera
estudiar la resistencia a adriamicina y como contrarrestarla. Con este propdsito
en un principio determinamos cuales lineas celulares y cultivos primarios de
células de cancer de mama presentaban resistencia a doxorruhicina La
figura 1 muestra una curva de viabilidad dosis respuesta con el agente de
quimioterapia doxorrubicina en dos lineas celulares de cancer de mama como
lo son T47D y ZR-75-30; y las células tumorales de cancer de mama
generadas de los cultivos primarios MBCD5. Los resultados muestran que hay
células resistentes a la doxorubicina, como la linea T47D asi como las células
del cultivo primario MBCD 5. En contraste encontramos células sensibles a la
doxorubicina, como las células de la linea ZR-75-30 en donde si se documenta
una disminucién de la viabilidad mayor al 50% no asi en con las células de
T47D y MBCD5 con Jug/ml de doxorubicina.
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Fig. 1 Curva de dosis respuesta a Doxorrubicinat.as célulase sembraron en placas de

24 pozos a una densidad de 7,500 células/cm? con SFB al 10% aplicandose a las células
diferentes concentraciones de doxorubicina. La viabilidad celular se evalu6é a las 48 h
mediante la reaccion de MTT. Los resultados representan el promedio + la desviacion

estandar (DS) de tres experimentos independientes realizados por triplicado



Es de suma importancia el encontrar a las células tumorales que son
resistentes a un agente de quimioterapia como la doxorrubicina que es el pilar
de multiples tratamientos en cancer de mama. El sistema in Vitro nos permitio
evaluar como se comportan estas células en un curso temporal con el
tratamiento. Sabemos que la mayoria de los tratamientos buscan generar
citotoxicidad con el propésito de erradicar al mayor namero de células
tumorales y asi disminuir la capacidad del tumor de formar focos metastéticos,
por lo analizamos la viabilidad de las células resistentes que no lograba
erradicar el farmaco. La Figura 2 muestra la viabilidad celular a lo largo de un
curso temporal de 5 dias con doxorrubicina en los dos cultivos celulares
resistentes (T47D Y MBCD5).
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Se ve claramente que estas células control (baegsas) proliferan
bastante bien en las condiciones del cultivo alcanzando saturacion al tercer
dia, la aparente caida en viabilidad posterior se asocia a la falta de
proliferacion que se presenta cuando el cultivo se satura. En las células que
fueron tratadas con una concentracion fija de doxorrubicina (0.1 pg/ml) se
observa que el medicamento disminuye la proliferacion por lo que presenta
mas un efecto citoestatico que citotoxico. En las células T47D (A) tratadas
con doxorubicina presentan siempre una menor viabilidad que las no tratadas
pero el patron de viabilidad a lo largo del tiempo es semejante al de las células
no tratadas, excepto que no se presente el pico maximo de proliferacion a los 3
dias. En las células MBCD5 (B) tratadas con doxorubicina ocurre algo
semejante a las T47D. Los incrementos a los 3 y 5 dias siguieren que a esta
concentracion el farmaco no anula la capacidad de division de las MBCD5,
comportamiento que no se presenta en las T47D.

Respuesta al Sunitinib:

Existiendo ya en la literatura estudios clinicos en cancer de mama con el
inhibidor de TRK sunitinib en pacientes que son refractarias al tratamiento
con atraciclenos y taxanos, lo importante de valorar su efecto amixgio
es que asi como las pacientes son un grupo heterogéneo los cultivos celulares
conservan esta caracteristica por lo que es interesante observar el
comportamiento de los cultivos generados y compararlos con las células
resistentes a la doxorrubicina. En la figura 3 se evalué el comportamiento de
las diferentes cultivos primarios de células de cancer mamario generadas por
nosotros (protocolo aprobado por el comité de ética) y a la linea T47D. El
Sunitinib se aplico a diferentes concentraciones (0.001, 0.01, 0.1 y 1 puM). Se
pudo establecer que primero las células si son sensibles al tratamiento con el
sunitinib, disminuyendo el porcentaje de viabilidad celular en forma
dependiente de la concentracion; se ve claramente que no existe una linea
celular que sea resistente aunque cabe notar que este medicamento no es
citotoxico. El andlisis microscépico de los cultivos reveld que frecuentemente
se dejaban de observar figuras mit6ticas indicativas de division celular activa.
Lo que si se puede hacer notar es la variedad en cuanto a sensibilidad de las
distintas células de los cultivos primarios. En las células MBCD3 se obtuvo
una disminucion en la viabilidad celular desde concentraciones de 0.01 siendo
esta su 16, por el contrario, la 1€ en la mayoria de las células se alcanzé
con concentraciones mayores, frecuentemente en el rango de 0.1 uM de
sunitinib. También se observa es que el incrementar a 1 uM no disminuye la
viabilidad celular incluso en las células mas sensibles.



Combinacién de Sunitinib con Doxorrubicina:

Teniendo en mente la resistencia de las lineas celulares al agente de
quimioterapia adriamicina se decidio utilizar un inhibidor de TRK que es el
sunitinib, para valorar la respuesta de la combinacion de los dos farmacos, en
la algunos de los tratamientos con estas moléculas pequefias, las
combinaciones con agentes citotoxicos son las que producen mayores
respuestas. En la figura 4 se observa el efecto de asociar el sunitinib con la
doxorrubicina, se valoro en 6 lineas celulares de cancer de mama generadas de
los cultivos primarios, en la linea celular T47D y en células de mama normal
generadas también de un cultivo primario; como ya se habia observado
anteriormente existe una heterogeneidad en cuanto la respuesta de las
diferentes cultivos primarios de los tumores primarios de cancer de mama; se
observa una disminucion en la viabilidad celular en todas las células de los
cultivos, lo importante y lo primero que se desprende de esta grafica es que las
células normales de cancer de mama no presentan toxicidad en el tratamiento
con las concentraciones crecientes de sunitinib, se observa una disminucion en
la viabilidad celular cuando se agrega la doxorrubicina (p 0.71), en estos
experimentos de adicion de los dos medicamentos se observa que el efecto en
la gran mayoria de los casos para provocar una disminucion en la viabilidad
celular con una dosis de sunitinib de 0.01 uM mas doxorrubicina a 0.1 ug/ml
alcanzando con esta dosis ssd&iendo en todos las lineas estadisticamente
significativo (p <0.001), haciendo un andlisis en el incremento de
porcentaje de mortalidad de todas las células generadas en los cultivos
primarios se puede observar interesantemente que aunque existe diferentes
porcentajes de respuestas hay células mucho mas sensibles que con dosis bajas
incluso de 0.001 presentan incremento en la mortalidad celular (MBCD18,
MBCD11, MBCD10 y MBCD3), vy ocurre que al incrementar la dosis del
sunitinib hasta 1 uM se pierde progresivamente el incremento de la muerte
celular.



Inhibicién de la fosforilacion de residuos de tirsina mediada por el
sunitinib

Lo mas sencillo que se obtuvo de los ensayos de viabilidad con el
inhibidor de TRKs sunitinib se observo que en células de cultivos primarios
de tumores de cancer de mama si existe un efecto directo sobre la viabilidad
de las células lo que si sabemos es que su accidon principal es sobre la
fosforilacion de los residuos de tirosina principalmente de VEGFR y PDGFR
lo que quisimos ejemplificar con el siguiente experimento que se puede
observar en la figura numero 6 es la accion no especifica del inhibidor de
TRKs se coloco el sunitinib a diferentes concentraciones (0.01 y 0.1uM)
teniendo como control al imatinib que se administro a una concentracion de 1
uM y se observa que a las dosis mas bajas del sunitinib se ve un incremento en
la intensidad de una banda que no se encuentra en el rango de peso molecular
para un residuo de tirosina, y al aumentar la dosis si se observa una
disminucién en las bandas que por peso molecular corresponden a residuos de
tirosina lo que demostro que el sunitinib tiene un efecto no selectivo al igual
que con el imatinib donde se observa una desaparicion total de las bandas de
fosforilacion.

Inhibicién de la fosforilacion de PDGFR mediada por el sunitinib
Posteriormente se realizo una valoracion de la presencia del PDGFR en
las lineas celulares algo que en realidad no es muy frecuente dentro de las
células tumorales ya que se tiene evidencia de una accidén paracrina mas que
autocrina, por lo que primero se realizo fue evaluar la presencia del PDGFR
total en lisados de la células, al tener un resultado positivo encontrandose
mayor intensidad de las bandas en la linea celular T47D aunque en la células
obtenidas del cultivo celular primario MBCD5 también presentaron
positividad para el PDGFR, por lo que a continuacion se administro a
diferentes concentraciones el sunitinib (0.001y 0.01 uM) y como control
positivo utilizamos al imatinib a 1uM y se ve claramente que existe una
disminucién en la fosforilacion del PDGFR con la administracién del sunitnib
y es aun mas evidente con el imatinib.
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Figura 3 Dosis respuesta a diferentes concentraciones de Sunitilb sembré en placas de 24 pozos a una
densidad de 7,500 cel/cm? suplementadas con SFB al 0.1% aplicandoles diferentes concentraciones crecientes de
sunitinib y se evaluaba a las 48 hrs la viabilidad celular mediante la técnica de MTT los resultados representan la DS
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Figura 5 Evaluacion del incremento en la mortalidad del sunitinib Se sembr6 en placas de 24

pozos a una densidad de 7,500 cel/cm? suplementadas con SFB al 0.1% aplicandoles diferentes
concentraciones crecientes de sunitinib (0, 0.001, 0.01 y 0.1) se dejo 2 horas y se afadio
doxorrubicina a 0.1 ug/ml, y se evaluaba a las 48 hrs la viabilidad celular mediante la técnica de
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promedio del porcentaje de incremento de la mortalidad de dosis comparativas del tratamiento de
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Figura 7 Inhibicion de la fosforilacion del PDGFRp mediada por el Sunitinib Se sembraron en
cajas de petri a una densidad de 2 millones de células, al tener confluencia del 100% se cambio a

medio RPMI
suplementado con SFB 0.1%, posteriormente se trataron con sunitinib a dosis de 0.01 y 0.1 uM e

imatinib a 1 uM, y los lisados celulares fueron analizados para P-PP@HRando el andlisis de
Western blot.
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Discusion de Resultadas

En el presente trabajo se pudo identificar la heterogeneidad de
poblacion que puede ocurrir en las células tumorales del cancer de mama.
La presencia de células tumorales que presentan algun tipo de resistencia a
farmacos de quimioterapia en este caso especificamente a doxorrubicina,
ya que este tratamiento se considera el estandar ya sea para etapas
tempranas como tardias. Como propuestas a esta resistencia se ha sugerido
gue la activaciéon de NF-kB contribuye en la generacion de resistencia a la
guimioterapia induciendo la transcripcién de genes anti-apoptoticos como
A1/Bfl-1 o el gen de resistencia a multidrogds!) Lo que es de recalcar
con los datos obtenidos es que si bien los modelos de cinética de las
neoplasias nos han permitido evaluar y proponer los tratamientos que en la
actualidad se usan de manera convencional es interesante que al tener una
linea de células de cancer de mama resistente al tratamiento convencional,
se puede observar en los cultivos es que aunque existe un efecto citostatico
en estas células resistentes este se pierde ya que las células que no mueren
reactivan su maquinaria de division celular y aunque no llegan a tener la
viabilidad de las células no tratadas. Esto se puede traducir en algo de
importancia clinica ya que las células MBCD5 provienen de una paciente
con pronta progresion de su enfermedad y desarrollo de metastasis, nos
hace pensar que el no erradicar de manera eficiente a la mayoria de las
células tiene consecuencias que inciden directamente sobre el pronostico de
las pacientes y es aqui donde radica la fortaleza de este estudio ya que todo
lo que se analizo se contrasta con lineas celulares ya establecidas, que tiene
como desventaja que siendo células con alta inestabilidad cromosomal
pueden tener distintos comportamientos a la caracterizaciéon que se pudo
obtener inicialmente y el comparar con los cultivos primarios hacen que se
tenga informacién muy cercana a lo que ocumre/ivo y en pacientes
mexicanas. Aunque no es algo que se pudiera traducir en estandar, para la
valoracion de la actividad de farmacos con finalidad de realizar un estudio
parecido a un antibiograma, con lo laborioso y costoso que esto implicaria.
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Es importante hacer notar que el sunitinib si se a empleado para el
tratamiento del cancer de mama en un estudio fase dos en donde se valoro
efectividad de este tratamiento en pacientes con enfermedad metastasica
resistente a el tratamiento con doxorrubicina y paclitaxel, y a nivel
molecular se a reportado en la literatura su efectividad en esdio® y
modelos murinos de cancer de mama, lo interesante del presente estudio es
la aproximacién clinica antes mencionada, y el buscar nuevas terapias que
posibiliten una mayor respuesta a el tratamiento convencional, aunque su
utilidad se a evaluado Unicamente en el contexto paliativo en enfermedad
metastasica con respuesta , por lo general los inhibidores de TRKs ofrecen
poca ventaja en cuanto a supervivencia; la ventaja que ofrecen es mayor
respuesta objetiva y en ocasiones mayor tiempo libre de enfermedad. Esto
nos da la ventaja de plantear terapias combinadas en el contexto de una
enfermedad de una incidencia que se ha ido incrementando en el pais y que
en la mayoria de los casos se diagnostican en etapas avanzadas, y se
necesitan tratamientos con una alta efectividad y que esto se reproduzca en
aumento en la supervivencia. Lo que se observa es que al tratar a las
células con el sunitinib este logra disminuir la viabilidad de las células pero
no produce una disminucion mayor al 40% hasta que se incrementa mas la
dosis, que esto pudiera traducirse en mayor toxicidad para los pacientes.
Al demostrar que este farmaco no actia en forma citotoxica en estas células
lo que se podria traducir en que pase la misma situacion con la
doxorrubicina, lo que haria impractico el tratamiento como monodroga al
tener la evidencia en un estudio fase en estadios IV fase Il del 14%, por lo
gue no se justificaria su empleo, aungue aun no se tienen reportes en cuanto
a supervivencia y supervivencia libre de enfermedad. La combinacion de
los farmacos produce un efecto sinérgico que se demuestra con un
incremento en la mortalidad celular por arriba del 40% y que se traduce en
un efecto estadisticamente significativo (p<0.0001), esto apoyaria los
resultados ya descritos (15) en donde se documento una aumento en la
respuesta, mayor mortalidad celular e incluso regresion de tumores murinos
de mama, cuando se asociaba el sunitinib al tratamiento estandar
(fluouracilo, docetaxel y doxorubicina), la ventaja del presente estudio con
respecto a lo reportado en la literatura es que se utilizaron células de
cultivos primarios de pacientes y en células que claramente se encontraron
resistentes al tratamiento con doxorrubicina; y otro hallazgo muy
importante en el presente trabajo es que la viabilidad en las células de
cultivo de tejido mamario normal no se vio disminuida con el tratamiento
con el sunitinib; lo que puede ser explicado por que en las células
tumorales presentan una activacion constitutiva de TRKs que no esta
presente en las células normales y lo que nos haria pensar que la toxicidad
en el tratamiento con este agente seria muy bien tolerado; la combinacion
si produce una disminucion en la viabilidad celular que no alcanza los
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valores en las células tumorales no siendo significativo (p 0.71) que de
igual manera se puede traducir en una buena tolerancia a la toxicidad del
tratamiento combinado. Esto demuestra que la especificidad de los
inhibidores es relativa y esto apoyaria el uso de estos medicamentos en
tumores para los que no fueron disefados.

Lo mas importante después de demostrar que las células eran sensibles
al sunitinib era evaluar por que mecanismo molecular era su accion
principal en las células derivadas de los cultivos primarios, se decidié
evaluar al PGFR por los reportes en la literatura de su efecto en cancer de
mama aunque lo interesante es que no se han reportado mucho sobre la
localizacion del PDGFR y su accidon autocrina; interesantemente se
documento que el sunitinib si inhibe la fosforilaciéon de los residuos de
tirosina, llama la atencién que en las T47D y e las MBCD5 a la dosis de
0.01 se encontr6 una banda aumentada de intensidad que pudiera
corresponder mas a una fosfatasa que a estas dosis incidiria mas en una
accion de apagado que una accidon competitiva del inhibidor; si produce
una disminucién en la fosforilacion en los residuos de tirosina que es una
manera no selectiva, o que apoya lo encontrado en los resultados de
viabilidad celular. Esto consolida la idea de la inespecificidad que pudiera
sonar paradéjico en farmacos que se desarrollan para ser especificos. La

accion es muy evidente en el receptor de PD@FRlisminuyendo

francamente la fosforilacion del mismo, esta accidbn que tiene como
implicacion en las células resistentes a adriamicina, ya que comparte
procesos comunes en la via de sefalizacion de c-Abl que se esta estudiando
como una de los principales mecanismos de resistencia a doxorrubicina.
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Conclusiones

. Al igual que in vivo se puede demostrar diferentes grados de
resistencia a un agente de quimioterapia como doxorrubicina en las
lineas celulares.

. El sunitinib es un agente citoestatico mas que citotoxico en las lineas
celulares.

. La combinacién del sunitinib y la doxorrubicina ejercen un efecto
significativo en disminuir la viabilidad celular.

. En el presente estudio el efecto de disminucién de la viabilidad
celular esta mediada por la accién del PD@GEFR



ANexo

Generacion de cultivos primarios de muestras de cancer de glandula
mamaria




Caracteristicas de las pacientes

[Linea  [Diagndstico | Estadi¢ Metastasis RE Nodujos Efibdtamiento Estadd
Celular

|MBCD3 Ca Ductal 1B + 0-18 ++ | Neoadyuvancia | Viva
[MBCD4 [Ca Ductal I-C 5%+ 6-12 NE | HormonoterapialViva

adyuvante
|MBCD5 Ca Ductal v Hueso 90%+ 5-13 +++ Paliativo Viva
[MBCD10 |[Ca Ductal | IIB 90% 0/15 +++| Neoadyuvancia| Viva
(MBCD11 |Ca Ductal l-A 95%+ 4-14 +++| Neoadyuvancia| Viva
(MBCD18 |Ca Ductal n-c | - - 13-18 +++ | Neoadyuvancia/|Viva
adyuvancia
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