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Introduccion

Cancer de mama.
Epidemiologia de cancer de mama en el mundo.
El cancer de mama es el mas frecuente entre mujeres con un estimado de 1.38 millones de
nuevos casos diagnosticados en el 2008 (23% de todos los canceres), y se encuentra
ubicado en el segundo lugar de manera global (10.9% de todos los canceres). En la
actualidad es el cancer mas comun tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo
con cerca de 690 000 nuevos casos estimados en cada region (relacion de poblacién 1:4).
Las tasas de incidencia varian desde 19.3 por 100 000 mujeres en el este de Africa a 89.7
por 100 000 mujeres en el oeste de Europa, y son altas (>80 por 100 000) en regiones
desarrolladas del mundo (excepto Japdn) y bajas (<40 por 100 000) en la mayoria de las
regiones en vias de desarrollo. ElI rango de tasas de mortalidad es mucho menor
(aproximadamente 6-19 por 100 000) como consecuencia de una supervivencia mayor de
cancer de mama en paises desarrollados. Estos datos ubican al cancer de mama como la
quinta causa de muerte de todos los canceres (458 000 muertes), pero continua siendo la
causa mas frecuente de muerte por cancer en mujeres, a pesar de los progresos en la
oncologia moderna del cancer de mama*?. Sin embargo, en los paises en vias de desarrollo
es donde ocurren la mayoria de las muertes por este tipo de cancer. El riesgo de enfermar es
superior en las mujeres de paises con nivel socioeconémico alto, pero con un menor riesgo
de morir por esta patologia. Las mujeres en paises pobres tienen mayor riesgo de morir
debido al menor acceso a los servicios de salud para su deteccion temprana, tratamiento y

control. (Figuras 1A, 1B).
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Figura 1Ay 1B. Muestran la distribucion de la mortalidad e incidencia por cancer de mama a nivel
mundial (Dato que proviene del Globocan 2008, publicado en el 2011).



Epidemiologia del cancer mamario en México.

En México, el cancer de mama es un problema de salud publica, ya que con el tiempo la
mortalidad y el nimero de casos se han incrementado paulatinamente. A partir de 2006
ocupa el primer lugar como causa de muerte por neoplasia maligna en las mujeres de 25
afios en adelante y ha desplazado de esta posicion al cancer cervicouterino. En ese mismo
afio se registraron 4,440 defunciones con una tasa de mortalidad de 15.8 fallecimientos por
100 000 mujeres de 25 y mas afios, lo que representa un incremento de 9.7% en relacion

con el afio 2000° (Figura 2).

MORTALIDAD EN MEXICO.

Porcentaje de Defunciones en Mujeres con tumores
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El analisis de la mortalidad por area geografica muestra variaciones importantes por entidad
federativa. Diez estados concentran 50% de las muertes por esta causa, los cuales se ubican
principalmente en el norte del pais, ademas de Jalisco y el Distrito Federal,
caracterizandose por tener los mejores niveles socioeconémicos en México. En 2006, de las

4,461 muertes que se produjeron en todas las edades, 68% ocurrié en mujeres mayores de

50 afios, con una edad promedio al morir de 58.3 afios. La distribucion de muertes, muestra
que la mayor cantidad de defunciones ocurrié en mujeres derechohabientes del Instituto
Mexicano del Seguro Social (47.7%), mientras que 25% fueron en enfermas sin seguridad
social. Respecto a la incidencia, segun los Gltimos datos del Registro Histopatologico de
Neoplasias Malignas (RHNM), en el afio 2003 hubo 12,433 nuevos casos de cancer de
mama, 3 316 mas que en el afio anterior. La mayor parte en los grupos de 40 a 59 y de 70
afios de edad y mas, patrén similar al encontrado en 2002*. Esto significa que en el afio
2003 las instituciones del Sistema Nacional de Salud diagnosticaron mas de 50 casos de
cancer mamario en cada dia laborable; la mayoria descubiertos en etapas avanzadas. El
porcentaje promedio de diagnosticos, de acuerdo con el estadio clinico, es el siguiente:
estadio 0 y I, 7.4%, estadio I, 34.4%, estadio 11l y IV, 42.1%, no clasificable 16.1%. No se
cuenta con reportes mas recientes del registro pero los datos por institucion parecen indicar
un mayor numero de enfermas diagnosticadas en etapas mas tempranas. Aun asi, ya sea en
estadios tempranos o avanzados, esta enfermedad representa un enorme costo emocional,
familiar, social y econdmico. En resumen, en México esta patologia se ha convertido en un
problema creciente de salud publica. Tanto la mortalidad como el nimero de casos nuevos
gue se presentan cada afio se han incrementando paulatinamente. Por todo lo anterior se

deduce que los servicios de salud del pais tienen un gran reto ya que deberan invertir en

11



ampliar la cobertura y mejorar su calidad con la finalidad de ofrecerle a la poblacion

mexicana en general una deteccidn, diagnostico y tratamiento oportunos.

=

Bibliografia.

Organizacién Mundial de la Salud: pagina de internet http://Globocan.iarc.fr/ .
Organizacién Mundial de la Salud
<http://www.who.intimediacentre/factsheets/fs297/en/index.html>.
<http://www.emro.who.intlncd/publications/breast cancers screening.pdf>.

Centro Nacional de Equidad de Género y Salud Reproductiva, Direccion de Céancer
en la Mujer, Secretaria de Salud.

Registro Histopatologico de Neoplasias Malignas (RHNM), en el afio 2003.
Secretaria de Salud.
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Transformacién celular.

En el 2001 Hanahan y Weinberg propusieron que el vasto catalogo de genotipos celulares
cancerosos son una manifestacion de 6 esenciales alteraciones en la fisiologia celular que
colectivamente dictan el crecimiento maligno: autosuficiencia en sefiales de crecimiento,
insensibilidad a las sefiales inhibitorias, evasion de la apoptosis, potencial replicativo
ilimitado, angiogénesis sostenida e invasién tisular y metastasis'. Actualmente a estas
alteraciones esenciales se le han aumentado dos que son la evasion de la destruccién

inmune y desregulacién del proceso energético celular™®.

Existe evidencia que indica que la tumorigénesis en humanos es un proceso compuesto por
multiples pasos, que refleja alteraciones genéticas que controlan y dirigen la transformacion
progresiva de células humanas normales hacia sus derivados altamente malignos*. Muchos
tipos de canceres son diagnosticados en la poblacion humana con una incidencia edad
dependiente implicando 4-7 como tasa limitante de eventos estocésticos®. Analisis
patoldgicos de varios érganos con cancer revelan que las lesiones que aparecen representan
los pasos intermedios en un proceso a través del cual las células evolucionan
progresivamente de la normalidad hacia varias series de estados premalignos hasta
desarrollar canceres invasores®. Estas observaciones han rendido informacién mas concreta
y precisa indicando que los genomas de células tumorales estan invariablemente alterados
en multiples sitios, sufriendo lesiones sutiles como mutaciones puntuales y tan obvias como
cambios en el complemento de cromosomas”. La transformacién de los cultivos celulares es
por si misma un proceso de multiples pasos: las células de los roedores requieren al menos
la introduccion de 2 cambios genéticos antes de que ellos puedan adquirir competencia

tumorigénica; sin embargo, sus contrapartes humanas requieren mas ya que Son mas
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dificiles de transformar’. Modelos transgénicos de tumorigénesis han repetidamente
apoyado la conclusion de que la tumorigénesis en ratones involucra una tasa de eventos que
limita los pasos de transformacién celular®. Analizando toda esta informacién proveniente
de observaciones de canceres humanos y modelos animales se puede argumentar que el
desarrollo tumoral procede via a un proceso analogo a la evolucion Darwiniana en la cual
la sucesion de cambios genéticos, confiere uno u otro tipo de ventaja para el crecimiento
que conduce a la conversion progresiva de células humanas normales en células

cancerosas® .

En la actualidad el cancer es una patologia conocida como una enfermedad Genética.
Existen alteraciones en genes donde hay ganancia de funcion, que se denominan
oncogenes. La mayoria de los oncogenes tienen su contraparte normal, la cual se les conoce
como proto-oncogen que codifican proteinas que se encuentran involucradas en procesos
biolégicos como la proliferacion celular, migracion, diferenciacion y disminucién de la
apoptosis. Los oncogenes son genes que promueven el crecimiento celular en ausencia de
estimulos mitogénicos (autonomia). Los oncogenes pueden ser clasificados en 5 grupos
basados en sus propiedades bioquimicas y funcionales, estos grupos son; factores de
crecimiento, receptores de factores de crecimiento, transductores de sefializacion, factores
de transcripcion, y microRNAs. Dichos oncogenes pueden ser activados por los procesos
antes mencionados de mutacion, fusion génica, por yuxtaposicién de elementos

aumentadores o por amplificacion ®

. Algunos de los ejemplos mas representativos de
oncogenes en diversos tipos de tumores (por ejemplo; cancer de mama, pulmén, colon,
GIST y leucemia entre otros) son los siguientes; BCR-ABL, C-KIT, EGFR y Her 2 Neu®.

Dichos oncogenes han servido para la creacion de drogas cuyo objetivo sea inhibir las
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consecuencias de la activacion de estas moléculas. Otra disfuncion que también es

relevante es la pérdida de Genes Supresores de Tumor (GST) ° que son los encargados de

salvaguardar el genoma y son la contraparte de los oncogenes sobre la apoptosis y

proliferacion celular.

10.
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El papel de la fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina en la oncogenesis.
La fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina es uno de los mas importantes
acontecimientos postraduccionales que las células utilizan para regular respuestas celulares.
La regulacion de este proceso es crucial para varios efectos bioldgicos que incluyen la
proliferacion celular, diferenciacion, migracién y muerte celular. Ademas, representa un
punto de control para la integracion de sefiales extracelulares y su conversion en respuestas
celulares. Los niveles en la fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina se encuentran
estrechamente controlados por una coordinada accién de dos tipos de enzimas llamadas
proteinas tirosinas cinasas (PTK, del inglés protein tyrosine kinase) y las proteinas
fosfatasas de tirosina (PTP, del inglés protein tyrosine phasphatases)!. Las PTKs se
encargan de afadir un grupo fosfato sobre residuos de tirosina de proteinas sustrato
causando un cambio estructural y promoviendo las interacciones entre proteinas en las
cascadas de sefializacion celular. La accion de las PTKSs es equilibrada por la accion de las
PTPs, las cuales se encargan de remover un grupo fosfato de un residuo de tirosina de una
proteina sustrato. La alteracion del balance normal entre la actividad de las PTK y las PTPs
resulta en una fosforilacion aberrante de residuos de tirosina, la cual ha sido ligada a la

etiologia de varias enfermedades humanas, incluyendo el cancer®”.
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El papel de Her 2 Neu en cancer de mama.
Los receptores de factores de crecimiento pueden ser constitutivamente activados por un
exceso en los niveles del ligando, mutaciones activadoras o amplificacion/sobreexpresion
genética que conducen a una actividad inapropiada de la cinasa promoviendo el crecimiento
y la activacion de segundos mensajeros. Los receptores de factores de crecimiento juegan
un papel esencial en iniciar ambas vias en cancer de mama como son la proliferacion y
supervivencia. Estos receptores tienen una region extracelular que se une al ligando, una
region transmembranal y un dominio intracelular con actividad de tirosina cinasa la cual

activa diferentes cascadas de sefializacion.

El receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (Her 2/Neu o erbB2) es un
miembro de una familia de receptores de tirosina cinasas que incluyen HER1 (receptor del
factor de crecimiento epidérmico EGFR), HER 3 (erbB3) y HER4 (erbB4) y fue el gen
primeramente descubierto por Weinberg y colaboradores en 1984 este se localiza en el

cromosoma 17q y codifica una proteina transmembranal®.

La familia de HER esté involucrada en la regulacion de un repertorio de procesos celulares
diversos que controlan el crecimiento celular, supervivencia, diferenciacién y migracion®*.
Las proteinas HER existen en la membrana plasmatica en un estado inactivado que se
activa cuando su ligando se une, a excepcion de HER 2 el cual no tiene ligando. La unién
de ligando y receptor produce un cambio conformacional que induce la formacién de homo
0 heterodimeros. Los heterodimeros con HER 2 parecen ser mas potentes en promocion de
la sefializacion que los homodimeros®. La dimerizacion induce fosforilacién de residuos de
tirosina altamente conservados dentro del dominio citoplasmico del receptor®, estos

dominios sirven como puntos de anclaje para proteinas adaptadoras y ligan al receptor con
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conexiones y sefiales rio debajo de supervivencia y proliferacion (como por ejemplo PI3K,
MAPK)®, A diferencia de otros miembros de la familia HER, el HER2 est4
constitutivamente activo y puede someterse a dimerizacion no dependiente de ligando y se
asocia preferentemente a otros miembros de la familia de proteinas HER®. Por ejemplo,
HER 3 contiene 6 sitios de unién para la subunidad catalitica p85 de PI3K, haciéndolo el
mas potente activador de la via de supervivencia PI3K entre todos los miembros de la
familia HER. Como consecuencia los heterodimeros formados por HER2/HER3 son
potentes mediadores de sefiales de supervivencia’. Se ha documentado redundancia y
comunicacion cruzada entre receptores y vias de sefializacion lo que ocasiona crecimiento

y supervivencia de tumores epiteliales mamarios (Figura 3).

Figura 3. (Referencia numero 12) La familia HER. Esta imagen muestra la compleja conexion
cruzada entre los miembros de la familia HER de receptores de tirosina cinasas y su sefializacion
intracelular. El receptor HER 2 no tiene ligando conocido y el HER3 le falta un dominio tirosina
cinasa. La sefializacion mediada por HER esta asociada a proliferacion, motilidad, resistencia a la
apoptosis e invasividad, angiogénesis acelerada™.

18



El gen her 2/erb-b2/neu codifica una proteina de 185kD. Su sobreexpresion, debida a la
amplificacion del nimero de copias de este gen, ocurre en 25 a 35% de los casos de
carcinoma mamario y aumenta el riesgo de recurrencia y el comportamiento agresivo del
tumor®®*°. También, se ha asociado a aumento de la proliferacién, motilidad, invasividad y
metastasis, angiogénesis acelerada y apoptosis reducida'’. Cuando son clasificados por
pardmetros clinico-patoldgicos rutinarios los canceres de mama HER 2 +++ son
cominmente de grado intermedio a alto, son habitualmente receptores hormonales
negativos y tienden a tener metéstasis a ganglios linfaticos al momento de la presentacion®.
Ademas, la sobreexpresion de esta molécula se asocia a una sobrevida global y libre de
progresion disminuida en pacientes con cancer de mama™**. También, e ha asociado con
una alta frecuencia de resistencia al tratamiento antihormonal en pacientes con receptores

1516 | as

de estrégeno positivos y a los esquemas tradicionales de quimioterapia
metodologias con mayor aceptacion para el estudio de la expresion de la proteina Her2/Neu
son la inmunohistoquimica y la hibridizacion in situ con fluorescencia, para demostrar el

nGmero de copias del gen. Ambas metodologias muestran buena concordancia'’ (Figura 4)

12
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Figura 4. Pruebas diagnosticas de Her 2. (A): Imnunohistoquimica(IHC). Este panel muestra cuatro
categorias que incluyen Oy 1 (negativos), 2 (intermedio) y 3 (positivos) usando las guias de ASCO y
CAP (AmericanSociety of Clinical Oncology—College of American Pathologists guidelines for
HER-2 IHC scoring. (B): Fluorescence in situ hybridization (FISH). Este panel no muestra
amplificacion de HER2 en la fotografia de la izquierda y amplificacion positiva del lado derecho.

En la clasificacion original del cdncer de mama molecular usando microarreglos de DNA
densos basados en la cuantificacion relativa de RNA mensajero, los tumores positivos para
HER 2 caen dentro de multiples clases incluyendo los grupos luminales, pero no las
categorias normales o triples negativos. EI gen de HER 2 es tipicamente amplificado como

parte de un amplicon que incluye maltiples genes adyacentes®® (Figura 5).
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Chromosomal Amplification

HER-2 Receptor (+) Breast
Cancer Samples

steroidovenic acute remulatory nrotein
nroteasome (vrosome, macropain) 265 sub
KIRA1547 vrotein

H19. imorinted maternally exoressed unt
arowth factor recentor-bound nrotein 7
v-erb-h2 avian ervthroblastic leukemia
hwnothetical wene MGC9753

Figura 5. Microarreglos de DNA. En esta imagen, se muestra el incremento de MRNA de Her2 en
un caso positivo de cancer de mama (Millennium Pharmaceuticals, Inc., Cambridge, MA).

Por lo anterior, HER 2 se convirtio en un posible blanco terapéutico atractivo. Su inhibicion
con el trastuzumab, fue el primer agente biolégico aprobado para el tratamiento del cancer
de mama disefiado en contra del dominio extracelular de HER2. En varios estudios la
amplificacion o sobreexpresion de HER 2 ha mostrado ser un marcador independiente de
respuesta al tratamiento con trastuzumab. En el contexto adyuvante, 5 estudios aleatorios
han mostrado que la adicién del trastuzumab a la quimioterapia reduce la tasa de
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recurrencia en un 50% y mejora la sobrevida globa (figura 6). Esto también se ha

documentado en el contexto metastasico®.
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Figura 6. Beneficio del trastuzumab en sobrevida global (Oncologist 2006).

La actividad del trastuzumab provee la prueba del principio que la inhibicion de HER 2 es
un objetivo valido para la terapia con drogas nuevas. Potencialmente, la sefializacion
mediada por Her 2 puede ser blogueada por 1 o mas sitios a lo largo de la via de
sefializacion, tales son los anticuerpos que se unen al dominio extracelular (trastuzumab), o
bloqueando el paso de dimerizacion de HER2 (pertuzumab), por la inhibicién de la cinasa
con las moléculas pequefas (lapatinib) (figura 7). El lapatinib compite con el ATP en su
sitio de union en el asa de activacion de cinasas blanco y ha mostrado su actividad en
multiples ensayos clinicos®. Debido a lo anterior la terapia anti-Her 2 se ha vuelto parte

del tratamiento estandar para las pacientes que sobrexpresan este gen.
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La familia HER de receptores
y farmacos anti-rHER

Figura 7. Muestra algunos de los farmacos anti HER que se encuentran en ensayos clinicos.
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El papel de la fosforilacion de proteinas.

La fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina juega un papel importante en diferentes
vias de sefalizacion que regulan diversas funciones celulares, las cuales incluyen
proliferacion, diferenciacion, supervivencia, apoptosis y motilidad. El nivel de fosforilacion
es controlado por dos tipos de enzimas que catalizan reacciones opuestas®. La alteracién del
balance normal entre la actividad de las PTK y las PTPs resulta en una fosforilacion
aberrante de residuos de tirosina, la cual ha sido ligada a la etiologia de varias

enfermedades humanas, incluyendo el cancer?®.
Familia de proteinas fosfatasas de tirosina.

Las PTPs constituyen una gran familia estructuralmente diversa, altamente regulada y que

pueden tener efectos estimulatorios o inhibitorios °. En el genoma humano se han
identificado un total de 107 PTPs ’, las cuales estan divididas en receptores y no receptores®

como se muestra en la (figura 8).

El dominio catalitico de las PTPs contiene aproximadamente 280 aminoacidos y presentan
un residuo de cisteina conservado que es requerido para la actividad catalitica. La
defosforilacion de los sustratos ocurre a través de un mecanismo de 2 pasos que consiste en
la formacién de un intermediario que se forma a través de un enlace covalente de fosfato-
PTP que subsecuentemente se hidroliza. La defosforilacion por las PTPs ocurre con un alto

grado de especificidad®.
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Figura 8. La superfamilia de las PTPs y el cancer humano. La figura muestra algunas de los 107
miembros de la superfamilia de las PTPs divididos en cuatro clases sobre la base de secuencia de
aminoacidos del dominio catalitico. Solo son mostradas las PTPs que han sido descritas en
neoplasias malignas humanas. Las clases de PTPs estan definidas sobre las bases de una firma del
dominio catalitico, (H/V)C(X)R(S/T), en los cuales los residuos de cisteina y arginina son
invariables y esenciales para la actividad enzimatica de las clases I, Il, 1ll (verde). Por otro lado, los
miembros de la clase IV (crema) usan un diferente mecanismo en el cual el acido aspértico es un
elemento clave para la catlisis.

La funcion principal de las PTPs es revertir la accién de fosforilacion de las PTKSs.
Algunos de los miembros de la familia de las PTPs son productos de genes supresores
tumorales™®. El ejemplo clésico es PTEN, que fue la primer PTP que se demostré ser un
gen supresor tumoral. Se han reportado mutaciones que inactivan la actividad de fosfatasa
de PTEN en varias tipos de neoplasias, las cuales incluyen cerebro, mama y préstata’.
Ademas, las PTPs pueden potenciar acciones de las PTKs*®. Este modo de sinergia
aumenta las sefiales mitogénicas conduciendo a transformacion y proliferacién celular™

como se muestra en la (figura 9).
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Figura 9. Mecanismos de funcién oncogénica de las PTPs en cancer. La PTP tipo no receptor 1
(PTPN1 también conocida como PTP1B) defosforila Y 449 de el docking protein 1 (DOK 1 o
también conocido como p62DOK), el cual previene la inhibicion de la actividad de Ras

conduciendo a una disminucién de la apoptosis e incremento de la proliferacion a través de via de
sefializacion de MAPK en células de cancer de mama™.

Debido a lo anterior, parece ser que las vias celulares reguladas por la fosforilacion y
defosforilacion de los residuos de tirosina pueden ofrecer un gran recurso de terapia blanco
para el desarrollo de nuevos y mejores tratamientos'’. El desarrollo de moléculas pequefias
que acttan como inhibidores que bloquean la actividad de un estrecho espectro de PTKs
han tenido un impacto significativo en el tratamiento de algunas neoplasias con menor

1213 Dado el papel critico de las PTPs en la

toxicidad de los agentes quimioterapéuticos
sefializacion celular y el hecho que alteraciones en su regulacion también contribuyan a la
patogénesis del cancer, los farmacos inhibidores de las PTPs podrian tener un valor

terapéutico importante*®.

La PTP1B y la TC-PTP son las primeras PTPs identificadas, son del tipo no receptor.

Inicialmente se pensd que tenian propiedades anti-oncogénicas a través de regulacion
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negativa de la actividad oncogénica las PTKs'. Sin embargo, datos recientes han
demostrado que estas fosfatasas se encuentran involucradas en la regulacion positiva de
vias de sefializacién en céncer®. La PTP1B es un regulador positivo de la sefializacién de
Ras, lo cual fue demostrado en fibroblastos de ratones deficientes de PTP1B (PTP1B -/-)*°.
Ademaés, la PTP1B esta sobreexpresada en varios canceres en asociacion con expresion de

oncoprotefnas'®*®

. La sobreexpresion de TC-PTP sola o con PTP1B también ha sido
observada en carcinoma de células escamosas™®. Algunos estudios recientes han mostrado
que PTP1B participa en la via de Her 2 en la iniciacién de la tumorigénesis en cancer de
mama'®*®?°, La inhibicion de la expresion de PTP1B fue asociada con la disminucion de la
fosforilacion de ERK, sugiriendo que participa en esta via de sefalizacién en la

tumorigénesis de mama®*9%.

PTP1B.

La PTP1B fue purificada de la placenta humana y tiene un peso de 50kD, contiene un
dominio catalitico de 37kD 2! hacia su extremo N-terminal (residuos 1-300) seguido de una
region reguladora de cerca de 80-100 residuos y un dominio de localizacion en la
membrana (residuos 400-435) que ancla la enzima a la cara citoplasmatica del reticulo
endoplasmico®®?®. La enzima es expresada abundantemente y tiene una robusta actividad
catalitica que, bajo muchas circunstancias, es estrechamente controlada. Ademas, de su
localizacion en la superficie del reticulo endoplasmico, que puede restringir su acceso a los
substratos, existen otros cuatro mecanismos, que operan en tandem para regular la actividad

de PTP1B y son la oxidacion, fosforilacién, sumoilacion y protedlisis (figura 10)%*.
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Figura 10. Dominios estructurales y regulacion de PTP1B. Representacion esquematica. La PTP1B
humana en su longitud complete esta compuesta por un dominio catalitico N-terminal (en verde) y
un dominio C-terminal cuyo objetivo es el reticulo endoplasmico(en naranja) y a un lado dos
dominios ricos en prolina(PRD:278-401 AA; en morado) de los cuales al menos 1 es crucial para
las interacciones proteina proteina. La PTP1B es regulada por la fosforilacién en los sitios Y152 y
Y153, fosforilacion en serina en los sitios indicados, ademéas de la oxidacion del sitio activo de
Cyst215, sumoilacion en su sitio PRD y protedlisis por calpaina.

PTP1B juega un papel clave en la sefializacion de vias metabolicas y es un blanco
terapéutico prometedor para la diabetes mellitus 2 y la obesidad. Esta proteina participa en
la regulacién negativa en la sefializacién de la insulina y la leptina. La delecion del gen de
ptpnl en ratones causa hipersensibilidad a la insulina y estd asociada con un incremento
marcado de la fosforilacion de tirosina del receptor de insulina y sus blancos®®?. La
PTP1B también puede inhibir la sefializacion de otros RTKSs tales como los receptores de
PDGF y HGF?32, Mientras que la sobreexpresién de PTP1B en fibroblastos inhibe la
transformacion por oncogenes que incrementan la fosforilacion de tirosinas incluyendo
ErbB2, Src, Ber-Abl, Crk, y Ras**®. También es requerida para la activacion de las
GTPasas de RAC y RAS (enzimas asociadas con incremento de proliferacion vy

motilidad)™. Ademés, también parece activar a Src mediante defosforilacién del sitio
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inhibitorio (Y527) localizado hacia el extremo carboxilo terminal de la cinasa®*%. La
PTP1B se encuentra localizada dentro del mapa genético en el cromosoma 20 en la region
q13.1-q13.2**%°, La ganancia o amplificacion de la regién del cromosoma 20g13 también

41-44

ha sido observada en varios canceres y esta asociada con pobre prondstico en cancer de

mama**(Figura 11).
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Figura 11.- Sitios de regulacion de los receptores de tirosina cinasa (RTK) por PTB1B y su
ubicacion en la célula. Cuando en la superficie de la célula los RTKs se fosforilan en sus dominios
intracelulares por la activacion de sus ligandos especificos, la PTP1B defosforila los RTKSs
activados en sitios de contacto entre el reticulo endoplasmico y la membrana plasméatica o muy
cerca del reticulo endoplasmico cuando se internalizan los RTKSs.

El modelo murino de PTP1B -/- resiste la transformacion por el oncogén ErbB2 vy la
sobreexpresion transgénica de PTP1B en células mamarias es oncogénica®®'®. Ademas de
activar a Src también inactiva a p62°% “, que constituyen dos vias que promueven
crecimiento y son reguladas positivamente por PTP1B. En resumen, podemos decir que
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PTP1B tiene una funcion como regulador negativo de la sefializacion de leptina e insulina y
que al parecer muestra propiedades que favorecen la tumorigénesis en ciertos tumores en
especial cancer de mama HER 2 aunque su rol exacto se desconoce. Sin embargo, estas
caracteristicas duales la convierten en un blanco atractivo para el tratamiento de la
obesidad, diabetes y cAncer de mama. En la figura 12 se describe la implicacion de PTP 1B

en las vias de sefializacién implicadas en el metabolismo y cancer®.

Figura 12. Sefalizacién metabdlica y oncogénica de PTP1B. La fosfatasa PTP1B (linea rosa
obscuro) ejerce un rol negativo en las vias de sefializacion de la insulina y la leptina, y un efecto
positivo sobre la tumorigénesis inducida por HER2 en cancer de mama (modelos preclinicos). La
PTP1B atenua la sefializacion de la insulina seguida por endocitosis del receptor y la defosforilacion
de IRS-1. También inhibe la transcripcion mediada por JAK2-STAT 3. Con respecto al papel
oncogénico la PTP1B deforforila a p62°°F el cual inhibe a p'*°** ¢ aumentando asi la proliferacion
por la de Ras-MAPK. Tambien defosforila a Y529 de Src conduciendo a la subsecuente activacion
de pequefias GTPasas tales como Ras y Rac.
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Planteamiento del problema

O PTP1B se ha asociado a la progresion y metastasis en lineas celulares de céncer de
mama y modelos murinos.
O Es relevante conocer los mecanismos por los cuales esta molécula ejerce su efecto

en Her2/Neu en células de cancer de mama.

Justificacion

O Debido a que el cdncer de mama es una enfermedad con gran prevalencia a nivel
mundial, el entendimiento de las bases moleculares de esta enfermedad es de gran
relevancia para el desarrollo de nuevos marcadores pronosticos y de prediccion, asi
COMO nuevos tratamientos.

O Se han cumplido 30 afios de la investigacion de la regulacion de la fosforilacion de
proteinas en residuos de tirosina. En estas 3 décadas se encuentra poco explorado el
papel de las PTPs. Por lo cual, su estudio puede ser de un gran potencial en la

clinica (pronostico o terapéutico).
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Objetivo general

Evaluar el efecto de PTP1B en la modulacion de la expresion de Her2 en lineas celulares y

cultivos primarios de cancer de glandula mamaria.

Objetivos especificos

» Sobre-expresar la PTP1B en su forma silvestre y la mutante D181A.

» Evaluar si la sobreexpresion de PTP1B modula la expresion de Her 2 en lineas
celulares y cultivos de cancer de glandula mamaria.

» Evaluar como afecta la sobreexpresion de PTP1B la sefializacion de Her2/Neu en

células de cancer de mama.
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Hipdtesis.

O PTP 1B modula la expresion de Her2 y/o algunos de sus elementos de sefializacion
rio abajo, como c-Src y MAPKSs, en celulas tumorales de glandula mamaria lo cual

puede contribuir a una mayor agresividad de las células de este tipo de tumor.
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Material y Métodos.

Cultivo de celulas de cancer de glandula mamaria.

Cultivo de células de cancer de glandula mamaria. El cultivo celular MBCD5-B3,
MBCDF fue generado a partir de explantes derivados de una biopsia obtenida a partir de
una mastectomia radical (Protocolo aprobado por el comité de etica del Instituto Nacional
de Ciencias Medicas y Nutricion Salvador Zubiran referencia 159 ). Brevemente el tejido
fue cortado en trozos pequefios y sembrados como explantes en RPMI-1640 suplementado
al 10% de suero fetal bovino. Las celulas se dejaron crecer hasta que llenaron el plato de
cultivo. Estas células fueron tripsinizadas y mantenidas como cualquier otra linea celular .
La inmortalizacion se asumio despues de mantenerse en crecimiento continuo in vitro por

mas de dos meses.
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Figura 13. Cultivos celulares y el fenotipo de expresion de receptores.
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Purificacion de plasmidos.

Los plasmidos pcDNA4A, pcDNA4 myc-PTP1B wt y pcDNA4 myc-PTP1B D181A
mediante el kit de purificacion de plasmidos de la marca QIAGEN de acuerdo al protocolo
indicado por el fabricante. Brevemente, 500ml de cultivo de bacteria se centrifugaron a
6000 rpm. Se retiro sobrenadante y se resuspendieron las células en 10 ml de buffer P1. Se
adiciono 10 ml de buffer P2 y se agitd por inversion. Posteriormente, se pusieron 10 ml de
buffer P3 y se incubd por 5 min a 4°C. Se realizo centrifugacion (10000-13000 RPM) por
10 minutos. Se remueve el supernadante. Se equilibré con buffer QBT. El supernadante se
coloca en el QIAGEN-tip 20 y permitir la entrada de la resina por flujo de gravedad. Se
lava con buffer QC. Posteriormente se eluye el DNA con buffer QF. Se precipita el DNA
con isopropanol se mezcla y se centrifuga inmediatamente a 10000 revoluciones por minuto
por 30 minutos. Se decanta el supernadante. Se lavo el pellet de DNA con 1ml de etanol al
70% vy se centrifugo a 10000 RPM por 10 minutos. Se decanta y se seca al aire libre por 5-
10minutos y se re-disolvio el DNA en un volumen de agua libre de RNAsas. Se realiz6 la

determinacion o cuantificacion de la cantidad de DNA por medio del nanodrop.

Transfecciones.

Se transfectaron las células MBCDF, T47D, y MBCD5-B3 mediante el protocolo de
lipofectamina plus reagent para la transfeccion de plasmidos y para la cotransfeccion se
utilizo el protocolo de lipofectamina 2000. Primero se cultivaron placas de 6 posos con las
lineas celulares MBCD5-B3, MBCDF y T47D. Una hora antes de la transfeccion se le
cambia el medio a las células libre de antibidtico y suero fetal bovino. Se colocé 1ug de

plasmido (DNA del vector vacio, PTP1B WT y PTP1B D181A) y 6 pl de reagent plus en
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un tubo ependorf. Posteriormente se diluyeron en medio libre de suero y antibiéticos. Se
dejo dicha mezcla durante 15minutos incubando a temperatura ambiente. Después, se
realiz6 una mezcla de 4ul de lipofectamina en 96ul de medio libre de antibidticos y se
colocd en un tubo eppendorf. Posteriormente, se mezclaron gentilmente el contenido de
ambos tubos y se incubo por 15 min a temperatura ambiente. Al finalizar se colocaron en
cada plato de cultivo y se llevaron a una incubadora de CO2 a 37°C por 24hrs. Terminado
este tiempo se le afiadia medio de crecimiento al 10% (OPTI MEM) 2ml. Para la co-
transfeccion de plasmidos con el sSiRNA de Her 2 se realizd el protocolo con lipofectamina

2000 el cual es muy similar, la tnica diferencia es que no se utiliza plus reagent.

Ensayo de Western Blot.

Las células fueron sembradas en cajas de petri en medio RPMI-1640 libre de rojo fenol con
10% de suero fetal bovino. Se dejé que las células tuvieran una confluencia del 100% y
posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS y se dejaban 24hrs en medio de RPMI -
1640 libre de rojo fenol con 10% de suero fetal bovino. Posteriormente e lisaron en buffer
de lisis que contiene 50nM HEPES (pH 7.4), 1 mM EDTA, 250mM NaCl, 1% de Nonidato
P-40, 10mM NaF, 1mM vanadato de sodio y 1X mezcla de inhibidores de proteasa
(Complete, EDTA free, Roche). Treinta microgramos de proteina fueron sometidos a una
electroforesis en un gel de policramida desnaturalizante y se transfirié a una membrana
inmobilon-P PVDF (Millipore Corp Bedford, MA). La membrana se bloqueo 1hr con leche
5% en PBS Tween. Posteriormente se incubd con los anticuerpos primarios anti-myc toda
la noche a 4°C. Se incubd con el anticuerpo secundario de ratén por 45 min. La sefial fue

visualizada por quimioluminiscencia y se expuso a una pelicula radiografica (Kodak).
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Resultados.

Sobreexpresion de PTP1B en lineas celulares y cultivos primarios de cancer de mama.
En busca de definir cuél es la funcion bioldgica de PTP1B en células tumorales de cancer
de mama de cultivos primarios (MBCD5-B3 y MBCDF) y lineas comerciales (T47D)
realizamos la transfeccion de plasmido pc-DNA4 vacio o el que contiene el cDNA de myc-
PTP1B en su forma silvestre (WT) y mutante (D181A). Los resultados fueron evaluados
mediante Western Blot usando un anticuerpo anti-myc. Se realizé una primera transfeccion
el cultivo primario MBCDF para estandarizar la técnica (Fig 1A). Los resultados muestran
que el carril transfectado con el vector vacio no hay expresion de myc-PTP1B, mientras
que en los carriles donde se expres6 PTP1B WT y la mutante D181A se incremento en los
niveles de myc-PTP1B (Fig 1A). Posteriormente se tranfectaron las células MBCD5-B3,
MBCDF y T47D (Fig 1B) donde se observé que PTP1B se transfecta en su forma WT y
D181A en los tres cultivos de células de cancer de mama, aunque se observd una mayor
eficiencia de transfeccion en la linea celular T47D (Fig 1B). Una vez realizada la
transfeccion de las diferentes lineas celulares, uno de los hallazgos fue que habia cambios
fenotipicos importantes en la morfologia de las células con incremento en el tamafio de las
células hasta diez veces su tamafio normal, cambios en el citoplasma con inclusiones
citoplasmaticas, bordes irregulares, y un fenotipo celular similar al encontrado en las

células que podrian en la fase de transicion epitelio-mesénquima (EMT) (Figura 1C).
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Efecto de la sobreexpresion de PTP1B en lineas celulares y cultivos primarios de

cancer de mama en la fosforilacion de tirosinas global.

Para tratar de definir el efecto de PTP 1B en el proceso de fosforilacion global y si este es
especifico o defosforila multiples sustratos afectando el nivel de fosforilacion total. Se
realizd la transfeccion de plasmido pc-DNA4 vacio o el que contiene el cDNA de myc-
PTP1B en su forma silvestre (WT) y mutante (D181A) en células tumorales primarias y
linea celular establecida (MBCDF, MBCD5-B3 y T47D). Los resultados fueron evaluados
mediante Western Blot. Se encontrdé que los carriles transfectados con el vector vacio,
PTP1B WT y D181A, no mostraron cambios significativos entre ellos, lo que sugiere que
el proceso de defosforilacion de PTP1B es especifico y no afecta de manera global el nivel
de fosforilacion (Figura 1D).
Efecto de la sobreexpresion de PTP1B sobre los niveles de pHer2/Her2 en células de
cancer de mama.

Para evaluar el efecto de la PTP1B sobre la expresion de Her 2 en células de cancer de
mama. Se realizaron trasnfecciones de las células MBCD5-B3, MBCDF y T47D de
manera transitoria con PTP1B en su forma silvestre (WT) o mutante (D181A). Se evalué la
expresion de Her 2 total y fosforilado en el residuo Y877 mediante Western Blot. Los
resultados mostraron que la transfeccion del vector vacio mostraba niveles basales de
expresion de Her 2 de cada cultivo celular. Cabe hacer notar que en las células MBCD5-
B3, Her 2 ya se encuentra fosforilado. En las células T47D no se pudo evaluar la forma
fosforilada de Her 2 (Figura 2A). La sobreexpresion de PTP1B WT y D181A mostrd un

aumento en la expresion de la proteina Her 2 total y fosforilada.
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Figura 1A. Western Blot de la transfeccion transitoria y expresion de PTP1B WT y mutante (DA
181A) en un cultivo primario de cancer de mama (MBCDF). Figura 1B. Western Blot de la
transfeccion transitoria y expresion de PTP1 B WT y DA en cultivos primarios y linea celular de
cancer de mama (MBCD5-B3, MBCDF Y T47D). Figura 1C. En esta imagen representativa se
ejemplifica el cambio de morfologia de las células transfectadas transitoriamente con PTP 1B en su
forma silvestre (WT) y mutante (DA 181A). Figura 1D. Western Blot anti-fosfotirosina de la
transfeccion transitoria de pc-DNA4 vacio o con cDNA de PTP1 B en la forma WT y (D181A) en
cultivos primarios y lineas celulares de cancer de mama (MBCD5-B3, MBCDF Y T47D) el cual no
muestra cambios significativos en el nivel de fosforilacion total en ninguno de los tres carriles
transfectados en las tres lineas celulares lo que sugiere que PTP1B actta defosforilando sustratos
especificos sin afectar el nivel de fosforilacion global. EV: vector vacio, WT: PTP1B silvestre, DA:
PTP1B mutante.

En la figura 2 observamos que la sobreexpresion de PTP1B WT y D181A se ve un
incremento en los niveles de Her2 total y fosforilado. Con el propdsito de determinar si este
efecto es dependiente de la cantidad de PTP1B, se transfectaron concentraciones crecientes
del plasmido pcDNA4 que contiene el cDNA de PTP1B WT (0.5, 1, 2ug). Los resultados
mostraron que los cultivos transfectados con la forma silvestre de PTP1B con cantidades

crecientes mostraron un aumento progresivo en la expresion de proteina total con presencia
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de incremento de sefial cuando son expuestos al anticuerpo contra Her 2 como se muestra

en la Figura 2B.
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Figura 2A. Western Blot que muestra aumento en la cantidad total y forma fosforilada de Her 2
cuando se realiza transfeccion transitoria con la forma silvestre o mutante de PTP1B en cultivos
primarios y lineas comerciales de cancer de mama (MBCD5-B3, MBCDF Y T47D). EV: vector
vacio, WT: PTP1B silvestre, DA: PTP1B mutante.
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Figura 2B. Analisis de Western Blot que muestra aumento progresivo en la expresién de la forma
total de Her 2 (recuadro y flechas en rojo) cuando se realiza transfeccion transitoria con cantidad
creciente de cDNA de la forma silvestre PTP1B en cultivos primarios y lineas comerciales de
cancer de mama (MBCDF y T47D). EV: vector vacio, WT: PTP1B silvestre.

Efecto de la sobreexpresion de PTP1B en la sefializacion Rio debajo de Her 2 (MAPK
y Akt).

La siguiente pregunta que surgid fue ver cudl es el efecto de PTP1B en las vias de
sefializacion rio abajo de Her 2. Para contestar esta pregunta, se transfectaron células
tumorales de cancer de mama de cultivos primarios, MBCD5-B3 y MBCDF vy la linea
celular T47D con PTP1B WT y D181A.S e evalud que ocurria con la expresion de MAPK
y Akt en sus formas totales o fosforiladas. Los resultados no mostraron cambios en el nivel
de expresion de MAPK o Akt total o las formas fosforiladas. Mientras que aquellos cultivos
transfectados con la forma silvestre 0 mutante de PTP 1B se incrementd la expresion de las
formas fosforiladas de MAPK y Akt asi como en las formas totales (Figura 3). Ademas, se
evaluo el efecto sobre c-Src, no observamos cambios a nivel de c-Src en su forma total o

fosforilada Y527 y Y416 cuando eran transfectadas con PTP1B.
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Figura 3. Analisis de Western Blot que muestra aumento en la expresion de algunas
proteinas involucradas en las vias de sefializacion rio abajo de Her 2 en su forma
fosforilada (MAPK) y en su forma total (Akt) (recuadro y flechas en rojo) cuando se realiza
transfeccidn transitoria con la forma silvestre o mutante de PTP1B en cultivos primarios y
lineas comerciales de cancer de mama (MBCD5-B3 Y T47D). EV: vector vacio, WT:
PTP1B silvestre, D181A: PTP1B mutante.

Efecto de la inhibicion de Her 2 mediante siRNA sobre la expresion de Her 2 mediada
por PTP1B.
Una vez que establecimos que PTP1B modula la expresion de Her 2, evaluamos si la
inhibicién de Her 2 mediante siRNAs afectaba los niveles de Her 2 inducidos por PTP1B.
Se co-transfectd el cultivo primario MBCDF y la linea celular T47D con plasmido pc-
DNA4 que contiene cDNA de PTP1B en su forma silvestre (WT) y siRNA contra Her 2. Se
encontré que el vector vacio no mostraba cambios en el nivel de expresion de Her 2 total y
aquellos cultivos transfectados con la forma silvestre de PTP1B mostraron un aumento en

la expresion de proteina total de Her 2 como ya se habia demostrado previamente aun en
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presencia de cantidades crecientes de siRNA contra Her 2 sugiriendo que PTP1B modula la

expresion de esta proteina (Figura 4A 'y 4B).
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Figura 4A y B. Western Blot que muestra aumento en la expresion de la forma total de Her 2
cuando se realiza transfeccion transitoria con PTP1BWT en cultivos primarios y lineas celulares de
cancer de mama (MBCDF Y T47D) aun en presencia de cantidades crecientes de SiRNA contra
Her 2 lo que sugiere que la expresion de Her 2 es modulada por PTP 1B. EV: vector vacio, WT:
PTP1B silvestre, DA: PTP1B mutante, S: siRNA contra Her 2, W+S: Co-transfeccién PTP1B WT y
siRNA contra Her2.

Posteriormente, ya que corroboramos que Her 2 es modulado por PTP1B con los
experimentos previos continuamos la busqueda de poder definir si el efecto de PTP1B
sobre Her 2 en células tumorales de cancer de mama de cultivos primarios (MBCDF) y
lineas comerciales (T47D) era especifico de esta fosfatasa. Se evaludé se TC-PTP una
fosfatasa muy relacionada a PTP1B no daba el mismo efecto sobre la expresion de Her 2 en
su forma total. Se realiz0 co-transfeccion con plasmido pc-DNA4 que contiene cDNA de
PTP1B y otro que contiene cDNA de la proteina fosfatasa de células T (TC-PTP) en su
forma silvestre (WT) y siRNA contra Her 2. Se encontro que el vector vacio no mostraba
cambios en el nivel de expresion de Her 2 total y aquellos cultivos transfectados con la

forma silvestre de PTP1B mostraron un aumento progresivo en la expresion de proteina
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total de Her 2, esto aun en la presencia de siRNA contra Her 2. TC-PTP no ejercid ningun
efecto sobre la expresion de Her2. Cuando se inhibi6 Her 2 con el siRNA, la
sobreexpresion de TC-PTP no afecto los niveles de Her 2 sugiriendo que PTP1B modula de

manera especifica la expresion de esta proteina (Figura 4C).
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Figura 4C. Western Blot que muestra aumento en la expresion de la forma total de Her 2
cuando se realiza co-transfeccion de la forma silvestre PTP1B en cultivo primario y linea
celular de cancer de mama (MBCDF y T47D) aun en presencia de siRNA contra Her 2 lo
que sugiere gque la expresion de Her 2 es modulada por PTP1B de manera especifica ya
que. La TC-PTP no ejercié ningun efecto sobre la expresiéon de Her 2. EV: vector vacio,
WT: PTP1B silvestre, DA: PTP1B mutante, S: siRNA contra Her 2, W+S: Co-transfeccion
PTP1B WT vy siRNA contra Her 2, TC: Fosfatasa TC-PTP, T+S: Co-transfeccion de
Fosfatasa TC-PTP y siRNA contra Her 2.
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Discusion y conclusiones.

La expresion y actividad de PTP1B ha sido asociada en la oncogénesis en diversos tipos
celulares y tumores tales como cancer esofagico, mama, ovario y colon. Sin embargo, el
papel de esta fosfatasa en estos tumores no se ha esclarecido completamente, sin que quede
claro si es una causa o una consecuencia de la enfermedad 7. Interesantemente, se sabe
que la regién del cromosoma 20g13, donde esta situado el gen de PTP1B se encuentra
amplificado en varios canceres. Esto también ha sido observado en cancer de mama donde
se asocia un pobre prondstico "*3. Otros estudios han demostrado que PTP1B activa a c-Src
y a la via de ras lo que sugiere un papel oncogénico’ ™. Ademas, ensayos previos han
demostrado que el modelo murino de NDL2/PTP 1B -/- resiste la transformacién por el
oncogén ErbB2 en cancer de mama y protege de las metastasis pulmonares®. Sin
embargo, a pesar de esta informacién que relaciona a PTP1B y el cancer de mama en
especifico el que sobreexpresa Her 2, en la actualidad se desconoce su papel exacto en la
carcinogeénesis o la progresion tumoral. Tratando de definir cuél es el papel de PTP1B en la
regulacion de Her2 en cancer de mama sobreexpresamos PTP1B en lineas celulares y
cultivos primarios de glandula mamaria con el plasmido pcDNA4 que contenia el cDNA de
PTP1B en su forma silvestre o la mutante (D181A). Observamos que uno de los efectos
mas importantes de la sobreexpresion de PTP1B fue un aumento en la expresion de las
formas total y fosforilada de Her 2, lo que corrobora los resultados de un estudio preclinico
previo que reportd que los niveles de expresion de pHer2/Her 2 disminuian en el modelo
murino de cancer de mama NDL2 con delecién homéciga de PTP1B®. En nuestro trabajo
nos dimos a la tarea de determinar la expresion de Her 2 es en verdad dependiente de la

cantidad de PTP1B, lo que resulta una propuesta novedosa. Sorprendentemente,
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encontramos que la expresion de Her 2 es dosis dependiente aunque el mecanismo por el
cual lo realiza estd aun por dilucidarse, lo anterior apoya la idea propuesta de que PTP1B
que es capaz de modular la expresion de Her 2. Los cambios e el contenido celular de Her 2
podrian explicarse por varios mecanismos independientes: i) PTP1B podria efecto el
control de la expresion génica, i) alternativamente, la fosfatasa podria activar un
regulacion negativa en la via de internalizacion y reciclaje de Her 2, que se sabe esta
controlada por la maquinaria de ubiquitinacién mediada por c-Cbl?*, iii) otra posibilidad
que la fosfatasa afecte la maquinaria de seleccion del endosoma ya que se han propuesto
algunos efectores de esta via como sustratos directos de PTP1B como lo es STAM2%, Por

lo anterior, es claro que se necesitan méas estudios para tratar de contestar esta pregunta.

Otro de los hallazgos mas relevantes es que estamos reportando es un aumento en algunas
vias de sefializacion rio abajo de Her 2, especialmente, un incremento en la fosforilacion de
las MAPKs y Akt lo que ocasionaria un fenotipo celular méas agresivo con resistencia a la
apoptosis, lo cual concuerda con lo reportado anteriormente en un ensayo, en donde el
modelo murino NDL2 / PTP1B -/- demostré una disminucion en la fosforilacion de las
MAPKs y AKT lo que ocasiona un incremento en la apoptosis y disminucion de las
metastasis pulmonares como efecto bioldgico®. Esto sugiere que PTP 1B podria participar
como regulador positivo de la supervivencia via p62Dok por medio de las MAPKs y la via
de Akt como lo mostraron estudios previos que documentaron que Her 2 aumenta la
supervivencia a través de reducir los niveles de p27<" y aumentar los de ciclina D1 ®>%,
Otra consideracidn que debemos hacer es en relacién a c-Src, el cual se ha vinculado a Her

2 y PTP1B en algunas lineas celulares de cancer y otros cultivos de epitelio mamario

inmortalizadas en donde esta via se encuentra activa por medio de defosforilacion de la
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Y527 que es el sitio inhibitorio de c-Src *"*°. Sin embargo, aunque se ha demostrado que
PTP1B defosforila a c-Src en la Y527, el papel de esta en la transformacion mediada por
Her2 no es completamente claro, ya que modelos murinos donde se sobreespresa de
manera transgénica gen csk, el cual codifica una proteina cinasa, que suprime la activacion
de c-Src no afecta la tumorigénesis mediada por Her 2 *, por lo que su papel todavia en la

carcinogénesis o progresion tumoral debera continuar en investigacion.

Una vez que establecimos que PTP1B modula la expresion de Her 2 e incrementaba la
expresion de algunas vias de sefializacion relacionadas, evaluamos si la inhibicion de Her 2
mediante siRNAs afectaba los niveles de Her 2 inducidos por PTP1B. Sorprendentemente,
encontramos que los niveles de Her 2 a pesar del silenciamiento con el SiRNA en
concentraciones crecientes eran restablecidos por la presencia de PTP1B y no por TC-PTP
lo que nos sugiere que este efecto es especifico de esta fosfatasa. Lo anterior, puede deberse
a que PTP1B tiene sustratos especificos como lo publicado por un ensayo en fibroblastos
de embriones de raton PTP1B-/- en donde observaron por medio de protedmica cuantitativa
que PTP1B se asocia a un subgrupo de 18 proteinas entre ellas p120rasGap, p62Dok, ZO1
entre otras”®. Otros ensayos han documentado algunos sustratos en donde PTP1B act(ia de
manera altamente selectiva como lo son IRS-1, JAK 2, EGFR y PDGFR, etc?®**. Ademas,
esto podria explicar porque no se observaron cambios significativos de los niveles totales

de proteinas fosforiladas en residuos de tirosina.

Nuestros estudios demuestran que PTP1B modula especificamente los niveles de Her2 en
lineas celulares y cultivos primarios de cancer de mama. El hecho que PTP1B incremente
Her2 es de gran relevancia, ya que este es considerado un factor de mal prondéstico. Por lo

cual, la expresion de ambas proteinas puede ser considerado de mal prondstico. En analisis
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preliminar encontramos de 11 pacientes, 5 sobreexpresan PTP1B y una de ellas
sobreexpresa Her2. Esta paciente el tumor progreso rapidamente, a pesar del tratamiento,
generando metastasis pulmares, hepaticas y ganglionar, lo que demuestra que la
sobreexpresion de estas dos proteinas es de mal pronostico (Datos no publicados donados
por la doctora Karen Doddy). Dado el antecedente, que en la tumorigénesis dependiente de
Her 2 en modelos murinos (MMTV-NeuNT), este proceso requiere a PTP1B para la
progresion tumoral en lesiones premalignas que sobreexpresan este receptor'®. Por todo lo
anterior, se podria utilizar a PTP1B como una herramienta diagnostica y pronostica dentro
del subgrupo de pacientes que sobreexpresa Her2. También se puede pensar en potencial
uso de los inhibidores de PTP1B como mecanismo de quimio-prevencién primaria o

secundaria®®?2.
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