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RESUMEN
Evaluación de la implicancia de blancos moleculares en la transición de tumores de mama de
un estadío in situ a un estadío invasor

El carcinoma ductal in situ (DCIS) en el cáncer de mama se define como una proliferación de células

neoplásicas epiteliales contenidas dentro del lumen de los conductos mamarios. Aunque el DCIS es

precursor de los carcinomas infiltrantes (IDC), aún no es posible predecir cuáles de estos tumores

progresarán a etapas más avanzadas ni cuándo lo harán.

La inoculación intraductal de células humanas MCF10DCIS.com en la glándula mamaria murina

genera DCIS que progresan espontáneamente a IDC. En trabajos previos se reportó que MT1-MMP,

una metaloproteasa de membrana con actividad colagenasa, es esencial para la transición de DCIS a

IDC. En el estado invasivo, MT1-MMP está sobreexpresado en el frente de invasión, definiendo dos

poblaciones celulares: MT1-MMP alto y MT1-MMP bajo. El análisis transcriptómico de estas

poblaciones cruzado con datos de un conjunto de DCIS de alto grado humano permitió identificar tres

genes potencialmente involucrados en la transición temprana del cáncer de mama: SPARC, CLCA2 y

COX-2.

Planteando como hipótesis de trabajo que los genes SPARC y CLCA2 son relevantes en el proceso

de progresión temprana del cáncer de mama (transición DCIS-IDC), el objetivo general de esta tesis

se centró en validar y estudiar la expresión de SPARC y CLCA2 como biomarcadores predictores de

la progresión temprana de cáncer de mama, tanto en modelos murinos como en muestras de

pacientes.

La expresión de SPARC y CLCA2, junto con MT1-MMP se analizó en un modelo murino singénico

(LM38-LP) y en uno xenogénico (MCF10DCIS.com) mediante inmunofluorescencia en secciones de

parafina de tumor invasivo obtenido tras la inyección intraductal de células tumorales. También se

analizó la expresión de los genes en muestras de pacientes obtenidas del biobanco de tumores del

Instituto A. H. Roffo mediante RT-qPCR y ensayos de inmunohistoquímica. Dado que CLCA2 es un

gen poco estudiado en el contexto de cáncer de mama y, en particular, en la progresión temprana, se

estudió además la expresión de este gen mediante inmunohistoquímica en una cohorte de pacientes

con componentes in situ e invasora.

Este trabajo aborda el análisis de dos genes potencialmente implicados en la progresión temprana de

cáncer de mama combinando distintas técnicas de análisis de expresión génica y utilizando tanto

modelos murinos como muestras de pacientes. Esta aproximación ofrece una visión integral del

papel de estos genes en el proceso de transición DCIS-IDC. No obstante, se requieren

investigaciones más exhaustivas para profundizar estos hallazgos. Estudios futuros podrían ser

cruciales para el diseño de terapias dirigidas que inhiban la progresión temprana de cáncer de mama.

Palabras clave: carcinoma ductal in situ, progresión temprana, cáncer de mama, MT1-MMP, SPARC,
CLCA2
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ABSTRACT
Evaluation of the molecular targets involvement in the transition of breast tumors from an in

situ stage to an invasive stage

Ductal carcinoma in situ (DCIS) in breast cancer is defined as a proliferation of neoplastic epithelial

cells confined within the lumen of the mammary ducts. Although DCIS is a precursor to invasive

carcinomas (IDC), it is not yet possible to predict which of these tumors will progress to more

advanced stages or when this progression will occur.

The intraductal inoculation of human MCF10DCIS.com cells into the murine mammary gland

generates DCIS that spontaneously progress to IDC. Previous studies have reported that MT1-MMP,

a membrane metalloprotease with collagenase activity, is essential for the transition from DCIS to

IDC. In the invasive state, MT1-MMP is overexpressed at the invasion front, defining two cellular

populations: high MT1-MMP and low MT1-MMP. Transcriptomic analysis of these populations,

cross-referenced with data from a human high-grade DCIS dataset, allowed the identification of three

genes potentially involved in the early transition of breast cancer: SPARC, CLCA2, and COX-2.

Posing the hypothesis that SPARC and CLCA2 genes are relevant in the early progression of breast

cancer (DCIS-IDC transition), the main objective of this thesis was to validate and study the

expression of SPARC and CLCA2 as predictive biomarkers for early breast cancer progression, both

in murine models and in patient samples.

The expression of SPARC and CLCA2, along with MT1-MMP, was analyzed in a syngeneic murine

model (LM38-LP) and a xenogenic model (MCF10DCIS.com) using immunofluorescence on paraffin

sections of invasive tumors obtained following intraductal injection of tumor cells. Gene expression

was also analyzed in patient samples from the tumor biobank at the A. H. Roffo Institute using

RT-qPCR and immunohistochemical assays. Since CLCA2 is a poorly studied gene in the context of

breast cancer and particularly in early progression, its expression was additionally studied by

immunohistochemistry in a cohort of patients with both in situ and invasive components.

This work addresses the analysis of two genes potentially implicated in early breast cancer

progression by combining various gene expression analysis techniques and utilizing both murine

models and patient samples. This approach provides a comprehensive view of the role of these genes

in the DCIS-IDC transition process. However, more thorough investigations are needed to further

elucidate these findings. Future studies could be crucial for the design of targeted therapies that

inhibit the early progression of breast cancer.

Keywords: ductal carcinoma in situ, early progression, breast cancer, MT1-MMP, SPARC, CLCA2
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Introducción

Aspectos generales de la biología tumoral

A diferencia de las células de vida libre como las bacterias, que compiten por sobrevivir, las

células de un organismo pluricelular están comprometidas con la colaboración. Para

coordinar su comportamiento, las células envían, reciben e interpretan un conjunto de

señales extracelulares que controlan e indican a las células cómo actuar. Las alteraciones

moleculares que perturban esta armonía representan un problema. En un cuerpo humano

con más de 1014 células, miles de millones de células experimentan mutaciones todos los

días. Sin embargo, cuando una mutación puede otorgar a una célula una ventaja selectiva,

permitiéndole crecer y dividirse con mayor eficiencia, y sobrevivir más fácilmente que sus

vecinas, se pone en peligro el futuro de todo el organismo (Alberts et al., 2014). El proceso

por el cual las células normales se transforman en células cancerosas se denomina

carcinogénesis (National Cancer Institute, 2024, sección “Carcinogénesis”).

Cuando se habla de cáncer, en realidad se tiene en cuenta a un conjunto vasto y diverso de

enfermedades de duración variable y en algunos casos de progresión fatal. La característica

común a todas ellas es la capacidad de las células de crecer sin control, formando una

masa anormal de tejido que se conoce como neoplasia o tumor. Esta proliferación

descontrolada puede conllevar a la invasión de tejidos adyacentes e inducir la formación de

nuevos vasos sanguíneos (neovascularización o angiogénesis) que le permite desarrollar

colonias en órganos distantes, conocidas como metástasis (Instituto de Oncología Ángel H.

Roffo, 2018) (Figura 1).

Figura 1. Representación esquemática de los estadíos de una progresión tumoral general.
Figura modificada de Kanwal et al. (2013).
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La adquisición de las capacidades biológicas distintivas que caracterizan a las células

cancerosas es el resultado de una combinación de distintos factores, entre ellos genéticos y

epigenéticos (Figura 2). La inestabilidad genómica y la mutación son características clave

del cáncer. La aparición de mutaciones específicas en los genes que regulan la proliferación

celular, la muerte celular programada, la angiogénesis, la invasión y la respuesta inmune

son factores importantes en la adquisición de las capacidades distintivas de las células

cancerosas. Además, los cambios epigenéticos, como la metilación del ADN y las

modificaciones de las histonas, también pueden contribuir al desarrollo de capacidades

distintivas de las células cancerosas. Los tumores no son simplemente masas insulares de

células cancerosas, sino que son tejidos complejos compuestos por múltiples tipos celulares

distintos, por ejemplo fibroblastos, que participan en interacciones heterotípicas, lo que

también puede contribuir a la adquisición de las capacidades distintivas de las células

cancerosas (Hanahan & Weinberg, 2011).

Figura 2. Red simplificada de circuitos celulares que interaccionan dando lugar al cáncer.
Figura modificada de Hanahan & Weinberg (2011).
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Epidemiología general del cáncer e incidencia del cáncer de

mama

Según la Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer de la Organización Mundial

de la Salud (OMS) el cáncer es la principal causa de muerte a nivel mundial, con casi 10

millones de defunciones atribuidas a esta enfermedad en 2022, lo que representa

aproximadamente una de cada seis muertes registradas. Los tipos de cáncer más

frecuentes incluyen el de mama, pulmón, colon, recto y próstata. Alrededor de un tercio de

las muertes por cáncer se relacionan con factores de riesgo modificables, como el consumo

de tabaco, un alto índice de masa corporal, el consumo de alcohol, una dieta pobre en

frutas y verduras, y la falta de actividad física. Además, las infecciones oncogénicas, como

las causadas por los virus de la hepatitis o el papiloma humano, contribuyen

aproximadamente al 30% de los casos de cáncer en países de ingresos bajos y medianos

(Organización Mundial de la Salud, 2024).

El cáncer de mama es un problema de salud global, y Argentina no es una excepción. Es el

cáncer con mayor incidencia en el país y la principal causa de mortalidad en mujeres, tanto

a nivel nacional como mundial (Figura 3). En 2020 se estimaron alrededor de 2,3 millones

de nuevos casos de cáncer de mama y 685.000 muertes por esta enfermedad en todo el

mundo (Lei et al., 2021). La tasa de mortalidad por cáncer de mama en Argentina

representa, aproximadamente, 6.380 muertes por año. Además, la incidencia estandarizada

por edad de cáncer de mama en Argentina es de 73 por cada 100.000 habitantes, siendo la

incidencia más alta en Sudamérica (Valencia et al., 2022).

Figura 3. Principales tipos de cáncer en mujeres por país y tasas de mortalidad asociadas. Los
datos están estandarizados por edad estimada (a nivel mundial) en 2022, en mujeres de todas las
edades (excluyendo el cáncer de piel no melanoma). Figura modificada de GLOBOCAN (2022).
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Glándula mamaria

Anatomía y fisiología generales

Una de las sinapomorfías que distingue a la clase Mammalia de otros vertebrados es la

presencia de glándulas mamarias. Las mamas son estructuras que se ubican en la pared

anterior del tórax (Figura 4), y se componen de tejido glandular y de tejido fibroso de soporte

integrados en una matriz de tejido graso, junto con vasos sanguíneos y linfáticos, y nervios.

Las glándulas mamarias están situadas en el tejido subcutáneo que recubre los músculos

pectorales. El pezón, o papila mamaria se encuentra en la prominencia más elevada de la

mama, rodeado por un área circular de piel pigmentada, la areola. Las glándulas mamarias
son estructuras accesorias para la reproducción, y su función está abocada a la producción

de leche para la nutrición de las crías.

El crecimiento y el desarrollo iniciales de la glándula mamaria en la pubertad ocurren bajo la

influencia de los estrógenos y la progesterona producidos por el ovario en proceso de

maduración. Después de este desarrollo inicial, en cada ciclo ovárico se producen cambios

leves en la morfología del tejido glandular. Durante el embarazo, la producción de

estrógenos y progesterona por el cuerpo lúteo y la placenta es continua. Las glándulas

mamarias sufren varios cambios que las preparan para la lactación. Estos cambios del

tejido glandular se acompañan de una disminución de la cantidad de tejido conjuntivo y de

tejido adiposo.

La mama adulta inactiva está compuesta por 15 a 20 lóbulos, que se disponen radialmente

desde el pezón y están separados por bandas de tejido conjuntivo fibroso. Cada lóbulo se

subdivide en numerosos lobulillos (Figura 5) y todos los lóbulos drenan en un conducto
colector que se abre en el pezón a través de un pequeño orificio. Debajo de la areola, cada

conducto se ensancha, formando un seno galactóforo. El sistema de conductos excretores
está formado por un epitelio simple. Rodeando el epitelio, se encuentran las células
mioepiteliales, que tienen características contráctiles, y la lámina basal, que proporciona

soporte estructural y separación entre el epitelio y el tejido conectivo circundante (Ross &

Pawlina, 2016) (Figura 4, Figura 5).
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Figura 4. Anatomía de la glándula mamaria. Vista general de la anatomía de la mama (A). Detalle
de lóbulo y sus conductos asociados (B). Corte transversal de conducto galactóforo, mostrando la
estructura celular (C). Figura modificada de Anderson et al. (2021).

Figura 5. Fotomicrografía de una glándula mamaria inactiva. (a) Imagen a baja magnificación
mostrando varios lobulillos dentro del tejido conectivo denso de la mama (dense connective tissue).
Los conductos (ducts) que forman los lobulillos se ven como áreas más oscuras, mientras que las
áreas claras (indicadas por flechas) son células adiposas. (b) Imagen a mayor magnificación del área
dentro del rectángulo en (a). Las células de los conductos son alargadas y en algunos lugares se
observan pequeños linfocitos (flechas) que han ingresado al epitelio. Las áreas teñidas (puntas de
flecha) indican las células mioepiteliales (MEp) y las fibras de colágeno en el tejido conectivo
cercano. Figura adaptada de Ross & Pawlina (2016).
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Metaloproteasas y matriz extracelular

La matriz extracelular (MEC) constituye el entorno tridimensional que rodea las células en

tejidos biológicos, desempeñando un papel crucial en la regulación de diversas funciones

celulares. Dentro de este complejo entramado, las metaloproteasas emergen como enzimas

clave, encargadas de la modificación y degradación de las proteínas de la MEC. Su

participación es fundamental en procesos biológicos esenciales, desde el desarrollo hasta

respuestas inflamatorias (Alberts et al., 2014).

Las metaloproteasas de matriz (MMPs) son enzimas proteolíticas esenciales en el

desarrollo de la glándula mamaria, desempeñando un papel crucial en la ramificación
morfogenética, un proceso que da lugar a la estructura ramificada característica de ciertos

órganos (Goodwin & Nelson, 2020) (Figura 6). Durante el desarrollo embrionario y en la

adultez, el epitelio de la glándula mamaria experimenta una proliferación que, a su vez, se

acompaña de un proceso de ramificación y bifurcaciones, siguiendo patrones

morfogenéticos específicos que aseguran que el árbol epitelial mantenga una estructura

coherente y no aleatoria. Esta proliferación y ramificación del epitelio se manifiestan como

una invasión del tejido epitelial en el estroma, el tejido conectivo que lo rodea.

Subyacente a las células epiteliales, se encuentran las células mioepiteliales, que presentan

características contráctiles que les permiten la eyección de la leche durante la lactancia

(Figura 4, Figura 5). Durante la preñez, las hormonas inducen una nueva fase de

proliferación y diferenciación del árbol epitelial, donde las células en los extremos de los

ductos se transforman en alvéolos epiteliales, estructuras huecas responsables de la

producción de leche. Durante la lactancia, el tejido estromal se ve invadido por estos

alvéolos, lo que permite la secreción de leche en su lumen, evidenciando la función

específica del tejido (Ross & Pawlina, 2016).

Al finalizar la lactancia, las células del epitelio secretor sufren un proceso de apoptosis,

mediada por metaloproteasas. Esto permite la remodelación del tejido y su retorno a un

estado de reposo. Este ciclo de proliferación, diferenciación y apoptosis se repite cada vez

que la hembra queda preñada, reflejando un claro ejemplo de remodelación de tejido que

depende de las interacciones entre el epitelio y el estroma, así como de la matriz

extracelular. Un desbalance en la expresión de metaloproteasas puede llevar a alteraciones

en este proceso, contribuyendo al desarrollo tumoral y afectando la correcta morfología y

función de la glándula mamaria.
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Figura 6. Proceso de ramificación morfogenética de la glándula mamaria. (A) Perspectiva
ontogenética, mostrando el desarrollo general de la glándula mamaria. (B) Perspectiva molecular y
celular, destacando los mecanismos específicos involucrados en la ramificación y resaltando el papel
de las MMPs en el proceso. Figura adaptada de Nerger & Nelson (2019).

Manifestaciones clínicas y diagnóstico del cáncer de mama

El desarrollo del carcinoma mamario tiene lugar cuando las células epiteliales se

transforman. El cáncer de mama puede manifestarse de varias maneras clínicas. Lo más

común suelen ser los nódulos, que son bultos que se sienten al tacto y que pueden ser

indoloros. No todos los bultos son cancerosos, pero es importante investigar cualquier

cambio en el tejido mamario. También es posible observar cambios en el tamaño o forma de

la mama, o en la piel de la misma. Enrojecimiento, engrosamiento o hoyuelos en la piel de

la mama pueden ser señales de alerta, al igual que cambios en la apariencia del pezón o la

areola como hundimiento del pezón, cambio en su forma o textura, o secreción anormal,

como sangre o líquido claro, dolor en la mama, inflamación o hinchazón (American Cancer

Society, 2024, sección “Breast cancer symptoms”). Las manifestaciones varían entre

personas y no todos los síntomas significan que hay cáncer.

Los métodos de cribado (screening) como la mamografía o la ecografía mamaria permiten

detectar estadíos más tempranos del cáncer de mama y es por esto que se indica a mujeres

a partir de los 50 años de edad (Ministerio de Salud de la Nación, 2024, sección “Cáncer:

prevención y detección temprana”). Los primeros estadíos de desarrollo de la enfermedad
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son asintomáticos, y la única forma de identificarlos es a partir de las mamografías, donde

se pueden observar como microcalcificaciones (Figura 7).

Figura 7. Visualización de microcalcificaciones en mamografía. (A) Mamografía de baja energía
que muestra una asimetría (flecha). (B) Aumento de la imagen donde se puede observar el
engrosamiento de un ducto. (C) Vista de la mamografía desde otro plano, mostrando
microcalcificaciones finas y pleomórficas. Figura adaptada de Grimm et al. (2022).

Cáncer de mama invasivo y no invasivo

Es posible clasificar al cáncer de mama de acuerdo a su grado de invasión. Cuando las

células cancerosas permanecen confinadas a su lugar de origen, se habla de cáncer de

mama no invasivo. Los más frecuentes son el carcinoma ductal in situ (DCIS, por sus

siglas en inglés), el cual está limitado a los conductos de la mama, y el carcinoma
lobulillar in situ (LCIS), el cual se desarrolla en los lóbulos de la mama y no se ha

extendido más allá de los lóbulos hacia el tejido mamario. El carcinoma ductal in situ

mantiene intactas tanto la capa de células mioepiteliales como la membrana basal (Figura

8).

Por otro lado, el cáncer de mama invasivo implica que las células anormales se han

diseminado desde los lóbulos o conductos hacia el tejido mamario circundante, pudiendo

incluso llegar a otras partes del cuerpo a través del sistema inmunológico o la circulación

sistémica. Dentro de este grupo encontramos al carcinoma ductal infiltrante (IDC), al

carcinoma lobulillar infiltrante (ILC) como los más frecuentes, y a otros como el

carcinoma inflamatorio, medular, mucinoso y tubular que son tipos de cáncer menos

comunes, algunos de ellos con pronósticos más favorables y otros más agresivos (Akram et

al., 2017). Esta distinción es crucial en el diagnóstico y tratamiento del cáncer de mama, ya

que el comportamiento biológico y las opciones terapéuticas van a variar significativamente
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entre los cánceres invasivos y no invasivos. En el estadío de carcinoma ductal infiltrante se

pierde la capa de células mioepiteliales y se produce la ruptura de la membrana basal

(Figura 8).

Figura 8. Distintos estadíos del cáncer de mama ductal. El esquema representa un corte
transversal de ducto mamario bajo distintos estadíos. Figura adaptada de Wilson et al. (2022).

En la actualidad,las evidencias sugieren que los tumores in situ son los precursores de los

tumores invasores, pero aún no es posible predecir cuáles de ellos o en qué momento

progresarán hacia estadios más avanzados. ¿Cuán distinta, a nivel molecular, es una lesión

intraductal de una infiltrante? Todavía no se sabe. Ahora, se ha demostrado que existen los

cuatro tipos moleculares principales entre las lesiones de DCIS y que la mayoría de las

lesiones de carcinoma in situ lobulillar (LCIS) son luminales. Sin embargo, se han

identificado algunas diferencias en las tasas de frecuencia del tipo molecular, como una

sobrerrepresentación del tipo HER2+ (35 a 60% del DCIS) y una tasa más baja del tipo

triple negativo en comparación con los carcinomas invasivos (Vincent-Salomon et al., 2008;

Allred et al., 2008). Además, hay pocos datos disponibles para comprender los mecanismos

moleculares asociados con la progresión de lesiones carcinomatosas in situ a invasivas.

Esto pone en evidencia la necesidad de identificar factores predictivos junto con la

comprensión de su función que permitan ofrecer terapias más adecuadas a cada paciente

en particular.
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Índices patológicos, estadificación de pacientes y tratamiento

diferencial

Ante el diagnóstico de cáncer de mama en una paciente, es fundamental determinar el

estadío en el que se encuentra la enfermedad. La estadificación del cáncer implica evaluar

el tamaño del tumor primario, que puede ser un tumor in situ o un tumor invasor. Además,

se debe determinar si el cáncer se ha diseminado a los ganglios linfáticos cercanos y

verificar si ha avanzado hacia otras partes del cuerpo, es decir, si ha ocurrido metástasis.

En el contexto de la evaluación y tratamiento del cáncer de mama, resulta oportuno

introducir los índices de grado nuclear, grado histológico ya que proporcionan información

crucial para el diagnóstico, pronóstico y planificación del tratamiento.

Grado Histológico y Grado Nuclear

El grado nuclear y el grado histológico se han establecido como sistemas de clasificación

fundamentales para evaluar la agresividad del tumor y predecir el pronóstico del paciente. El

grado histológico, basado en el sistema de Nottingham, es ampliamente reconocido y

utilizado internacionalmente, proporcionando una clasificación en tres grados que ha

demostrado ser un fuerte predictor de resultados en pacientes con cáncer de mama invasor.

Por otro lado, el grado nuclear se centra en la evaluación de la atipia nuclear y el conteo

mitótico. Al igual que el grado histológico, clasifica los tumores en tres grados. Aunque la

información que proporciona generalmente queda subsumida en el grado histológico, el

grado nuclear es preferentemente utilizado en el diagnóstico del carcinoma in situ (Oshiro et

al., 2020).

Clasificación molecular del cáncer de mama

Las células malignas que producen el cáncer de mama pueden expresar tres tipos de

receptores de importancia diagnóstica y clínica, pues permiten dar un pronóstico y elegir el

tratamiento más adecuado para una dada paciente. La expresión o no de estos receptores,

o la combinación en que se expresan, junto con otros factores como Ki67, que es un

marcador de proliferación celular, permiten realizar una clasificación molecular del cáncer de

mama. Estos receptores son tres: el de estrógeno (ER) y el de progesterona (PR) que son

receptores nucleares hormonales, y HER2, que es el receptor de membrana del factor del

crecimiento epidérmico humano 2. Según distintos estudios, la sobreexpresión de HER2

está asociada con la proliferación celular y la progresión del cáncer (Slamon et al., 1987). La

identificación de la sobreexpresión de HER2 es crucial, ya que determina la necesidad de
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tratamientos específicos dirigidos, como los inhibidores de HER2, que han mejorado

significativamente el pronóstico de las pacientes con cáncer de mama HER2 positivo. Si son

receptores hormonales positivos, el tratamiento consistirá en un tratamiento anti-hormonal

(por ejemplo, tamoxifeno). Los pacientes cuyos tumores son clasificados como triple

negativo no expresan receptores hormonales ni tampoco sobreexpresan el HER2. Son el

grupo con peor pronóstico y reciben quimioterapia como adyuvancia.

De acuerdo a la histología y la expresión de estas proteínas clave en ensayos de

inmunohistoquímica (IHC), el cáncer de mama puede ser clasificado en cuatro subtipos

moleculares, ordenados de menor a mayor agresividad: luminal A (LUM A), luminal B (LUM

B), HER2+ y triple negativo (T NEG). En la Tabla 1 se muestra a modo de resumen las

características distintivas de cada subtipo molecular.

Tabla 1. Clasificación molecular del cáncer de mama.

Subtipo molecular Luminal A Luminal B HER2+ Triple negativo

expresión de ER + + - -

expresión de PR + + - -

expresión de HER2 - + + -

índice de Ki67 bajo (<20%) alto (>20%) alto (>20%) alto (>20%)
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Progresión temprana en cáncer de mama: mecanismos,

modelos y antecedentes

Modelo xenogénico y modelo singénico

En la investigación del cáncer, los modelos animales son herramientas fundamentales para

comprender la biología tumoral y evaluar la eficacia de nuevas terapias. Los modelos

singénicos y xenogénicos son ampliamente utilizados, cada uno con características

distintivas que los hacen adecuados para diferentes tipos de estudios. Ambos proporcionan

perspectivas complementarias para comprender el cáncer (Talmadge et al., 2007; Holen et

al., 2017).

Por su parte, los modelos singénicos implican la inoculación de células tumorales en un

huésped que comparte el mismo fondo genético, lo que permite una interacción entre el

tumor y el sistema inmunológico del huésped. Esto es crucial para estudiar la progresión del

tumor en un contexto inmunocompetente y también para evaluar la respuesta inmune del

organismo.

Por otro lado, los modelos xenogénicos se caracterizan por la implantación de células

tumorales de otra especie (por ejemplo, humana) en ratones inmunodeficientes, lo que

permite el crecimiento de tumores humanos en un entorno murino. Esta estrategia es

valiosa para evaluar la respuesta de los tumores humanos a tratamientos específicos. Sin

embargo, estos modelos difieren en sus componentes, lo que dificulta la extrapolación de

los mecanismos que subyacen a la patología humana.

Inoculación intraductal

El modelo experimental de inoculación de células convencional en cáncer de mama es el

modelo del fat pad, donde las células tumorales son inyectadas en la almohadilla grasa de

la glándula mamaria del ratón. Sin embargo, este modelo quizás no sea la mejor alternativa

para estudiar la progresión temprana, ya que las células inoculadas están en contacto

directo con el estroma desde el inicio, y entonces guarda una mayor relación con lo que

sería el tumor en estado invasor.

La técnica de inoculación intraductal originalmente estuvo pensada para la administración

de hormonas, citoquinas y factores de crecimiento. Behbod et al. (2009) incorporaron a la

inoculación intraductal como técnica de administración de células cancerosas para estudiar

los mecanismos de invasión en el cáncer de mama.
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glándula inguinal, de manera que a través de una aguja de punta roma se pueden introducir

directamente las células tumorales a través del pezón. Posteriormente, se inocula una

suspensión celular coloreada con azul tripan que luego de una pequeña incisión en el

abdomen, permite visualizar la correcta inoculación ya que la glándula estará teñida. Este

último paso ya no es necesario luego del buen manejo de la práctica (Behbod et al., 2009).

MT1-MMP: una metaloproteasa clave en la progresión temprana

Se ha demostrado que MT1-MMP, una metaloproteasa de membrana con actividad

colagenasa, es esencial para la transición de DCIS a IDC (Lodillinsky et al., 2016). En el

estado invasivo, MT1-MMP se sobreexpresa en el frente de invasión, definiendo dos

poblaciones celulares: MT1-MMP high y MT1-MMP low (Figura 11).

Figura 11. La transición DCIS-IDC en tumores xenogénicos intraductales MCF10DCIS.com está
correlacionada con la sobreexpresión de MT1-MMP. (A) Expresión de MT1-MMP en tumor DCIS.
(B) Expresión de MT1-MMP en tumor microinvasor. (C) Patrón de expresión diferencial para
MT1-MMP, definiendo dos subpoblaciones (MT1-MMPhigh y MT1-MMPlow en IDC. Los perfiles de
intensidad de fluorescencia (rojo) normalizados de MT1-MMP a lo largo de las líneas punteadas se
muestran en los recuadros. Modificada de Lodillinsky et al. (2016). Barra de aumento: 50 μm

Con el objetivo de profundizar en su mecanismo de acción, las dos poblaciones celulares

tumorales (MT1-MMPhigh, MT1-MMPlow) fueron separadas mediante citometría de flujo

usando un anticuerpo anti-MT1-MMP (tecnología Cell Sorter). A continuación, se extrajo el

ARN mensajero y se realizó una secuenciación total utilizando el protocolo SMARTer

Stranded Total RNA Seq Kit-Pico Input Mammalian. Las muestras fueron secuenciadas en

un sistema HISeqTM de Illumina en el Core Facility del Instituto Curie, en París, Francia

(Figura 12). Los transcriptomas de las dos poblaciones celulares obtenidas, MT1-MMPhigh y

MT1-MMPlow, fueron analizados y comparados (datos no publicados).
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Figura 12. Diagrama de flujo del trabajo para la obtención de los transcriptomas de las
poblaciones MT1-MMPhigh y MT1-MMPlow.

Análisis transcriptómico

El procesamiento y el análisis transcriptómico de los datos crudos generados a partir de la

secuenciación de ARN de las poblaciones MT1-MMP, fue realizado en colaboración con los

Dres. Martin C. Abba y Ezequiel Lacunza, del Centro de Investigaciones Inmunológicas

Básicas y Aplicadas (CINIBA) de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad

Nacional de La Plata (datos no publicados).

Al comparar los transcriptomas provenientes de las dos poblaciones celulares (MT1-MMPhigh

y MT1-MMPlow), se identificaron 47 genes diferencialmente expresados entre ambas. De

estos, se encontró que para la población MT1-MMPhigh 46 estaban sobreexpresados y sólo

uno regulado negativamente, respecto de la población MT1-MMPlow. Este gen regulado

negativamente en la población MT1-MMP high es ZEB2, y se ha reportado que está

implicado en la transición epitelio-mesenquimática (Chen et al., 2020). Haciendo un análisis

funcional comparativo entre estas poblaciones se pudo observar un enriquecimiento notorio

en genes asociados a procesos de adhesión celular y de interacción entre células y matriz
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Genes candidatos: una aproximación desde la bibliografía

SPARC: Secreted Protein Acidic and Rich in Cysteine

SPARC (del inglés Secreted Protein Acidic and Rich in Cysteine), también conocida como

osteonectina, BM-40 y proteína 43K, es una glicoproteína de 32 kDa (Figura 14) que

pertenece a un grupo de factores asociados a la matriz extracelular, que median

interacciones entre células y matriz, sin cumplir un rol estructural primario (proteínas

matricelulares). Este gen, de copia única, muestra un alto grado de conservación evolutiva,

con una identidad del 92% entre el gen humano. (Brekken & Sage, 2000).

SPARC es un componente mayoritario no colagenoso en el hueso fetal y adulto. Estudios

de hibridación in situ han revelado que su ARNm es abundante en la mayoría de los tejidos

fetales, lo que se asocia con su participación en procesos de desarrollo como la

morfogénesis y la angiogénesis. En contraste, los niveles de SPARC en los tejidos adultos

son más limitados, lo que sugiere una reducción en su rol conforme los tejidos alcanzan la

madurez. Sin embargo, SPARC y su ARNm se encuentran en cantidades relativamente

altas en tejidos adultos que exhiben un recambio continuo, como el epitelio del intestino, y

en aquellos que están sometidos a remodelación, como el hueso. Además, la producción de

SPARC se incrementa en respuesta a lesiones, procesos de cicatrización, y en ciertas

patologías, incluyendo tumores y esclerodermia (Sage, 2003). En contraste, en tejidos más

quiescentes o ya establecidos, los niveles de SPARC son bajos.

Figura 14. Representación esquemática de la estructura proteica de SPARC. Acidic, dominio
ácido, rico en residuos de ácido aspártico y glutámico; Follistattin-like, dominio de estructura
homóloga a la follistatina; Extracellular Ca2+-binding, dominio de unión al calcio. Los triángulos
señalizan los sitios de clivaje para catepsina (azul), y distintas metaloproteasas de matriz (MMP3 en
violeta; MMP2, MMP3, MMP7, MMP9 y MMP13 en rojo). Las estrellas amarillas indican los sitios de
unión a colágeno, y las verdes indican los sitios de alta afinidad por Ca2+. Modificada de Atlas de
Genética y Citogenética en Oncología y Hematología (2024, sección “SPARC”).

La asociación de SPARC con procesos como la angiogénesis, la migración celular, la

diferenciación y la síntesis de matriz extracelular no es sorprendente, debido a su capacidad

de influir tanto en la adhesión como en la proliferación de células normales. SPARC
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interactúa con una variedad de proteínas, incluyendo factores de crecimiento como TGF-β1.

También se liga a varios cationes, como Cu²⁺ y Fe²⁺, requiriendo la presencia de Ca²⁺ para

su actividad funcional (Brekken & Sage, 2000).

Es relevante mencionar que tanto las células tumorales humanas como las murinas pueden

secretar niveles elevados de SPARC, lo que refuerza la importancia de esta proteína en el

contexto tumoral y su potencial rol en la progresión del cáncer.

CLCA2: Chloride Channel Accessory 2

La sigla CLCA hace referencia al nombre en inglés Chloride Channel Accessory protein

family. Es decir, las proteínas CLCA componen una familia de proteínas, más

específicamente, de metaloproteasas dependientes de Zn2+: tienen un motivo HExxH

(His-Glu-x-x-His) (Figura 15) conservado en el sitio activo que les permite autoclivarse

(Lenart et al., 2013). En mamíferos, todos los genes CLCA aparecen clusterizados en un

solo locus flanqueado por ODF2L y SH3GLB1 (Mundhenk et al., 2018).

Desde una perspectiva fisiológicamente descriptiva, las proteínas CLCA no son canales de

cloruro, pero esto no siempre estuvo claro. Sí tienen, entre sus blancos de interacción,

canales de cloruro asociados. Por ejemplo, para el caso de CLCA2 lo es TMEM16A (del

inglés transmembrane member 16A), que es un canal de cloruro dependiente de Ca2+ (Ji et

al., 2019). Con esta proteína no interacciona de manera directa, sino que lo hace a través

de proteínas residentes del retículo endoplasmático (Sharma et al., 2018). Por esto, CLCA2

se asocia con la regulación del calcio intracelular y se ha demostrado que su actividad está

influenciada por la unión de metales, lo que sugiere un mecanismo de acción complejo en la

fisiología celular.

CLCA2 se expresa frecuentemente en las células basales de epitelios estratificados, siendo

común en la córnea de los ojos, laringe y tráquea, piel, esófago, colon (Connon et al., 2004)

y está asociada a funciones de adhesión celular, en la respuesta a estímulos inflamatorios, y

de secreción de mucus, sobre todo en las vías respiratorias y el tracto gastrointestinal. Pero

también aparece descrito como un blanco del factor de transcripción p53, involucrándose en

el ciclo celular y la apoptosis. En particular, se ha reportado que contribuye de manera doble

en la apoptosis, formando parte de la vía de señalización de la caspasa-3 y modificando el

gradiente de iones, ayudando a que la célula colapse, en conjunto con TMEM16A (Loewen

et al., 2005).

Por todo esto mencionado y, en particular en el contexto de cáncer de mama, CLCA2 está

ampliamente descrita como una proteína supresora tumoral (Gruber & Pauli, 1999; Walia et
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al., 2009) donde su pérdida se ha relacionado con la transición epitelio-mesenquimal, un

proceso que facilita la invasión y metástasis de las células tumorales. La disminución de

CLCA2 se ha asociado con un aumento en la proliferación celular y una mayor agresividad

tumoral. Sin embargo, es una proteína bastante poco estudiada y, más aún, en el contexto

particular de la progresión temprana del cáncer de mama. La investigación sobre CLCA2

continúa siendo relevante, ya que su comprensión podría abrir nuevas vías para el

desarrollo de estrategias de intervención en el cáncer.

Figura 15. Representación esquemática de la estructura proteica de CLCA2. Las tijeras indican
el sitio de escisión. ss, secuencia señal; CLCA-N, dominio metaloproteasa; vWA, dominio von
Willebrand A; bsr, dominio de hojas beta; fn3, dominio tipo fibronectina-3; tms, segmento
transmembrana; C-tail, cola citoplasmática. Se indica la ubicación relativa del motivo de unión al zinc
HEWAHL; asterisco, sitio de la sustitución E165Q. Abajo, tamaños aparentes de los productos
precursor y de escisión. Modificada de Ramena et al. (2023).

COX-2: ciclooxigenasa 2

Las ciclooxigenasas (COX) son un grupo de enzimas clave en la conversión del ácido

araquidónico en prostaglandinas, que son compuestos con actividad biológica involucrados

en una variedad de procesos fisiológicos y patológicos. Existen principalmente dos

isoformas de ciclooxigenasa: COX-1 y COX-2. La COX-1 se expresa de manera constitutiva

en muchos tejidos y está asociada con funciones homeostáticas, como la protección de la

mucosa gástrica y la regulación del flujo sanguíneo renal. Por otro lado, la COX-2, también

conocida como PTGS2 (prostaglandina-endoperóxido sintasa 2), es una isoforma inducible

que se activa en respuesta a estímulos inflamatorios, como citoquinas y factores de

crecimiento, y se encuentra en niveles elevados en situaciones de inflamación y en varios

tipos de cáncer. La COX-2 tiene cuatro dominios: péptido señal amino-terminal, dominio de

dimerización/dominio tipo EGF, dominio de unión a la membrana y dominio catalítico (Figura

16). En el contexto del cáncer de mama, se ha reportado que la COX-2 contribuye a la
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inflamación crónica, un factor que se ha vinculado a la progresión tumoral (Sahu et al.,

2022). Aunque el gen de la COX-2 es uno de los tres candidatos identificados en el análisis

transcriptómico, su estudio no se aborda en el presente trabajo.

Figura 16. Estructura lineal general de los dominios funcionales de la proteína COX-2 humana.
La COX-2 tiene cuatro dominios: péptido señal amino-terminal, dominio de dimerización/dominio tipo
EGF, dominio de unión a la membrana y dominio catalítico. Se muestran los residuos de aminoácidos
importantes necesarios para la unión al sustrato. El dominio catalítico contiene Y341, que es esencial
para la unión del sustrato. R106, ubicado en el dominio de dimerización de la enzima, también es
esencial para la unión al sustrato. También se indican las secuencias de los péptidos y las posiciones
de los sitios de fosforilación de tirosina Y446 y Y120 identificados por espectrometría de masas.
Modificada de Alexanian et al. (2014).
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Objetivos e hipótesis

HIPÓTESIS

Los genes SPARC y CLCA2 son relevantes en el proceso de progresión temprana del

cáncer de mama (transición de estadío in situ a estadío invasor).

OBJETIVO GENERAL

Validar y estudiar la expresión de SPARC y CLCA2 como genes potencialmente

involucrados en la progresión temprana de cáncer de mama, tanto en modelos murinos

como en muestras de pacientes oncológicos.

OBJETIVOS ESPECÍFICOS

Objetivo 1

Generar nuevos tumores intraductales a partir de la línea celular LM38-LP.

Objetivo 2

Validar la expresión de los genes candidatos utilizando los modelos intraductales in vivo

MCF10DCIS.com y LM38-LP.

Objetivo 3

Analizar en biopsias de tumores de mama humano provenientes del biobanco del Instituto

A. H. Roffo la expresión de los genes candidatos (SPARC y CLCA2) con el objetivo de

asociar su expresión con el diagnóstico histopatológico y con la progresión tumoral.

29



Materiales y métodos

Cultivo celular

Líneas celulares

Las dos líneas celulares de cáncer de mama principalmente utilizadas fueron LM38-LP

(Cellosaurus, CVCL_B7PY), que es una línea celular murina hormono-independiente, y

MCF10DCIS.com, que es una línea celular humana. La primera es una línea celular

derivada de un tumor espontáneo de la glándula mamaria de una hembra de ratón BALB/c

preñada en 1994, en el bioterio del Instituto Ángel H. Roffo. Se identificó este tumor como

un adenocarcinoma papilar ductal diferenciado, que se caracteriza por generar metástasis

pulmonares y linfáticas (Manzur et al., 1998). Además, tiene la característica de presentar

una componente luminal y otra mioepitelial.

La línea celular MCF10DCIS.com (Cellosaurus, CVCL_5552) es una línea comercial de

cáncer de mama tipo basal cedida por el laboratorio del Dr Chavrier del Institut Curie de

París.

Mantenimiento de las líneas celulares

Ambas líneas fueron cultivadas en el medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle

Medium/Nutrient Mix F-12 (DMEM/F12, Gibco) y suplementadas con 10% de Suero Fetal

Bovino (SFB, Bioser, Buenos Aires, Argentina), 2 mM de glutamina y 80 ug/ml de

estreptomicina, mantenidas a 37°C en estufa gaseada con 5% de CO2. Se realizó un

promedio de dos repiques por semana por tripsinización de la monocapa semiconfluente

(0,25% de tripsina y 0,02% de EDTA en PBS sin Ca2+ ni Mg2+), previo lavado con PBS-EDTA

(2 mM).

Para la criopreservación se utilizó 1 ml de SFB con un 10% de dimetilsulfóxido (DMSO) por

cada frasco T25 de cultivo celular. Durante el descongelamiento, los criotubos se colocaron

en un baño de agua tibia, y las células se lavaron con medio completo antes de ser

sembradas en sus respectivos frascos de cultivo.

Estudios in vivo: modelo intraductal LM38-LP

Se utilizaron ratones hembras vírgenes BALB/c WT inmunocompetentes de entre 8 y 10

semanas de edad, producidos en el Bioterio del Instituto de Oncología Ángel H. Roffo. Los
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animales fueron mantenidos de acuerdo con la “Guía para el Cuidado y Uso de Animales de

Laboratorio” del National Institutes of Health (NIH). La comida y bebida fueron administradas

ad libitum. Todos los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité Institucional

para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL, resolución 2022/02) del

Instituto Roffo.

Las células LM38-LP fueron inoculadas en el conducto galactóforo de la cuarta glándula

mamaria de los ratones BALB/c hembras. El desarrollo tumoral fue evaluado mediante

análisis histológico de las glándulas a diferentes tiempos post-inoculación (5 y 10 semanas).

Las hembras adultas fueron anestesiadas utilizando ketamina (100 mg/kg) y xilacina (10

mg/kg). Para la inoculación intraductal, se realizó una pequeña incisión en el pezón de la

cuarta glándula mamaria, seguida de la inyección de una suspensión de células en PBS en

el conducto galactóforo. Se inocularon 5x103 células por glándula (Behbod et al., 2009;

Lodillinsky et al., 2016). Los animales fueron sacrificados mediante dislocación cervical en

diferentes momentos post-inoculación, con el objetivo de capturar distintos estadíos de la

progresión tumoral, y se procedió a la exéresis de la glándula mamaria para análisis

histológico posterior.

Técnicas histológicas

Protocolo de Whole Mount

Las glándulas mamarias extirpadas se fijaron en una solución de Methacarn (mezcla de

metanol, cloroformo y ácido acético en proporciones 6:3:1) (Teulière et al., 2005).

Posteriormente, se lavaron con etanol al 70% y luego con agua durante 5 minutos. A

continuación, se incubaron en carmín toda la noche. La solución de carmín se preparó con 1

g carmín (Sigma C1022) y 2,5 g de sulfato de aluminio y potasio dodecahidratado (alumbre

potásico) (Sigma A7167) disueltos en 500 ml de agua destilada.

Al día siguiente, las glándulas se sometieron a una serie de baños de polaridad decreciente:

15 minutos en agua, seguido de etanol al 70%, etanol al 95%, etanol al 100% y finalmente

xilol. Este proceso facilitó la visualización de la morfología y la presencia de los tumores.

Las glándulas se fotografiaron usando una lupa estereoscópica triocular Carl Zeiss Stemi

2000C.

Luego de la deshidratación, las muestras de glándulas mamarias fueron embebidas en

parafina para su análisis histológico convencional, mediante tinción con hematoxilina y

eosina (H/E), realizado en el Departamento de Anatomía Patológica del Instituto Roffo.
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Desparafinación de cortes e inmunofluorescencia (IF)

Los cortes se desparafinizaron mediante una serie de baños de 5 minutos en xilol, etanol al

100%, etanol al 95%, etanol al 70%, etanol al 50% y, finalmente, en agua destilada para

rehidratar las muestras. Posteriormente, las muestras se incubaron en PBS y se realizó la

recuperación antigénica colocando los cortes en buffer citrato (48 ml de citrato de sodio 0,1

M, 2 ml de ácido cítrico 0,1 M y 450 ml de agua destilada) que se llevó a ebullición durante 8

minutos. Este paso se realizó para eliminar la parafina residual y exponer los antígenos de

interés para la inmunofluorescencia.

Se evaluó mediante inmunofluorescencia la expresión de los genes candidatos a ser

relevantes en la progresión temprana del cáncer de mama (SPARC y CLCA2) junto con la

metaloproteasa MT1-MMP, para validar los resultados del análisis transcriptómico original.

Se bloqueó la unión no específica con una solución de 5% de SFB en PBS durante 1 hora a

temperatura ambiente. A continuación, los cortes se incubaron durante toda la noche con

anticuerpos específicos contra MT1-MMP (ThermoFisher PA513183), SPARC

(ThermoFisher PA580062) y CLCA2 (Sigma HPA047192) en solución de bloqueo.

Al día siguiente, se realizaron tres lavados de 5 minutos con PBS, se secaron los

portaobjetos y se incubaron con anticuerpos secundarios en PBS durante dos horas a

temperatura ambiente. Los anticuerpos secundarios utilizados fueron anti-ratón Alexa Fluor

488 (abcam ab150113) y anti-conejo Alexa Fluor 568 (abcam ab175471). Para la

visualización de los núcleos celulares, se utilizó DAPI (CAS 28718-90-3) a una dilución de

1/10000 en PBS. Las imágenes fueron observadas en un microscopio Nikon Eclipse

TE2000-S.

Inmunohistoquímica convencional (IHC)

La expresión de las proteínas SPARC y CLCA2 en las muestras de tumor de mama se

evaluó mediante inmunohistoquímica convencional. Los cortes de tejido tumoral incluidos en

parafina fueron desparafinizados y rehidratados según el protocolo de desparafinación

previamente descrito, seguido de la recuperación de antígenos.

Las secciones se incubaron con anticuerpos primarios específicos: SPARC (Cat. No.

ab203284, Abcam) y CLCA2 (Cat. No. HPA047192, Sigma). La marcación se realizó

utilizando el equipo automatizado Roche-Ventana Benchmark Ultra, siguiendo las

indicaciones del fabricante para una incubación nocturna a 4°C.

Para la detección de los anticuerpos primarios, se aplicó el anticuerpo secundario del

Ultraview Universal DAB Detection Kit, que facilitó la visualización mediante la reacción con
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el sustrato DAB (3,3'-diaminobenzidina), generando un precipitado marrón en las áreas

donde los anticuerpos se unieron.

Las secciones teñidas fueron contrastadas con hematoxilina para resaltar los núcleos

celulares y luego se montaron con un medio de montaje adecuado. Posteriormente, las

secciones fueron examinadas bajo un microscopio óptico Nikon Eclipse TE2000-S para

evaluar la expresión de SPARC y CLCA2. La intensidad de la tinción y la distribución celular

se analizaron cualitativa y semi-cuantitativamente mediante el H-score. Se incluyeron

controles positivos y negativos para validar la especificidad de la marcación y asegurar la

calidad de la técnica.

El procedimiento de tinción con hematoxilina-eosina se realizó en el Departamento de

Patología del Instituto Ángel H. Roffo, siguiendo un protocolo estándar (Teulière et al.,

2005).

H-Score

Para la valoración de la inmunohistoquímica se empleó el H-score, que es una herramienta

utilizada en patología para cuantificar la expresión de biomarcadores en muestras de tejido

que han sido sometidas a IHC. Surge de multiplicar el porcentaje de células marcadas por la

intensidad de la marca. Este índice proporciona una medida semicuantitativa de la

expresión de proteínas y otros marcadores en tejidos tumorales, lo cual puede ser útil para

el diagnóstico y la planificación del tratamiento, además del estudio de la expresión génica.

Es importante mencionar que el cálculo del H-score puede ser un proceso subjetivo y

propenso a variaciones entre observadores, por lo que tradicionalmente es realizado por

patólogos experimentados (Wen et al., 2024).

Técnicas de Biología Molecular

Extracción de ARN

Se procesaron 32 muestras de tumores invasores de pacientes, provenientes del biobanco

del Instituto de Oncología A. H. Roffo, clasificadas en alguno de los cuatro subtipos

moleculares: luminal A, luminal B, HER2+ y triple negativo (8 muestras por subtipo). Todos

los protocolos experimentales son revisados periódicamente por el Comité de Ética

Institucional (CEI).

El trabajo se realizó bajo campana de extracción y con las muestras en hielo. Se

adicionaron 600 μl de TRIzol (TRIzol Reagent, Invitrogen) a cada muestra y se
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homogeneizaron utilizando un dispersor de tejido (UltraTurrax). Los homogenatos se

conservaron a una -80°C hasta el momento de la extracción de ARN.

Para la extracción de ARN total, se transfirieron los homogenatos a tubos de

microcentrífuga y se añadieron 120 μl de cloroformo (20% del volumen de TRIzol). Se agitó

por inversión durante 15 segundos, se incubó a temperatura ambiente durante 3 minutos y

se centrifugó a 12000 g durante 1 minuto en una centrífuga refrigerada a 4°C. Se formaron

tres fases, de las cuales se recogió la fase superior (acuosa) con cuidado y se transfirió a un

tubo de microcentrífuga doblemente autoclavado. A esta fase se le añadieron 300 μl de

alcohol isopropílico (50% del volumen de TRIzol) y se incubó a temperatura ambiente

durante 10 minutos. Luego, se centrifugó nuevamente a 12000 g durante 10 minutos a 4°C.

El sobrenadante se descartó y el precipitado (con el ARN) se lavó con 600 μl de etanol al

75%. Se agitó vigorosamente con un vórtex y se centrifugó a 7500 g durante 15 minutos a

4°C. El sobrenadante se eliminó con cuidado y el precipitado se dejó secar a temperatura

ambiente durante aproximadamente 30 minutos. Una vez evaporado el etanol, el precipitado

se resuspendió en 15-25 μl de agua destilada libre de nucleasas. Las muestras de ARN se

conservaron a -80°C.

La concentración de ARN total se estimó utilizando un equipo NanoDrop (NanoDrop2000,

Thermo Scientific) por espectrofotometría UV-VIS, evaluando las relaciones de absorbancia

A260/A280 y A260/A230 para detectar contaminación con proteínas y sales,

respectivamente. Las muestras elegidas para los análisis posteriores cumplían con los

criterios de pureza establecidos, que se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Criterios de pureza para la exclusión de muestras en el análisis de RT-qPCR.

Técnica de análisis Relación Criterios para la exclusión de muestras

Espectrofotometría UV-VIS

A260/A280 valores inferiores a 1,5 implican ADN contaminado
con proteínas

A260/A230 valores inferiores a 1 implican ADN altamente
contaminado con sales y fenol

Retrotranscripción (RT)

La síntesis de ADNc a partir de ARN se realizó utilizando el kit SuperScript III (Invitrogen)

siguiendo las instrucciones del fabricante. En un tubo de microcentrífuga se preparó la

mezcla de reacción, combinando 1 μl de hexámeros, 1 μl de dNTPs, el volumen necesario

para tener 4 μg de muestra de ARN y se completó con agua destilada libre de nucleasas
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hasta un volumen final de 12 μl. Esta mezcla se incubó a 65°C durante 5 minutos y luego se

enfrió en hielo.

En un segundo tubo de microcentrífuga se combinaron 6 μl de 5X First-Strand Buffer y 1 μl

de inhibidor de ribonucleasas. Ambos tubos se mezclaron y se incubaron a 37°C durante 2

minutos. Posteriormente, se añadió 1 μl de M-MLV RT a cada tubo, se homogeneizó bien y

se incubó a 25°C durante 10 minutos. La retrotranscripción se completó en una

termocicladora, siguiendo un programa de 50 minutos a 37°C, con un calentamiento final a

70°C durante 15 minutos para inactivar la reacción, y manteniendo las muestras a 4°C para

preservar la integridad del ADNc.

PCR cuantitativa (qPCR)

Para la cuantificación de la expresión génica, se utilizó la técnica de qPCR con el kit SYBR

Green PCR Master Mix (TransStart®) y primers específicos para las secuencias de interés.

Se partió de soluciones stock de oligonucleótidos cebadores directo e inverso (en adelante,

primer forward y primer reverse) a una concentración de 100 μM, reconstituidos en buffer

TE, para los genes MT1-MMP, SPARC y CLCA2, así como para el control de carga,

GAPDH. Los primers fueron diluidos 1/10 en buffer TE, alcanzando una concentración final

de 10 μM para cada uno. Posteriormente, se mezclaron los primers forward y reverse en

una proporción 1:1, para cada gen.

El buffer TE se preparó con 10 mM de Tris (12 mg en 10 ml) y 1 mM de EDTA (4 mg en 10

ml), ajustado a pH 8. Las secuencias específicas de los primers se validaron previamente

mediante curvas de eficiencia y se detallan en la Tabla 3, que incluye el nombre del gen y

las secuencias de cada primer en dirección 5’ a 3’.

Bajo el supuesto de que la cantidad de ADNc obtenido en cada caso fue la misma, y que la

retrotranscripción tuvo un rendimiento del 100% con 4 μg de ARN en cada reacción, se

realizó una dilución 1/10 del ADNc en agua destilada libre de nucleasas. Para cada reacción

de qPCR se utilizaron 2 μl de esta solución diluida.

Cada reacción de qPCR se efectuó por triplicado para asegurar precisión y reproducibilidad

de los resultados. Considerando un margen de error instrumental, el volumen final de cada

reacción se ajustó a 10,5 μl. La composición de cada reacción de qPCR se detalla en la

Tabla 4.

Se incluyó agua como control negativo y ADNc de cultivos de células MCF10DCIS.com

como control positivo. La presencia de fragmentos amplificados se verificó mediante curvas

de disociación térmica (melting curves) características de cada amplicón y electroforesis en
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geles de agarosa al 3% en buffer TAE (Tris 40 mM, ácido acético glacial 20 mM, EDTA 1

mM; pH 8,4).

La qPCR se realizó en placas de 96 pocillos utilizando el termociclador CFX96™ Real-Time

PCR Detection System (Bio-Rad). La expresión relativa de los genes se determinó mediante

el método 2−ΔΔCt, con el programa de qPCR configurado como sigue a continuación. Los

resultados se analizaron comparando la expresión relativa de los genes de interés con el

control de carga.

Programa de PCR

● Desnaturalización inicial:
95°C durante 30 segundos

● Ciclos de amplificación:
Desnaturalización: 95°C durante 5 segundos

Annealing: 60°C durante 30 segundos

Repetición: 45 ciclos

● Paso de disociación (Melt Curve):
Rango de temperatura: 60°C a 95°C, con un incremento de 0,5°C por paso

Tiempo por incremento: 0,05 segundos

Para la extracción de ARN, retrotranscripción y qPCR de cultivos celulares (líneas LM38-LP,

LM38-HP, MCF10DCIS.com y MDA-MB-231), se siguió el mismo protocolo detallado para

las muestras de pacientes. La única diferencia fue que el TRIzol se añadió directamente a

las placas p100 tratadas para cultivo celular, asegurando que las células adheridas fueran

cuidadosamente removidas mediante lavado.

Tabla 3. Primers utilizados en las reacciones de qPCR.

Gen Secuencia del primer forward Secuencia del primer reverse

hCLCA2 5’-GTGGTCTGTTTAGTGCTGGATGTG-3’ 5’-CTGCGGCTTGTAGTTGAAGG-3’

hSPARC 5’-GCGGAAAATCCCTGCCAGAA-3’ 5’-GGCAGGAAGAGTCGAAGGGTC-3’

hMT1 5’-CAACATTGGAGGAGACACCCACT-3’ 5’-CCAGGAAGATGTCATTTCCATTCA-3’

hGAPDH 5’-CCACTCCTCCACCTTTGACG-3’ 5’-CCACCACCCTGTTGCTGTAG-3’

Tabla 4. Volúmenes de reactivos por reacción de qPCR individual.
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Reactivo Volumen (μl)

Agua destilada 2,75

Primer forward 0,25

Primer reverse 0,25

Master Mix (TransStart SYBR Green) 5,25

ADNc 2

Volumen final 10,5

Análisis estadístico

Los datos se presentan como el promedio ± desvío estándar de al menos tres experimentos

independientes, a menos que se indique de otro modo. El software GraphPad Prism fue

usado para el análisis estadístico de los datos.

En todos los casos se consideró un valor p<0.05 como estadísticamente significativo.

Para todos los análisis estadísticos efectuados se chequearon los supuestos

correspondientes. En caso de incumplimiento de los mismos, se recurrió a pruebas no

paramétricas alternativas (tests de Mann-Whitney, Wilcoxon, Kruskal-Wallis y Friedman), a

la declaración de la falta de independencia entre muestras (muestras pareadas) y al

modelado de la dispersión, según fuera necesario, para ajustar los datos y obtener

resultados confiables.
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Resultados

Modelo intraductal xenogénico: validación de los genes

candidatos a biomarcadores en el modelo MCF10DCIS.com

Por inmunofluorescencia se analizó la expresión de MT1-MMP, SPARC y CLCA2 en cortes

de tumores invasores generados luego de la inoculación intraductal de la línea celular

MCF10DCIS.com (Figura 17). Se observó, validando los resultados del análisis

transcriptómico (Figura 12, Figura 13) una expresión heterogénea de MT1-MMP, donde se

visualizan áreas de mayor intensidad, en proximidad del tejido estromal. Se pudo observar

que la expresión de SPARC y de CLCA2 también es heterogénea en este modelo y sigue el

mismo patrón observado para MT1-MMP. Este resultado apoya lo que se desprende del

análisis transcriptómico, es decir que MT1-MMP, SPARC y CLCA2 están coexpresadas en

la misma población celular.

Figura 17. Expresión de MT1-MMP, SPARC y CLCA2 en cortes histológicos de tumores
desarrollados en el modelo intraductal MCF10DCIS.com (10 semanas). Se observa que la misma
subpoblación de células que sobreexpresa MT1-MMP (población MT1-MMPhigh), también
sobreexpresa CLCA2 y SPARC. Las fotografías obtenidas fueron procesadas con ImageJ. Barra de
aumento: 50 µm.

Posteriormente, a partir de cultivos de la línea celular MCF10DCIS.com se estudiaron los

niveles de ARNm de MT1-MMP, SPARC y CLCA2 mediante RT-qPCR (Figura 18), con el

objetivo de evaluar si los resultados eran concordantes con los obtenidos previamente por

inmunofluorescencia y el análisis transcriptómico. Para la comparación de la expresión

(método 2−ΔΔCt), se utilizó la línea celular de cáncer de mama MDA-MB-231, obteniéndose

resultados estadísticamente significativos para los genes candidatos SPARC y CLCA2

(p<0.05, prueba t de Student). En particular, se observó que la expresión de estos genes es
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significativamente mayor en la línea MCF10DCIS.com en comparación con MDA-MB-231.

Este hallazgo aporta robustez al análisis, ya que se observa una sobreexpresión de los

genes candidatos en la línea celular MCF10DCIS.com estudiada de manera independiente

del modelo intraductal, destacando así su relevancia en el contexto del cáncer de mama.

Figura 18. Análisis de la expresión génica de MT1-MMP (panel A), SPARC (panel B) y CLCA2
(panel C) en las líneas celulares MCF10DCIS.com y MDA-MB-231 mediante RT-qPCR. Los
valores de expresión relativa fueron normalizados usando el método 2−ΔΔCt, utilizando el gen de
referencia GAPDH. Las barras representan el promedio ± desviación estándar de tres experimentos
independientes (paneles A y B) o dos experimentos independientes (panel C). La cuantificación de la
expresión se relativizó a la línea celular en estudio (MCF10DCIS.com). No se observaron diferencias
significativas en la expresión de MT1-MMP, pero sí para los genes candidatos SPARC y CLCA2
(p<0.05, prueba t de Student).
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Modelo intraductal singénico: generación de tumores in vivo

con la línea celular murina LM38-LP

Con el objetivo de generar nuevo material de trabajo para el estudio de los genes

candidatos SPARC y CLCA2 en un modelo singénico, se inocularon células de la línea

murina LM38-LP en la cuarta glándula mamaria, tanto izquierda como derecha. No se

realizó esta inoculación con la línea MCF10DCIS.com, ya que se disponía de cortes de

tumores incluidos en parafina, obtenidos de ratones inmunosuprimidos previamente

inoculados con estas células.

Antes de la inoculación de LM38-LP, se analizó la expresión de MT1-MMP junto con SPARC

y CLCA2 mediante RT-qPCR, para confirmar que estos genes efectivamente se expresaban

en la línea celular a ser inoculada (LM38-LP). Como control de referencia se empleó la línea

celular LM38-HP, estrechamente relacionada con LM38-LP (Bumaschny et al., 2004), para

los genes MT1-MMP y SPARC. Para CLCA2, se utilizó ARNm de tejido de timo de ratón WT

como control positivo de expresión, teniendo en cuenta la referencia de la base de datos

EMBL-EBI. Los resultados se presentan en la Figura 19.

Figura 19. Análisis de la expresión génica de MT1-MMP (panel A), SPARC (panel B) y CLCA2
(panel C) en la línea celular LM38-LP mediante RT-qPCR. Los valores de expresión relativa fueron
normalizados usando el método 2−ΔΔCt, con GAPDH como control interno. Las barras representan el
promedio ± desviación estándar de tres experimentos independientes (paneles A y B). La línea de
base (valor de 1) indica la expresión normalizada del control (línea celular LM38-HP). Para CLCA2, el
control de referencia ARNm de tejido de timo de ratón WT. No se observaron diferencias significativas
en la expresión de los genes analizados en comparación con el control de referencia (p<0.05, prueba
t de Student).
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Figura 21. Tinción con hematoxilina-eosina (H/E) de un corte de glándula mamaria del modelo
murino LM38-LP a las cinco semanas post-inoculación. En el panel de la izquierda, se muestra
un tumor en estadio in situ, mientras que el panel de la derecha exhibe una masa amorfa y
desorganizada de células, correspondiente a un tumor invasor. Barra de aumento: 100 μm.

Figura 22. Tinción con hematoxilina-eosina de un corte de glándula mamaria del modelo
murino LM38-LP a las cinco semanas post-inoculación, destacando el rompimiento de la
membrana basal en la invasión tumoral. La imagen detalla el rompimiento de la membrana basal,
evidenciando la invasión de células tumorales en el estroma. Barra de aumento: 100 μm.
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Modelo intraductal singénico: validación de los genes

candidatos a biomarcadores en el modelo LM38-LP

Se evaluó la expresión de los genes candidatos SPARC y CLCA2, junto con la

metaloproteasa MT1-MMP, en cortes de tumor LM38-LP mediante inmunofluorescencia. Los

análisis histológicos de tumores obtenidos a las 5 semanas mostraron expresión de

MT1-MMP y de SPARC, aunque no se detectó expresión de CLCA2. Las imágenes fueron

analizadas con ImageJ (Figura 23).

Estos resultados destacan la heterogeneidad en la expresión de MT1-MMP y SPARC al

igual que lo observado en el modelo xenogénico, donde ambos genes se coexpresan en la

misma población celular. Sin embargo, a diferencia del modelo MCF10DCIS.com, en el caso

de LM38-LP no se observó expresión de CLCA2.

Figura 23. Evaluación por inmunofluorescencia de la expresión de MT1-MMP, SPARC y CLCA2
en cortes histológicos consecutivos de tumores desarrollados en el modelo intraductal
LM38-LP (5 semanas). Se observa en los cortes la expresión de MT1-MMP y del gen candidato
SPARC, pero no así CLCA2. Las fotografías obtenidas fueron procesadas con ImageJ. Barra de
aumento: 50 µm.

43



Muestras de pacientes I: estudio de la expresión de los genes

candidatos a nivel de ARNm (RT-qPCR)

Luego de respaldar los resultados del análisis bioinformático mediante el estudio de los

genes candidatos en modelos murinos, se analizó por RT-qPCR la expresión de MT1-MMP,

SPARC y CLCA2 a nivel de ARNm en 32 muestras de cáncer de mama invasor para

estudiar el comportamiento de estos genes en un contexto clínico. Estas muestras fueron

seleccionadas de una población de tumores del biobanco del Instituto de Oncología Ángel

H. Roffo. Se pretendía analizar si la técnica de RT-qPCR podría ser un método sensible

para el testeo de estos candidatos.

Las 32 muestras procesadas se verificaron por las curvas de disociación térmica (curvas de

melting) características de cada amplicón y por electroforesis en gel de agarosa 3% en

buffer TAE (gel de integridad). De acuerdo con esto, sólo 23 de las muestras fueron

incluidas en el análisis: n=6 para T NEG, n=6 para LUM A, n=5 para LUM B, n=6 para

HER2+.

Para el control biológico del análisis, se procesaron 6 muestras de tejido no tumoral

provenientes de biopsias de pacientes, siguiendo el mismo procedimiento que para las 32

muestras de cáncer de mama invasor. Después de verificar la calidad mediante curvas de

melting y el gel de integridad, sólo 3 de estas muestras fueron incluidas en el análisis como

parte del control biológico. Estas muestras control fueron promediadas para obtener los

perfiles de expresión utilizando el método 2−ΔΔCt.

El análisis exploratorio (Figura 24) reveló distintas cosas. En primer lugar, que la expresión

tanto de SPARC como de MT1-MMP está, en general, exacerbada en las muestras de

tumor, respecto al tejido no tumoral (SPARC positivos 19/23; MT1-MMP positivos 18/23).

Para CLCA2 se observó una sobreexpresión en un 50% de las muestras (CLCA2 positivos

11/23). Otra observación es que, la sobreexpresión de MT1-MMP y SPARC tienen la misma

tendencia (16/23 casos en común), mientras que esto es bastante más variable para

CLCA2. Más aún, se pueden identificar varios casos en los que MT1-MMP y CLCA2

presentan una relación inversa (14/23 casos). Esto mismo ocurre entre SPARC y CLCA2

(14/23 casos) (Figura 25).

Por otro lado, si bien MT1-MMP y SPARC se encuentran altamente sobreexpresados en

varios casos, difieren en órdenes de magnitud. Además, la intensidad de colores del mapa

de calor permite ver que existe una gran variabilidad entre muestras para la expresión de
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Figura 28. Análisis transcripcional de MT1-MMP, SPARC y CLCA2 de las muestras de pacientes
clasificadas según su subtipo molecular. Los niveles de ARNm (método de 2-ΔΔCt) de MT1- MMP
(rojo), SPARC (amarillo) y CLCA2 (azul) se presentan en relación con un control biológico (tejido no
tumoral), utilizando GAPDH como gen de referencia interno. Las barras representan la mediana ± el
rango intercuartílico de los datos. Los puntos indican los datos individuales dentro de cada grupo. El
eje Y fue dividido en tres intervalos de escala para preservar la información. No se encontraron
diferencias estadísticamente significativas en la expresión de ninguno de los tres genes entre los
distintos subtipos moleculares (Mann-Whitney U test).
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Muestras de pacientes II: estudio de la expresión de los genes

candidatos a nivel de proteína (IHC)

SPARC y CLCA2: mismas muestras, otro ángulo

En este estudio se evaluó la expresión de SPARC y CLCA2 mediante inmunohistoquímica

en cortes histológicos incluidos en parafina, los cuales corresponden a las mismas muestras

del biobanco de tumores que se utilizaron para el análisis por RT-qPCR (muestras en

espejo). Tras la inmunomarcación, se procedió a la valoración y al cálculo del H-score,

definido como el producto entre el porcentaje de células marcadas y la intensidad de la

señal. Cabe destacar que, debido a la ausencia de uno de los bloques de parafina

necesarios para realizar la IHC, se evaluaron 22 muestras en lugar de las 23 analizadas por

RT-qPCR.

Lo que el homogenato se llevó: patrones diferenciales en la expresión

de SPARC y CLCA2

El análisis de las muestras por inmunohistoquímica reveló diferencias que no resultan

evidentes sólo con RT-qPCR: la heterogeneidad en la expresión de SPARC (Figura 29).

Mientras por RT-qPCR se observa que las muestras en general expresan SPARC en niveles

muy elevados, el análisis de inmunohistoquímica revela que esta expresión no siempre

corresponde a tejido neoplásico. En muchos casos, la expresión de SPARC es

predominantemente estromal (15/22 casos), en algunos es principalmente neoplásica (3/22

casos), en otros es tanto estromal como neoplásica (2/22 casos), y en algunas muestras no

se observa expresión en ninguno de los compartimentos (2/22 casos). Para CLCA2 la

situación es distinta: no hay expresión estromal de CLCA2, porque sólo se expresa en el

tejido neoplásico (Figura 29).

Adicionalmente, se desprende otra observación muy interesante y que plantea diversos

interrogantes biológicos: una correlación negativa entre la expresión de CLCA2 y SPARC en

el tejido neoplásico (p<0.01, Wilcoxon matched-pairs signed rank test) (Figura 30). Cuando

SPARC se expresa en el tejido tumoral, la expresión de CLCA2 es nula o muy baja. En

contraste, cuando SPARC se expresa en el estroma (y no en el tumor), la expresión de

CLCA2 está significativamente aumentada en el tejido tumoral (Figura 29).

49





CLCA2 en foco: un análisis más detallado

Dado que CLCA2 se identificó como uno de los genes potencialmente relevantes en la

progresión temprana del cáncer de mama, basado en el análisis transcriptómico del modelo

experimental MCF10DCIS.com, se llevaron a cabo estudios adicionales utilizando

inmunohistoquímica en una cohorte de pacientes cuyos tumores presentaban tanto una

componente in situ como invasiva (N=58) al momento del diagnóstico. En la Figura 31 se

muestran imágenes representativas del tejido normal adyacente, que resulta negativo para

CLCA2 (panel EPI) así como de tumor en estadío in situ (panel DCIS) e invasivo (panel

IDC). La expresión de CLCA2 se encuentra notablemente aumentada en el estadío in situ.

Figura 31. Expresión de CLCA2 en cortes histológicos de tumores de pacientes. Se observa
que el tejido normal adyacente es negativo para CLCA2 (panel EPI) y también el tumor invasor
(panel IDC). La expresión de CLCA2 se ve aumentada en el tumor in situ (panel DCIS). Barra de
aumento: 100 µm.

Se calculó el H-score, y los resultados muestran que el tumor in situ presenta

sobreexpresión de CLCA2 en comparación con el tejido adyacente no tumoral (Figura 32,

panel A). Al evaluar la componente invasora considerando el H-score, no se detectaron

diferencias estadísticamente significativas en la expresión de CLCA2 en comparación con la

componente in situ (Figura 32, panel A). Sin embargo, se observa una disminución en la

proporción de casos positivos para CLCA2 en la componente invasora con respecto a la

componente in situ (Figura 32, panel B), sugiriendo que CLCA2 podría estar involucrado

funcionalmente en la aparición del carcinoma in situ. Adicionalmente, al segregar las

muestras según el grado histológico, se observa que la expresión de CLCA2 está asociada

a aquellas con un grado mayor (grado III) (Figura 33, panel B).
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Discusión y conclusiones

Modelos intraductales: validación del análisis transcriptómico y

paso previo a las muestras de pacientes

Realizar estudios en modelos in vivo antes de analizar muestras de pacientes es

fundamental, ya que estas últimas representan un recurso escaso y valioso, que requiere

una validación rigurosa. La investigación previa en cultivos celulares y modelos in vivo no

sólo añade robustez a los resultados obtenidos, sino que también optimiza el uso de los

recursos disponibles. En este sentido, la aplicación de diferentes técnicas, como la

inmunofluorescencia en cortes del modelo MCF10DCIS.com y la RT-qPCR en cultivos

celulares de la misma línea permitió evaluar la expresión génica a distintos niveles,

generando resultados concordantes que respaldan el análisis transcriptómico original.

Por otro lado, testear la expresión de los genes de interés antes de la inoculación de

células, tal como se realizó para el modelo LM38-LP mediante métodos como RT-qPCR, no

sólo garantiza la validez del experimento, sino que también minimiza el número de animales

necesarios, siguiendo la regla de las 3R (reemplazo, reducción, refinamiento), que hace

referencia al bienestar animal y al uso ético de los animales de laboratorio (Workman et al.,

2010). En este sentido, al inocular una línea celular, es esencial asegurarse de que ésta se

encuentre en óptimas condiciones, lo que incluye un bajo número de pasajes, ausencia de

contaminantes y una alta viabilidad celular.

En el contexto de la investigación del cáncer de mama y, en particular, de la progresión

temprana (DCIS-IDC) los modelos intraductales ofrecen una ventaja al permitir la

inoculación directa de células tumorales en el ducto mamario, lo que emula de manera más

fiel el entorno natural del desarrollo tumoral en humanos (Behbod et al., 2009). Sin

embargo, es importante considerar las limitaciones de los modelos xenogénicos, que

emplean ratones inmunocomprometidos, como se señala en el estudio de Holliday & Speirs

(2011). Estos modelos pueden presentar discrepancias debido a las diferencias biológicas

entre el estroma humano y murino, lo que puede afectar la relevancia de los resultados

obtenidos, incluso en un modelo intraductal.

Para abordar estas limitaciones, la validación de los genes candidatos identificados en el

análisis transcriptómico se llevó a cabo en dos modelos intraductales: uno xenogénico

(MCF10DCIS.com) y uno singénico (LM38-LP). Los modelos singénicos son especialmente

importantes desde una perspectiva clínica ya que, a diferencia de los xenogénicos, permiten
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estudiar las interacciones tumor-huésped en un contexto inmunológicamente competente

(Holen et al., 2017).

Según los resultados de RT-qPCR, la línea celular LM38-LP expresa CLCA2. Sin embargo,

en el análisis histológico no fue posible ver la expresión de esta proteína en los cortes de

tumor. Dado que CLCA2 se identificó como un gen candidato relevante en la transición

DCIS-IDC, la ausencia de expresión en este modelo sugiere que podría no ser adecuado

para evaluar este gen en particular. Sin embargo, surge una cuestión importante:

¿realmente el tumor LM38-LP no expresa el gen CLCA2, o podría ser que el anticuerpo

anti-CLCA2 utilizado en los experimentos reconoce de manera muy específica la proteína

CLCA2 humana y, por tanto, no puede unirse a su ortólogo en ratón? Es decir, no está claro

si la falta de señal se debe a la ausencia de expresión de CLCA2 en el tumor LM38-LP o a

la alta especificidad del anticuerpo anti-CLCA2 humano, que podría no reconocer

adecuadamente el ortólogo murino.

Muestras de pacientes: RT-qPCR, IHC, cuestiones

metodológicas y tamaño muestral

La inmunohistoquímica es una técnica estándar en el estudio del cáncer y es

frecuentemente la primera opción para la evaluación de biomarcadores en cáncer de mama,

especialmente en su clasificación molecular, gracias a su amplia disponibilidad y bajo costo

(Wirtz et al., 2016). Sin embargo, la variabilidad intra e interobservador es común en el uso

de esta técnica, particularmente cuando la evaluación es realizada manualmente por un

operador en lugar de ser automatizada, lo que limita su capacidad cuantitativa y la clasifica

como semicuantitativa. En contraste, técnicas moleculares y automatizadas como la

RT-qPCR eliminan gran parte de esta variabilidad y reducen los sesgos intra e

interobservador. En marcadores bien estudiados y ampliamente reportados, como Ki67,

estos sesgos pueden tener un impacto menor (Sinn et al., 2017). Sin embargo, en

biomarcadores como SPARC y, especialmente, CLCA2, que están muy poco estudiados en

el contexto de la progresión temprana de cáncer de mama, estos sesgos pueden

representar un problema. Por lo tanto, combinar distintas técnicas es fundamental para

proporcionar una visión más holística y precisa de la expresión de estos genes. Esta

necesidad de una perspectiva multidimensional, junto con otros factores como la precisión y

reproducibilidad de la técnica, fue la principal motivación para estudiar la expresión de los

genes candidatos (SPARC, CLCA2) junto con MT1-MMP a partir de RT-qPCR.
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muestras biológicas. La gran heterogeneidad del cáncer de mama, observable en los

distintos análisis de datos que se hicieron para esta cohorte, con la extensa variedad de

fenotipos moleculares que complica una visión completa de la diversidad tumoral, como lo

plantean Perou et al. (2000), resalta aún más la necesidad de tener en cuenta estas

limitaciones. Dada la restricción en el tamaño de la muestra y el desbalance entre los

grupos de comparación del diseño experimental, estos resultados deberían considerarse

preliminares y sería ideal validarlos en conjuntos de datos más extensos, para realizar

generalizaciones confiables.

Desentrañando el rol de CLCA2 en la progresión temprana de

cáncer de mama

Históricamente, se ha asociado la función de CLCA2 en el cáncer de mama con la

supresión tumoral, como lo describen Gruber & Pauli (1999) y Walia et al., (2009). Sin

embargo, su papel en la progresión temprana del cáncer de mama, especialmente en la

transición DCIS-IDC, ha sido poco explorada.

En el contexto clínico se observó en la cohorte más amplia, de 58 pacientes, que CLCA2

estaba sobreexpresado en tumores DCIS en comparación con el tejido no tumoral

adyacente (Figura 31, Figura 32 panel A), pero una tendencia de los niveles de CLCA2 a

disminuir en el estadío IDC (Figura 31, Figura 32 panel B). Esto sería congruente con los

aportes de la literatura científica, que describen reiteradas veces cómo la pérdida de CLCA2

se asocia con una mayor tumorigenicidad y con un avance en la progresión del cáncer de

mama (Gruber & Pauli, 1999; Li et al., 2004).

En la cohorte pequeña (n=23) de tumores invasores se observó en varios casos una

elevada expresión de CLCA2. Este resultado presenta contradicciones con los reportes

generales sobre CLCA2 en la literatura. Sin embargo, en la otra cohorte (n=58) también se

identificaron casos con alta expresión de CLCA2 en el estadío IDC, los cuales, a su vez,

estaban asociados con tumores de grado histológico más elevado (Figura 33), lo que se

relaciona con un peor pronóstico.

El modelo intraductal original, MCF10DCIS.com, del cual se derivan los análisis

transcriptómicos, CLCA2 también mostró sobreexpresión en el estadío invasor (Figura 17).

Al analizar por RT-qPCR los niveles de expresión de ARNm de CLCA2 en las líneas

celulares MDA-MB-231 y MCF10DCIS.com, se observó nuevamente una sobreexpresión de

CLCA2 en MCF10DCIS.com, con diferencias estadísticamente significativas respecto a

MDA-MB-231. MCF10DCIS.com representa un modelo de cáncer de mama para los casos

56



DCIS de tipo comedo-necrosis, conocido por ser de peor pronóstico en el diagnóstico

patológico del paciente (Miller et al., 2000).

Pocos autores han sugerido a CLCA2 como una proteína que podría favorecer la progresión

tumoral. Abdel-Ghany et al. (2001), por ejemplo, destacan una interacción entre la integrina

α6β4 y CLCA2, la cual sería fundamental para la metástasis del cáncer de mama,

particularmente en la colonización de los pulmones por células cancerosas. Estos autores

describen cómo la expresión de CLCA2 a nivel del endotelio de los vasos sanguíneos

pulmonares es crucial para la adhesión de células cancerosas de mama, como las de la

línea celular MDA-MB-231, facilitando su migración y asentamiento en los pulmones. Sin

embargo, aunque las células tumorales pueden interactuar con CLCA2, esta proteína no se

encuentra sobreexpresada en el tumor mismo, sino que su función se concentra en el

microambiente tumoral, promoviendo la adhesión y la posterior metástasis a los pulmones.

Pero, entonces, teniendo en cuenta esta aparente contradicción, junto con la concordancia

de mal pronóstico (ya sea el modelo murino de DCIS de tipo comedo-necrosis, o los casos

clínicos clasificados por grado histológico) y los aspectos evolutivos de la biología tumoral,

surge una pregunta biológica relevante: ¿sería posible que esta sobreexpresión de CLCA2

en tumores IDC esté favorecida en fenotipos determinados, que resulten ser más

agresivos? Si la respuesta a la pregunta fuera afirmativa, una posible explicación podría ser

una interacción entre el tumor y el microambiente donde, en línea con lo que plantean

Abdel-Ghany et al. (2001) y haciendo énfasis en los aspectos de adhesión celular y

migración, algunas subpoblaciones del tumor estimulen la producción de CLCA2 en el

microambiente, favoreciendo el proceso de invasión y migración. Esto podría explicar

también, por ejemplo, cómo es que en el modelo MCF10DCIS.com la sobreexpresión de

CLCA2 se da a nivel del frente de invasión, es decir, en el límite con el estroma. Si este

fuera el caso, podría ser que sea la subpoblación tumoral interna la que esté produciendo

señales paracrinas para la producción de CLCA2, y que estas señales difundan hasta hacer

contacto con el microambiente tumoral. Futuros experimentos deberían ser diseñados para

abordar estas hipótesis.
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CLCA2 y SPARC: ¿opuestos complementarios?

Los resultados de los ensayos de inmunofluorescencia y RT-qPCR muestran una tendencia

a la sobreexpresión de MT1-MMP y, especialmente, de SPARC en los modelos intraductales

(Figura 17, Figura 23) y en la mayoría de las muestras tumorales de pacientes (Figura 24,

Figura 26), consistente con el análisis transcriptómico original. En la cohorte pequeña

(n=23) de tumores invasores, se observó que la mayoría de las muestras presentan alta

expresión de SPARC y baja expresión de CLCA2 (p<0.01, Friedman test) (Figura 27),

alineándose con la literatura que reporta una disminución o pérdida de CLCA2 durante la

progresión tumoral (Gruber & Pauli, 1999; Li et al., 2004).

Por otro lado, la inmunohistoquímica revela una correlación negativa significativa entre la

expresión de CLCA2 y SPARC en el tejido neoplásico particularmente (p<0.01, Wilcoxon

matched-pairs signed rank test) (Figura 30) sugiriendo una posible relación inversa entre

estos dos genes. Notablemente, cuando SPARC está localizado en el estroma y no en la

componente neoplásica, la expresión de CLCA2 en el tejido neoplásico aumenta

significativamente (Figura 29, Figura 30). Este patrón es especialmente interesante dado

que, como se discutió previamente, resulta contradictorio con la literatura científica que

CLCA2 continúe expresándose en el tumor en estadíos IDC.

SPARC modula procesos como la proliferación, adhesión y dispersión celular, funciones que

dependen de sus interacciones con proteínas de la matriz extracelular, factores de

crecimiento y receptores celulares (McClung et al., 2007; Shi et al., 2022; Neuzillet et al.,

2013). Estas interacciones generan actividades funcionales diversas, llevando a distintos

autores a coincidir en que SPARC tiene un papel dependiente del contexto (Zhu et al., 2016;

Shi et al., 2022; Neuzillet et al., 2013).

En estudios sobre el adenocarcinoma pancreático ductal, se ha reportado que la expresión

de SPARC en el borde tumoral promueve la invasión celular al inducir la actividad de

MMP-2, metaloproteasa de matriz muy relacionada con MT1-MMP. Más aún, la expresión

de SPARC en fibroblastos peritumorales se asocia con un peor pronóstico. (Neuzillet et al.,

2013; Infante et al., 2007). Aunque esta tesis se centra en cáncer de mama, podría ser

interesante tener estos datos en cuenta, debido a la importancia de la remodelación del

estroma en la invasión tumoral y diseminación a distancia. La desadhesión del estroma

tumoral, un estado intermedio de adhesión mediado por proteínas matricelulares como

SPARC, es crucial para la invasión tumoral (Barth et al., 2005).

Al considerar estos antecedentes junto con los resultados de este trabajo, la expresión de

SPARC en el estroma podría ser una respuesta a señales emitidas por el tumor. Aunque el

58



papel de SPARC es controvertido, su presencia en el estroma podría estar facilitando la

remodelación de la matriz extracelular, promoviendo la invasión tumoral.

La exclusión mutua entre SPARC y CLCA2 en el tumor sugiere que estos genes pueden

tener funciones opuestas o incompatibles en la señalización celular o en la respuesta al

microambiente. Mientras CLCA2 podría promover la adhesión y migración de las células

tumorales, SPARC en el estroma podría estar preparando el entorno extracelular para

facilitar estas mismas funciones, pero desde una contexto diferente. Esta expresión dual

podría representar un crosstalk entre el tumor y su microambiente, donde las señales del

tumor inducen cambios en el estroma, retroalimentando y facilitando la progresión tumoral.

Desde una perspectiva evolutiva, esta interacción podría estar favorecida en tumores de

mal pronóstico, donde la coordinación entre SPARC en el estroma y CLCA2 en el tumor

facilitaría la progresión de la invasión. Nuevamente, se requiere el diseño de experimentos

que permitan abordar estas hipótesis (u otras posibles).
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Reflexión final y perspectivas futuras

El trabajo de laboratorio fue, sin dudas, un desafío que requirió un profundo compromiso,

tiempo, paciencia y una buena dosis de perseverancia. Al trabajar con muestras de

pacientes, se puede ver de primera mano la enorme diversidad biológica que nos permite

encontrar patrones pero a la vez nos hace tan distintos, dando cuenta de la tremenda

complejidad en la que estamos inmersos (y de lo poquito que conocemos sobre esta

pequeña-enorme porción de universo).

Trabajar con las muestras de pacientes no sólo fue un privilegio, sino también una

responsabilidad, ya que cada una de ellas representa un pedacito de la vida de alguien, con

su historia individual y su lucha personal.

Por supuesto quedan pendientes muchos experimentos por delante para SPARC y, sobre

todo, CLCA2, gen con el que me he logrado encariñar. Este gen, que ha sido un

protagonista central en esta investigación, aún tiene mucho que revelarnos. Como diría

Piaget, biólogo y epistemólogo, la forma de conocer la realidad es asintótica. Esto, en mi

humilde opinión, se evidencia constantemente en la ciencia, donde cada observación - en la

mesada o en la biblioteca - abre una nueva puerta, y luego otra, y otras, en un continuo e

inagotable avance hacia un entendimiento más profundo. Espero contar con la oportunidad

de seguir conociendo a este gen por algunos capítulos más de la vida.
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