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RESUMEN

Evaluacion de la implicancia de blancos moleculares en la transicidon de tumores de mama de

un estadio in situ a un estadio invasor

El carcinoma ductal in situ (DCIS) en el cancer de mama se define como una proliferacion de células
neoplésicas epiteliales contenidas dentro del lumen de los conductos mamarios. Aunque el DCIS es
precursor de los carcinomas infiltrantes (IDC), adn no es posible predecir cuales de estos tumores

progresaran a etapas mas avanzadas ni cuando lo haran.

La inoculacion intraductal de células humanas MCF10DCIS.com en la glandula mamaria murina
genera DCIS que progresan espontaneamente a IDC. En trabajos previos se reporté que MT1-MMP,
una metaloproteasa de membrana con actividad colagenasa, es esencial para la transicion de DCIS a
IDC. En el estado invasivo, MT1-MMP esta sobreexpresado en el frente de invasion, definiendo dos
poblaciones celulares: MT1-MMP alto y MT1-MMP bajo. El analisis transcriptomico de estas
poblaciones cruzado con datos de un conjunto de DCIS de alto grado humano permitié identificar tres
genes potencialmente involucrados en la transicion temprana del cancer de mama: SPARC, CLCA2y
COX-2.

Planteando como hip6tesis de trabajo que los genes SPARC y CLCAZ2 son relevantes en el proceso
de progresion temprana del cancer de mama (transicion DCIS-IDC), el objetivo general de esta tesis
se centr0 en validar y estudiar la expresion de SPARC y CLCA2 como biomarcadores predictores de
la progresion temprana de cancer de mama, tanto en modelos murinos como en muestras de

pacientes.

La expresion de SPARC y CLCA2, junto con MT1-MMP se analiz6 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 inyeccion intraductal de células tumorales. También se
analizo la expresion de los genes en muestras de pacientes obtenidas del biobanco de tumores del
Instituto A. H. Roffo mediante RT-gPCR y ensayos de inmunohistoquimica. Dado que CLCA2 es un
gen poco estudiado en el contexto de cdncer de mama y, en particular, en la progresion temprana, se
estudié ademas la expresion de este gen mediante inmunohistoquimica en una cohorte de pacientes

con componentes in situ e invasora.

Este trabajo aborda el analisis de dos genes potencialmente implicados en la progresion temprana de
cancer de mama combinando distintas técnicas de andlisis de expresién génica y utilizando tanto
modelos murinos como muestras de pacientes. Esta aproximacion ofrece una visién integral del
papel de estos genes en el proceso de transicion DCIS-IDC. No obstante, se requieren
investigaciones mas exhaustivas para profundizar estos hallazgos. Estudios futuros podrian ser

cruciales para el disefio de terapias dirigidas que inhiban la progresion temprana de cancer de mama.

Palabras clave: carcinoma ductal in situ, progresién temprana, cancer de mama, MT1-MMP, SPARC,
CLCA2



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-gPCR 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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Introduccion

Aspectos generales de la biologia tumoral

A diferencia de las células de vida libre como las bacterias, que compiten por sobrevivir, las
células de un organismo pluricelular estdn comprometidas con la colaboracion. Para
coordinar su comportamiento, las células envian, reciben e interpretan un conjunto de
sefiales extracelulares que controlan e indican a las células como actuar. Las alteraciones
moleculares que perturban esta armonia representan un problema. En un cuerpo humano
con mas de 10* células, miles de millones de células experimentan mutaciones todos los
dias. Sin embargo, cuando una mutacion puede otorgar a una célula una ventaja selectiva,
permitiéndole crecer y dividirse con mayor eficiencia, y sobrevivir mas facilmente 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, seccién “Carcinogénesis”).

Cuando se habla de cancer, en realidad se tiene en cuenta a un conjunto vasto y diverso de
enfermedades de duracion variable y en algunos casos de progresion fatal. La caracteristica
comun 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 proliferacion
descontrolada puede conllevar a la invasidn de tejidos adyacentes e inducir la formacion de
nuevos vasos sanguineos (neovascularizacién o angiogénesis) que le permite desarrollar
colonias en érganos distantes, conocidas como metéastasis (Instituto de Oncologia Angel H.
Roffo, 2018) (Figura 1).

Displasia Carcinomain situ Carcinoma invasor
Célula epitelial Hiperplasia Las células Las células se Las células cancerosas invaden el tejido normal
genéticamente |a célula se divide  cambian de mantienen circundante y migran hacia otros drganos a
alterada anormalmente forma confinadas en el lugar través de los vasos sanguineos. Las metastasis

répido se forman en sitios distantes.

Metastasis

8

Tejido conectivo o muscular

rmal sul ent:
Vaso sanguineo 0o byacente

Figura 1. Representacion esquematica de los estadios de una progresion tumoral general.
Figura modificada de Kanwal et al. (2013).



La adquisicion de las capacidades bioldgicas distintivas que caracterizan a las células
cancerosas es el resultado de una combinacién de distintos factores, entre ellos genéticos y
epigenéticos (Figura 2). La inestabilidad gendmica y la mutacién son caracteristicas clave
del céncer. La aparicion de mutaciones especificas en los genes que regulan la proliferacion
celular, la muerte celular programada, la angiogénesis, la invasién y la respuesta inmune
son factores importantes en la adquisicién de las capacidades distintivas de las células
cancerosas. Ademas, los cambios epigenéticos, como la metilacion del ADN vy 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 multiples tipos celulares
distintos, por ejemplo fibroblastos, que participan en interacciones heterotipicas, lo que
también puede contribuir a la adquisicion de las capacidades distintivas de las células

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

mama

Segun la Agencia Internacional para la Investigacién del Cancer de la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) el cancer 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 cancer mas
frecuentes incluyen el de mama, pulmoén, colon, recto y préostata. Alrededor de un tercio de
las muertes por cancer se relacionan con factores de riesgo modificables, como el consumo
de tabaco, un alto indice de masa corporal, el consumo de alcohol, una dieta pobre en
frutas y verduras, y la falta de actividad fisica. Ademas, las infecciones oncogénicas, como
las causadas por los virus de la hepatitis o el papiloma humano, contribuyen
aproximadamente al 30% de los casos de cancer en paises de ingresos bajos y medianos
(Organizacion Mundial de la Salud, 2024).

El cancer de mama es un problema de salud global, y Argentina no es una excepcion. Es el
cancer con mayor incidencia en el pais 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 cancer de mama y 685.000 muertes por esta enfermedad en todo el
mundo (Lei et al.,, 2021). La tasa de mortalidad por cancer de mama en Argentina
representa, aproximadamente, 6.380 muertes por afio. Ademas, la incidencia estandarizada
por edad de cancer de mama en Argentina es de 73 por cada 100.000 habitantes, siendo la

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

Mama (108)

Cuello de dtero (41)
Pulmén (28)
Higado (4)

Estémago (3) B o aplica
Esofago (1) Sin datos

§ @ World Health
g_f‘g‘_} Organization

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

Anatomia y fisiologia generales

Una de las sinapomorfias que distingue a la clase Mammalia de otros vertebrados es la
presencia de glandulas mamarias. Las mamas son estructuras que se ubican en la pared
anterior del térax (Figura 4), y se componen de tejido glandular y de tejido fibroso de soporte
integrados en una matriz de tejido graso, junto con vasos sanguineos y linfaticos, y nervios.
Las glandulas mamarias estan situadas en el tejido subcutaneo que recubre los musculos
pectorales. El pezdn, o papila mamaria se encuentra en la prominencia mas elevada de la
mama, rodeado por un area circular de piel pigmentada, la areola. Las glandulas mamarias
son estructuras accesorias para la reproduccion, y su funcién estd abocada a la produccion

de leche para la nutricién de las crias.

El crecimiento y el desarrollo iniciales de la glandula mamaria en la pubertad ocurren bajo la
influencia de los estrogenos y la progesterona producidos por el ovario en proceso de
maduracién. Después de este desarrollo inicial, en cada ciclo ovarico se producen cambios
leves en la morfologia del tejido glandular. Durante el embarazo, la produccién de
estrogenos y progesterona por el cuerpo lateo y la placenta es continua. Las glandulas
mamarias sufren varios cambios que las preparan para la lactacion. Estos cambios del
tejido glandular se acompafian de una disminucion de la cantidad de tejido conjuntivo y de

tejido adiposo.

La mama adulta inactiva esta compuesta por 15 a 20 lébulos, que se disponen radialmente
desde el pezon y estan separados por bandas de tejido conjuntivo fibroso. Cada I6bulo se
subdivide en numerosos lobulillos (Figura 5) y todos los I6bulos drenan en un conducto
colector que se abre en el pezdn a través de un pequefio orificio. Debajo de la areola, cada
conducto se ensancha, formando un seno galactéforo. El sistema de conductos excretores
esta formado por un epitelio simple. Rodeando el epitelio, se encuentran las células
mioepiteliales, que tienen caracteristicas contractiles, y la lamina basal, que proporciona
soporte estructural y separacion entre el epitelio y el tejido conectivo circundante (Ross &
Pawlina, 2016) (Figura 4, Figura 5).
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Figura 4. Anatomia de la glandula mamaria. Vista general de la anatomia de la mama (A). Detalle
de l6bulo y sus conductos asociados (B). Corte transversal de conducto galactéforo, mostrando la
estructura celular (C). Figura modificada de Anderson et al. (2021).

Figura 5. Fotomicrografia de una glandula mamaria inactiva. (a) Imagen a baja magnificacion
mostrando varios lobulillos dentro del tejido conectivo denso de la mama (dense connective tissue).
Los conductos (ducts) que forman los lobulillos se ven como areas mas oscuras, mientras que las
areas claras (indicadas por flechas) son células adiposas. (b) Imagen a mayor magnificacion del area
dentro del rectangulo en (a). Las células de los conductos son alargadas y en algunos lugares se
observan pequefios linfocitos (flechas) que han ingresado al epitelio. Las areas tefiidas (puntas de
flecha) indican las células mioepiteliales (MEp) y las fibras de colageno 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 biolégicos, desempefiando un papel crucial en la regulacion de diversas funciones
celulares. Dentro de este complejo entramado, las metaloproteasas emergen como enzimas
clave, encargadas de la modificacién y degradacién de las proteinas de la MEC. Su
participacién es fundamental en procesos bioldgicos esenciales, desde el desarrollo hasta

respuestas inflamatorias (Alberts et al., 2014).

Las metaloproteasas de matriz (MMPs) son enzimas proteoliticas esenciales en el
desarrollo de la glandula mamaria, desempefiando un papel crucial en la ramificacion
morfogenética, un proceso que da lugar a la estructura ramificada caracteristica de ciertos
organos (Goodwin & Nelson, 2020) (Figura 6). Durante el desarrollo embrionario y en la
adultez, el epitelio de la glandula mamaria experimenta una proliferaciéon que, a su vez, se
acompafia de un proceso de ramificacibn y bifurcaciones, siguiendo patrones
morfogenéticos especificos que aseguran que el arbol epitelial mantenga una estructura
coherente y no aleatoria. Esta proliferacién y ramificacion del epitelio se manifiestan como

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

Subyacente a las células epiteliales, se encuentran las células mioepiteliales, que presentan
caracteristicas contractiles que les permiten la eyeccion de la leche durante la lactancia
(Figura 4, Figura 5). Durante la prefiez, las hormonas inducen una nueva fase de
proliferacién y diferenciacion del arbol epitelial, donde las células en los extremos de los
ductos se transforman en alvéolos epiteliales, estructuras huecas responsables de la
produccién de leche. Durante la lactancia, el tejido estromal se ve invadido por estos
alvéolos, lo que permite la secrecion de leche en su lumen, evidenciando la funcion

especifica 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 remodelacion del tejido y su retorno a un
estado de reposo. Este ciclo de proliferacién, diferenciacion y apoptosis se repite cada vez
gue la hembra queda prefiada, reflejando un claro ejemplo de remodelacion de tejido que
depende de las interacciones entre el epitelio y el estroma, asi como de la matriz
extracelular. Un desbalance en la expresion de metaloproteasas puede llevar a alteraciones
en este proceso, contribuyendo al desarrollo tumoral y afectando la correcta morfologia y

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

Manifestaciones clinicas y diagndstico del cancer de mama

El desarrollo del carcinoma mamario tiene lugar cuando las células epiteliales se
transforman. El cancer de mama puede manifestarse de varias maneras clinicas. Lo méas
comun suelen ser los nédulos, 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 tamafio o forma de
la mama, o en la piel de la misma. Enrojecimiento, engrosamiento o hoyuelos en la piel de
la mama pueden ser sefiales de alerta, al igual que cambios en la apariencia del pezén o la
areola como hundimiento del pezdn, cambio en su forma o textura, o secrecion anormal,
como sangre o liquido claro, dolor en la mama, inflamacion o hinchazén (American Cancer
Society, 2024, seccion “Breast cancer symptoms”). Las manifestaciones varian entre

personas y no todos los sintomas significan que hay cancer.

Los métodos de cribado (screening) como la mamografia o la ecografia mamaria permiten
detectar estadios mas tempranos del cancer de mamay es por esto que se indica a mujeres
a partir de los 50 afios de edad (Ministerio de Salud de la Nacion, 2024, seccion “Cancer:

prevencién y deteccion temprana”). Los primeros estadios de desarrollo de la enfermedad
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son asintométicos, y la Unica forma de identificarlos es a partir de las mamografias, donde

se pueden observar como microcalcificaciones (Figura 7).

Figura 7. Visualizacion de microcalcificaciones en mamografia. (A) Mamografia de baja energia
gue muestra una asimetria (flecha). (B) Aumento de la imagen donde se puede observar el
engrosamiento de un ducto. (C) Vista de la mamografia desde otro plano, mostrando
microcalcificaciones finas y pleomorficas. Figura adaptada de Grimm et al. (2022).

Céancer de mama invasivo y no invasivo

Es posible clasificar al cancer de mama de acuerdo a su grado de invasién. Cuando las
células cancerosas permanecen confinadas a su lugar de origen, se habla de cancer de
mama no invasivo. Los mas frecuentes son el carcinoma ductal in situ (DCIS, por sus
siglas en inglés), el cual esta limitado a los conductos de la mama, y el carcinoma
lobulillar in situ (LCIS), el cual se desarrolla en los l6bulos de la mama y no se ha
extendido mas alla de los l6bulos 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 cancer de mama invasivo implica que las células anormales se han
diseminado desde los l6bulos o conductos hacia el tejido mamario circundante, pudiendo
incluso llegar a otras partes del cuerpo a través del sistema inmunoldgico o la circulacion
sistémica. Dentro de este grupo encontramos al carcinoma ductal infiltrante (IDC), al
carcinoma lobulillar infiltrante (ILC) como los mas frecuentes, y a otros como el
carcinoma inflamatorio, medular, mucinoso y tubular que son tipos de cancer menos
comunes, algunos de ellos con prondésticos mas favorables y otros mas agresivos (Akram et
al., 2017). Esta distincién es crucial en el diagnéstico y tratamiento del cancer de mama, ya

gue el comportamiento biol6gico y las opciones terapéuticas van a variar significativamente
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entre los canceres invasivos y no invasivos. En el estadio de carcinoma ductal infiltrante se
pierde la capa de células mioepiteliales y se produce la ruptura de la membrana basal
(Figura 8).

ducto normal carcinoma ductal in situ

(DCIs) DCIS con microinvasion carcinoma ductal infiltrante

(IDQ)

Figura 8. Distintos estadios del cancer de mama ductal. El esquema representa un corte
transversal de ducto mamario bajo distintos estadios. 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 aun no es posible predecir cuales de ellos o en qué momento
progresaran hacia estadios mas avanzados. ¢ Cuan distinta, a nivel molecular, es una lesion
intraductal de una infiltrante? Todavia no se sabe. Ahora, se ha demostrado que existen los
cuatro tipos moleculares principales entre las lesiones de DCIS y que la mayoria 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
sobrerrepresentacion del tipo HER2+ (35 a 60% del DCIS) y una tasa mas baja del tipo
triple negativo en comparacion con los carcinomas invasivos (Vincent-Salomon et al., 2008;
Allred et al., 2008). Ademas, hay pocos datos disponibles para comprender los mecanismos
moleculares asociados con la progresion de lesiones carcinomatosas in situ a invasivas.
Esto pone en evidencia la necesidad de identificar factores predictivos junto con la
comprension de su funcién que permitan ofrecer terapias mas adecuadas a cada paciente

en particular.
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Indices patologicos, estadificacion de pacientes y tratamiento

diferencial

Ante el diagnéstico de cancer de mama en una paciente, es fundamental determinar el
estadio en el que se encuentra la enfermedad. La estadificacion del cancer implica evaluar
el tamafio del tumor primario, que puede ser un tumor in situ 0 un tumor invasor. Ademas,
se debe determinar si el cancer se ha diseminado a los ganglios linfaticos cercanos y

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

En el contexto de la evaluacion y tratamiento del cancer de mama, resulta oportuno
introducir los indices de grado nuclear, grado histolégico ya que proporcionan informacion

crucial para el diagndstico, prondstico y planificacion del tratamiento.
Grado Histolégico y Grado Nuclear

El grado nuclear y el grado histologico se han establecido como sistemas de clasificacion
fundamentales para evaluar la agresividad del tumor y predecir el prondéstico del paciente. El
grado histoldgico, basado en el sistema de Nottingham, es ampliamente reconocido y
utilizado internacionalmente, proporcionando una clasificacion en tres grados que ha
demostrado ser un fuerte predictor de resultados en pacientes con cancer de mama invasor.
Por otro lado, el grado nuclear se centra en la evaluacidén de la atipia nuclear y el conteo
mitotico. Al igual que el grado histologico, clasifica los tumores en tres grados. Aunque la
informacién que proporciona generalmente queda subsumida en el grado histolégico, el
grado nuclear es preferentemente utilizado en el diagndstico del carcinoma in situ (Oshiro et
al., 2020).

Clasificacidon molecular del cancer de mama

Las células malignas que producen el cancer de mama pueden expresar tres tipos de
receptores de importancia diagnostica y clinica, pues permiten dar un pronéstico y elegir el
tratamiento mas adecuado para una dada paciente. La expresién o no de estos receptores,
o la combinacidon en que se expresan, junto con otros factores como Ki67, que es un
marcador de proliferacion celular, permiten realizar una clasificacién molecular del cancer de
mama. Estos receptores son tres: el de estrégeno (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. Segun distintos estudios, la sobreexpresion de HER2
esta asociada con la proliferacion celular y la progresién del cancer (Slamon et al., 1987). La
identificacion de la sobreexpresién de HER2 es crucial, ya que determina la necesidad de
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tratamientos especificos dirigidos, como los inhibidores de HER2, que han mejorado
significativamente el prondstico de las pacientes con cancer de mama HER?2 positivo. Si son
receptores hormonales positivos, el tratamiento consistird 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 prondstico y reciben quimioterapia como adyuvancia.

De acuerdo a la histologia y la expresion de estas proteinas clave en ensayos de
inmunohistoquimica (IHC), el cancer 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

caracteristicas distintivas de cada subtipo molecular.

Tabla 1. Clasificacidon molecular del cancer de mama.

Subtipo molecular Luminal A Luminal B HER2+ Triple negativo
expresion de ER + + - -
expresion de PR + + - -
expresion de HER2 - + + -

indice de Ki67 bajo (<20%) alto (>20%) alto (>20%) alto (>20%)
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Progresion temprana en cancer de mama: mecanismos,

modelos y antecedentes

Modelo xenogénico y modelo singénico

En la investigacion del cancer, los modelos animales son herramientas fundamentales para
comprender la biologia tumoral y evaluar la eficacia de nuevas terapias. Los modelos
singénicos y xenogénicos son ampliamente utilizados, cada uno con caracteristicas
distintivas que los hacen adecuados para diferentes tipos de estudios. Ambos proporcionan
perspectivas complementarias para comprender el cancer (Talmadge et al., 2007; Holen et
al., 2017).

Por su parte, los modelos singénicos implican la inoculacién de células tumorales en un
huésped que comparte el mismo fondo genético, lo que permite una interaccién entre el
tumor y el sistema inmunolégico del huésped. Esto es crucial para estudiar la progresion 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 implantaciéon 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 especificos. Sin
embargo, estos modelos difieren en sus componentes, lo que dificulta la extrapolacion de

los mecanismos que subyacen a la patologia humana.

Inoculacion intraductal

El modelo experimental de inoculacion de células convencional en cancer de mama es el
modelo del fat pad, donde las células tumorales son inyectadas en la almohadilla grasa de
la glandula mamaria del ratén. Sin embargo, este modelo quizas no sea la mejor alternativa
para estudiar la progresion temprana, ya que las células inoculadas estan en contacto
directo con el estroma desde el inicio, y entonces guarda una mayor relacion con lo que

seria el tumor en estado invasor.

La técnica de inoculacion intraductal originalmente estuvo pensada para la administracion
de hormonas, citoquinas y factores de crecimiento. Behbod et al. (2009) incorporaron a la
inoculacion intraductal como técnica de administracion de células cancerosas para estudiar

los mecanismos de invasion en el cancer de mama.
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glandula inguinal, de manera que a través de una aguja de punta roma se pueden introducir
directamente las células tumorales a través del pezén. Posteriormente, se inocula una
suspension celular coloreada con azul tripan que luego de una pequefia incision en el
abdomen, permite visualizar la correcta inoculacién ya que la glandula estara tefida. Este

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

MT1-MMP: una metaloproteasa clave en la progresion temprana

Se ha demostrado que MT1-MMP, una metaloproteasa de membrana con actividad
colagenasa, es esencial para la transicion de DCIS a IDC (Lodillinsky et al., 2016). En el
estado invasivo, MT1-MMP se sobreexpresa en el frente de invasion, definiendo dos
poblaciones celulares: MT1-MMP high y MT1-MMP low (Figura 11).

MT1-MMP/DAPI

Figura 11. La transicion DCIS-IDC en tumores xenogénicos intraductales MCF10DCIS.com esta
correlacionada con la sobreexpresion de MT1-MMP. (A) Expresion de MT1-MMP en tumor DCIS.
(B) Expresion de MT1-MMP en tumor microinvasor. (C) Patron de expresion diferencial para
MT1-MMP, definiendo dos subpoblaciones (MT1-MMP"" y MT1-MMP"" en IDC. Los perfiles de
intensidad de fluorescencia (rojo) normalizados de MT1-MMP a lo largo de las lineas punteadas se
muestran en los recuadros. Modificada de Lodillinsky et al. (2016). Barra de aumento: 50 ym

Con el objetivo de profundizar en su mecanismo de accion, las dos poblaciones celulares
tumorales (MT1-MMP""  MT1-MMP"") fueron separadas mediante citometria de flujo
usando un anticuerpo anti-MT1-MMP (tecnologia Cell Sorter). A continuacién, se extrajo el
ARN mensajero y se realiz6 una secuenciacién total utilizando el protocolo SMARTer
Stranded Total RNA Seq Kit-Pico Input Mammalian. Las muestras fueron secuenciadas en
un sistema HISeqTM de lllumina en el Core Facility del Instituto Curie, en Paris, Francia
(Figura 12). Los transcriptomas de las dos poblaciones celulares obtenidas, MT1-MMP"" y

MT1-MMP"™", fueron analizados y comparados (datos no publicados).
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Figura 12. Diagrama de flujo del trabajo para la obtenciéon de los transcriptomas de las
poblaciones MT1-MMP"9" y MT1-MMP'¥,

Analisis transcriptémico

El procesamiento y el analisis transcriptémico de los datos crudos generados a partir de la
secuenciacion de ARN de las poblaciones MT1-MMP, fue realizado en colaboracién con los
Dres. Martin C. Abba y Ezequiel Lacunza, del Centro de Investigaciones Inmunolégicas
Béasicas 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-MMP"ion
y MT1-MMP"¥), se identificaron 47 genes diferencialmente expresados entre ambas. De
estos, se encontré que para la poblacion MT1-MMP"" 46 estaban sobreexpresados y sélo
uno regulado negativamente, respecto de la poblacion MT1-MMP"". Este gen regulado
negativamente en la poblacion MT1-MMP high es ZEB2, y se ha reportado que esta
implicado en la transicion epitelio-mesenquimética (Chen et al., 2020). Haciendo un analisis
funcional comparativo entre estas poblaciones se pudo observar un enriquecimiento notorio

en genes asociados a procesos de adhesion celular y de interaccién entre células y matriz
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Genes candidatos: una aproximacion desde la bibliografia

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 proteina 43K, es una glicoproteina 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 (proteinas
matricelulares). Este gen, de copia Unica, muestra un alto grado de conservacién 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 hibridacion in situ han revelado que su ARNm es abundante en la mayoria de los tejidos
fetales, lo que se asocia con su participacion en procesos de desarrollo como la
morfogénesis y la angiogénesis. En contraste, los niveles de SPARC en los tejidos adultos
son mas limitados, lo que sugiere una reduccién 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 estan sometidos a remodelaciéon, como el hueso. Ademas, la produccién de
SPARC se incrementa en respuesta a lesiones, procesos de cicatrizacién, y en ciertas
patologias, incluyendo tumores y esclerodermia (Sage, 2003). En contraste, en tejidos mas
guiescentes o ya establecidos, los niveles de SPARC son bajos.
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Figura 14. Representacion esquematica de la estructura proteica de SPARC. Acidic, dominio
acido, rico en residuos de acido aspartico y glutamico; Follistattin-like, dominio de estructura
homologa a la follistatina; Extracellular Ca®*-binding, dominio de unién al calcio. Los triangulos
sefializan 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
unién a colageno, y las verdes indican los sitios de alta afinidad por Ca?". Modificada de Atlas de
Genética y Citogenética en Oncologia y Hematologia (2024, seccion “SPARC").

La asociacion de SPARC con procesos como la angiogénesis, la migracidon celular, la
diferenciacién y la sintesis de matriz extracelular no es sorprendente, debido a su capacidad

de influir tanto en la adhesién como en la proliferacion de células normales. SPARC
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interactia con una variedad de proteinas, incluyendo factores de crecimiento como TGF-B1.
También se liga a varios cationes, como Cu? y Fe?, 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 proteina en el

contexto tumoral y su potencial rol en la progresién del cancer.

CLCAZ2: Chloride Channel Accessory 2

La sigla CLCA hace referencia al nombre en inglés Chloride Channel Accessory protein
family. Es decir, las proteinas CLCA componen una familia de proteinas, mas
especificamente, de metaloproteasas dependientes de Zn*: 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 mamiferos, todos los genes CLCA aparecen clusterizados en un
solo locus flanqueado por ODF2L y SH3GLB1 (Mundhenk et al., 2018).

Desde una perspectiva fisiol6gicamente descriptiva, las proteinas CLCA no son canales de
cloruro, pero esto no siempre estuvo claro. Si tienen, entre sus blancos de interaccion,
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 Ca®* (Ji et
al., 2019). Con esta proteina no interacciona de manera directa, sino que lo hace a través
de proteinas residentes del reticulo endoplasméatico (Sharma et al., 2018). Por esto, CLCA2
se asocia con la regulacion del calcio intracelular y se ha demostrado que su actividad esta
influenciada por la unién de metales, lo que sugiere un mecanismo de accion complejo en la

fisiologia celular.

CLCA2 se expresa frecuentemente en las células basales de epitelios estratificados, siendo
comun en la cérnea de los ojos, laringe y traquea, piel, eséfago, colon (Connon et al., 2004)
y esta asociada a funciones de adhesion celular, en la respuesta a estimulos inflamatorios, y
de secrecion de mucus, sobre todo en las vias respiratorias y el tracto gastrointestinal. Pero
también aparece descrito como un blanco del factor de transcripcién p53, involucrandose en
el ciclo celular y la apoptosis. En particular, se ha reportado que contribuye de manera doble
en la apoptosis, formando parte de la via de sefializacién 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 cancer de mama, CLCA2 esta

ampliamente descrita como una proteina supresora tumoral (Gruber & Pauli, 1999; Walia et
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al., 2009) donde su pérdida se ha relacionado con la transicién epitelio-mesenquimal, un
proceso que facilita la invasion y metéstasis de las células tumorales. La disminucion de
CLCA2 se ha asociado con un aumento en la proliferacion celular y una mayor agresividad
tumoral. Sin embargo, es una proteina bastante poco estudiada y, mas aun, en el contexto
particular de la progresién temprana del cancer de mama. La investigacion sobre CLCA2
continla siendo relevante, ya que su comprension podria abrir nuevas vias para el

desarrollo de estrategias de intervencion en el cancer.
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Figura 15. Representacion esquematica de la estructura proteica de CLCA2. Las tijeras indican
el sitio de escision. ss, secuencia sefial; 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 citoplasmatica. Se indica la ubicacion relativa del motivo de unién al zinc
HEWAHL,; asterisco, sitio de la sustitucion E165Q. Abajo, tamafios aparentes de los productos
precursor y de escision. Modificada de Ramena et al. (2023).

COX-2: ciclooxigenasa 2

Las ciclooxigenasas (COX) son un grupo de enzimas clave en la conversion del acido
araquidonico en prostaglandinas, que son compuestos con actividad biologica involucrados
en una variedad de procesos fisiologicos y patoldgicos. Existen principalmente dos
isoformas de ciclooxigenasa: COX-1y COX-2. La COX-1 se expresa de manera constitutiva
en muchos tejidos y estd asociada con funciones homeostéticas, como la proteccién de la
mucosa gastrica y la regulacion del flujo sanguineo renal. Por otro lado, la COX-2, también
conocida como PTGS2 (prostaglandina-endoperéxido sintasa 2), es una isoforma inducible
gue se activa en respuesta a estimulos inflamatorios, como citoquinas y factores de
crecimiento, y se encuentra en niveles elevados en situaciones de inflamacion y en varios
tipos de cancer. La COX-2 tiene cuatro dominios: péptido sefial amino-terminal, dominio de
dimerizacién/dominio tipo EGF, dominio de unién a la membrana y dominio catalitico (Figura

16). En el contexto del cancer de mama, se ha reportado que la COX-2 contribuye a la

27



inflamacién crénica, un factor que se ha vinculado a la progresion tumoral (Sahu et al.,
2022). Aunque el gen de la COX-2 es uno de los tres candidatos identificados en el analisis

transcriptémico, su estudio no se aborda en el presente trabajo.
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Figura 16. Estructura lineal general de los dominios funcionales de la proteina COX-2 humana.
La COX-2 tiene cuatro dominios: péptido sefial amino-terminal, dominio de dimerizacién/dominio tipo
EGF, dominio de unién a la membrana y dominio catalitico. Se muestran los residuos de aminoacidos
importantes necesarios para la unién al sustrato. El dominio catalitico contiene Y341, que es esencial
para la unién del sustrato. R106, ubicado en el dominio de dimerizacion de la enzima, también es
esencial para la union al sustrato. También se indican las secuencias de los péptidos y las posiciones
de los sitios de fosforilacién de tirosina Y446 y Y120 identificados por espectrometria de masas.
Modificada de Alexanian et al. (2014).
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Objetivos e hipotesis

HIPOTESIS

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

cancer de mama (transicion de estadio in situ a estadio invasor).

OBJETIVO GENERAL

Validar y estudiar la expresion de SPARC y CLCA2 como genes potencialmente
involucrados en la progresion temprana de cancer de mama, tanto en modelos murinos

como en muestras de pacientes oncoldgicos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo 1

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

Objetivo 2

Validar la expresién 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 expresion de los genes candidatos (SPARC y CLCA2) con el objetivo de
asociar su expresion con el diagnostico histopatoldgico y con la progresion tumoral.
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Materiales y métodos

Cultivo celular

Lineas celulares

Las dos lineas celulares de cancer de mama principalmente utilizadas fueron LM38-LP
(Cellosaurus, CVCL_B7PY), que es una linea celular murina hormono-independiente, y
MCF10DCIS.com, que es una linea celular humana. La primera es una linea celular
derivada de un tumor espontaneo de la glandula mamaria de una hembra de ratén BALB/c
prefiada en 1994, en el bioterio del Instituto Angel H. Roffo. Se identificé este tumor como
un adenocarcinoma papilar ductal diferenciado, que se caracteriza por generar metastasis
pulmonares vy linfaticas (Manzur et al., 1998). Ademas, tiene la caracteristica de presentar

una componente luminal y otra mioepitelial.

La linea celular MCF10DCIS.com (Cellosaurus, CVCL_5552) es una linea comercial de
cancer de mama tipo basal cedida por el laboratorio del Dr Chavrier del Institut Curie de

Paris.

Mantenimiento de las lineas celulares

Ambas lineas 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 CO,. Se realizé un
promedio de dos repiques por semana por tripsinizacion de la monocapa semiconfluente
(0,25% de tripsina 'y 0,02% de EDTA en PBS sin Ca?* ni Mg?"), previo lavado con PBS-EDTA
(2 mM).

Para la criopreservacion se utilizé6 1 ml de SFB con un 10% de dimetilsulfoxido (DMSO) por
cada frasco T25 de cultivo celular. Durante el descongelamiento, los criotubos se colocaron
en un bafio 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 virgenes BALB/c WT inmunocompetentes de entre 8 y 10

semanas de edad, producidos en el Bioterio del Instituto de Oncologia Angel H. Roffo. Los
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animales fueron mantenidos de acuerdo con la “Guia 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, resolucién 2022/02) del

Instituto Roffo.

Las células LM38-LP fueron inoculadas en el conducto galactoforo de la cuarta glandula
mamaria de los ratones BALB/c hembras. El desarrollo tumoral fue evaluado mediante

andlisis histologico de las glandulas a diferentes tiempos post-inoculacion (5 y 10 semanas).

Las hembras adultas fueron anestesiadas utilizando ketamina (100 mg/kg) y xilacina (10
mg/kg). Para la inoculacién intraductal, se realizé una pequefa incision en el pezén de la
cuarta glandula mamaria, seguida de la inyeccion de una suspension de células en PBS en
el conducto galactéforo. Se inocularon 5x10° células por glandula (Behbod et al., 2009;
Lodillinsky et al., 2016). Los animales fueron sacrificados mediante dislocacion cervical en
diferentes momentos post-inoculacion, con el objetivo de capturar distintos estadios de la
progresion tumoral, y se procedié a la exéresis de la glandula mamaria para analisis

histolégico posterior.

Técnicas histoldgicas

Protocolo de Whole Mount

Las glandulas mamarias extirpadas se fijaron en una solucion de Methacarn (mezcla de
metanol, cloroformo y acido acético en proporciones 6:3:1) (Teuliére et al., 2005).
Posteriormente, se lavaron con etanol al 70% y luego con agua durante 5 minutos. A
continuacion, se incubaron en carmin toda la noche. La solucion de carmin se preparo con 1
g carmin (Sigma C1022) y 2,5 g de sulfato de aluminio y potasio dodecahidratado (alumbre

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

Al dia siguiente, las glandulas se sometieron a una serie de bafios de polaridad decreciente:
15 minutos en agua, seguido de etanol al 70%, etanol al 95%, etanol al 100% y finalmente
xilol. Este proceso facilité la visualizacion de la morfologia y la presencia de los tumores.
Las glandulas se fotografiaron usando una lupa estereoscoépica triocular Carl Zeiss Stemi
2000C.

Luego de la deshidratacion, las muestras de glandulas mamarias fueron embebidas en
parafina para su andlisis histolégico convencional, mediante tincion con hematoxilina y

eosina (H/E), realizado en el Departamento de Anatomia Patoldgica del Instituto Roffo.
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Desparafinacion de cortes e inmunofluorescencia (IF)

Los cortes se desparafinizaron mediante una serie de bafios de 5 minutos en xilol, etanol al
100%, etanol al 95%, etanol al 70%, etanol al 50% vy, finalmente, en agua destilada para
rehidratar las muestras. Posteriormente, las muestras se incubaron en PBS y se realiz6 la
recuperacion antigénica colocando los cortes en buffer citrato (48 ml de citrato de sodio 0,1
M, 2 ml de acido citrico 0,1 M y 450 ml de agua destilada) que se llevé a ebullicién durante 8
minutos. Este paso se realizd para eliminar la parafina residual y exponer los antigenos de

interés para la inmunofluorescencia.

Se evalu6 mediante inmunofluorescencia la expresion de los genes candidatos a ser
relevantes en la progresion temprana del cancer de mama (SPARC y CLCAZ2) junto con la
metaloproteasa MT1-MMP, para validar los resultados del analisis transcriptdmico original.
Se bloqueé la unién no especifica con una solucion de 5% de SFB en PBS durante 1 hora a
temperatura ambiente. A continuacion, los cortes se incubaron durante toda la noche con
anticuerpos  especificos contra MT1-MMP  (ThermoFisher PA513183), SPARC
(ThermoFisher PA580062) y CLCA2 (Sigma HPA047192) en solucién de bloqueo.

Al dia 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-raton Alexa Fluor
488 (abcam abl150113) y anti-conejo Alexa Fluor 568 (abcam abl75471). Para la
visualizacién de los nucleos celulares, se utiliz6 DAPI (CAS 28718-90-3) a una dilucién de
1/10000 en PBS. Las imagenes fueron observadas en un microscopio Nikon Eclipse
TE2000-S.

Inmunohistoquimica convencional (IHC)

La expresion de las proteinas SPARC y CLCA2 en las muestras de tumor de mama se
evalu6é mediante inmunohistoquimica convencional. Los cortes de tejido tumoral incluidos en
parafina fueron desparafinizados y rehidratados segun el protocolo de desparafinacion

previamente descrito, seguido de la recuperacién de antigenos.

Las secciones se incubaron con anticuerpos primarios especificos: SPARC (Cat. No.
ab203284, Abcam) y CLCA2 (Cat. No. HPA047192, Sigma). La marcacion se realiz
utiizando el equipo automatizado Roche-Ventana Benchmark Ultra, siguiendo las

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

Para la deteccion de los anticuerpos primarios, se aplicé el anticuerpo secundario del

Ultraview Universal DAB Detection Kit, que facilitd la visualizacién mediante la reaccion con
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el sustrato DAB (3,3'-diaminobenzidina), generando un precipitado marrén en las areas

donde los anticuerpos se unieron.

Las secciones tefiidas fueron contrastadas con hematoxilina para resaltar los ndcleos
celulares y luego se montaron con un medio de montaje adecuado. Posteriormente, las
secciones fueron examinadas bajo un microscopio 6ptico Nikon Eclipse TE2000-S para
evaluar la expresion de SPARC y CLCAZ2. La intensidad de la tincién y la distribucion celular
se analizaron cualitativa y semi-cuantitativamente mediante el H-score. Se incluyeron
controles positivos y negativos para validar la especificidad de la marcacion y asegurar la
calidad de la técnica.

El procedimiento de tincion con hematoxilina-eosina se realiz6 en el Departamento de
Patologia del Instituto Angel H. Roffo, siguiendo un protocolo estandar (Teuliére et al.,
2005).

H-Score

Para la valoraciéon de la inmunohistoquimica se emple6 el H-score, que es una herramienta
utilizada en patologia para cuantificar la expresion de biomarcadores en muestras de tejido
gue han sido sometidas a IHC. Surge de multiplicar el porcentaje de células marcadas por la
intensidad de la marca. Este indice proporciona una medida semicuantitativa de la
expresion de proteinas y otros marcadores en tejidos tumorales, lo cual puede ser util para
el diagnéstico y la planificacion del tratamiento, ademas del estudio de la expresion génica.
Es importante mencionar que el céalculo del H-score puede ser un proceso subjetivo y
propenso a variaciones entre observadores, por lo que tradicionalmente es realizado por

patélogos experimentados (Wen et al., 2024).
Técnicas de Biologia Molecular

Extraccion de ARN

Se procesaron 32 muestras de tumores invasores de pacientes, provenientes del biobanco
del Instituto de Oncologia 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 periodicamente por el Comité de Etica
Institucional (CEI).

El trabajo se realizé bajo campana de extraccion y con las muestras en hielo. Se

adicionaron 600 pl 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 extracciéon de ARN.

Para la extraccion de ARN total, se transfirieron los homogenatos a tubos de
microcentrifuga y se afiadieron 120 ul de cloroformo (20% del volumen de TRIzol). Se agitd
por inversién durante 15 segundos, se incub6 a temperatura ambiente durante 3 minutos y
se centrifugd a 12000 g durante 1 minuto en una centrifuga refrigerada a 4°C. Se formaron
tres fases, de las cuales se recogi6 la fase superior (acuosa) con cuidado y se transfirié a un
tubo de microcentrifuga doblemente autoclavado. A esta fase se le afiadieron 300 pl de
alcohol isopropilico (50% del volumen de TRIzol) y se incubd a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Luego, se centrifugd nuevamente a 12000 g durante 10 minutos a 4°C.
El sobrenadante se descarté y el precipitado (con el ARN) se lavé con 600 pl de etanol al
75%. Se agit6 vigorosamente con un vortex y se centrifugd a 7500 g durante 15 minutos a
4°C. EIl sobrenadante se eliminé con cuidado y el precipitado se dej6 secar a temperatura
ambiente durante aproximadamente 30 minutos. Una vez evaporado el etanol, el precipitado
se resuspendioé en 15-25 pl de agua destilada libre de nucleasas. Las muestras de ARN se

conservaron a -80°C.

La concentracion de ARN total se estim6 utilizando un equipo NanoDrop (NanoDrop2000,
Thermo Scientific) por espectrofotometria UV-VIS, evaluando las relaciones de absorbancia
A260/A280 y A260/A230 para detectar contaminacibn con proteinas y sales,
respectivamente. Las muestras elegidas para los andlisis posteriores cumplian con los

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

Tabla 2. Criterios de pureza para la exclusién de muestras en el andlisis de RT-qPCR.

Técnica de andlisis Relacion Criterios para la exclusion de muestras

valores inferiores a 1,5 implican ADN contaminado

A260/A280 .
con proteinas

Espectrofotometria UV-VIS
valores inferiores a 1 implican ADN altamente

A260/A230 ;
contaminado con sales y fenol

Retrotranscripcion (RT)

La sintesis de ADNc a partir de ARN se realiz6 utilizando el kit SuperScript 1l (Invitrogen)
siguiendo las instrucciones del fabricante. En un tubo de microcentrifuga se preparé la
mezcla de reaccidn, combinando 1 pl de hexameros, 1 pl de dNTPs, el volumen necesario

para tener 4 ug de muestra de ARN y se completé con agua destilada libre de nucleasas
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hasta un volumen final de 12 pl. Esta mezcla se incubé a 65°C durante 5 minutos y luego se

enfrié en hielo.

En un segundo tubo de microcentrifuga se combinaron 6 pl de 5X First-Strand Buffer y 1 pl
de inhibidor de ribonucleasas. Ambos tubos se mezclaron y se incubaron a 37°C durante 2
minutos. Posteriormente, se afiadié 1 yl de M-MLV RT a cada tubo, se homogeneiz6 bien'y
se incub6é a 25°C durante 10 minutos. La retrotranscripcibn se completé 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 reaccion, y manteniendo las muestras a 4°C para
preservar la integridad del ADNc.

PCR cuantitativa (QPCR)

Para la cuantificacion de la expresion génica, se utilizé la técnica de gPCR con el kit SYBR
Green PCR Master Mix (TransStart®) y primers especificos para las secuencias de interés.
Se partié de soluciones stock de oligonucle6tidos cebadores directo e inverso (en adelante,
primer forward y primer reverse) a una concentraciéon de 100 uM, reconstituidos en buffer
TE, para los genes MT1-MMP, SPARC y CLCA2, asi como para el control de carga,
GAPDH. Los primers fueron diluidos 1/10 en buffer TE, alcanzando una concentracion final
de 10 yM para cada uno. Posteriormente, se mezclaron los primers forward y reverse en

una proporcion 1:1, para cada gen.

El buffer TE se preparé 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 especificas 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 direccién 5’ a 3'.

Bajo el supuesto de que la cantidad de ADNc obtenido en cada caso fue la misma, y que la
retrotranscripcion tuvo un rendimiento del 100% con 4 ug de ARN en cada reaccion, se
realiz6 una dilucién 1/10 del ADNc en agua destilada libre de nucleasas. Para cada reaccion

de gPCR se utilizaron 2 pl de esta solucion diluida.

Cada reaccion de gPCR se efectud por triplicado para asegurar precision y reproducibilidad
de los resultados. Considerando un margen de error instrumental, el volumen final de cada
reaccion se ajusté a 10,5 ul. La composicidon de cada reaccion de qPCR se detalla en la
Tabla 4.

Se incluyé agua como control negativo y ADNc de cultivos de células MCF10DCIS.com
como control positivo. La presencia de fragmentos amplificados se verificd mediante curvas

de disociacion térmica (melting curves) caracteristicas de cada amplicén y electroforesis en
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geles de agarosa al 3% en buffer TAE (Tris 40 mM, &cido acético glacial 20 mM, EDTA 1
mM; pH 8,4).

La gPCR se realizé en placas de 96 pocillos utilizando el termociclador CFX96™ Real-Time
PCR Detection System (Bio-Rad). La expresion relativa de los genes se determindé mediante
el método 2722t con el programa de qPCR configurado como sigue a continuaciéon. Los
resultados se analizaron comparando la expresion relativa de los genes de interés con el

control de carga.

Programa de PCR

e Desnaturalizacion inicial:

95°C durante 30 segundos

e Ciclos de amplificacion:
Desnaturalizacion: 95°C durante 5 segundos
Annealing: 60°C durante 30 segundos

Repeticién: 45 ciclos

e Paso de disociacion (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 extraccion de ARN, retrotranscripcion y gPCR de cultivos celulares (lineas LM38-LP,
LM38-HP, MCF10DCIS.com y MDA-MB-231), se siguié el mismo protocolo detallado para
las muestras de pacientes. La Unica diferencia fue que el TRIzol se afiadié directamente a
las placas pl100 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. Voliumenes de reactivos por reaccion de gPCR individual.
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Reactivo Volumen (ul)
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

Analisis estadistico

Los datos se presentan como el promedio + desvio estandar de al menos tres experimentos
independientes, a menos que se indique de otro modo. El software GraphPad Prism fue

usado para el analisis estadistico de los datos.
En todos los casos se considerd un valor p<0.05 como estadisticamente significativo.

Para todos los andlisis estadisticos efectuados se chequearon los supuestos
correspondientes. En caso de incumplimiento de los mismos, se recurri6 a pruebas no
paramétricas alternativas (tests de Mann-Whitney, Wilcoxon, Kruskal-Wallis y Friedman), a
la declaracion de la falta de independencia entre muestras (muestras pareadas) y al
modelado de la dispersion, segun fuera necesario, para ajustar los datos y obtener

resultados confiables.
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Resultados

Modelo intraductal xenogénico: validacion de los genes
candidatos a biomarcadores en el modelo MCF10DCIS.com

Por inmunofluorescencia se analiz6 la expresion de MT1-MMP, SPARC y CLCA2 en cortes
de tumores invasores generados luego de la inoculacién intraductal de la linea celular
MCF10DCIS.com (Figura 17). Se observd, validando los resultados del andlisis
transcriptomico (Figura 12, Figura 13) una expresion heterogénea de MT1-MMP, donde se
visualizan areas de mayor intensidad, en proximidad del tejido estromal. Se pudo observar
que la expresion de SPARC y de CLCA2 también es heterogénea en este modelo y sigue el
mismo patrén observado para MT1-MMP. Este resultado apoya lo que se desprende del
andlisis transcriptémico, es decir que MT1-MMP, SPARC y CLCA2 estan coexpresadas en

la misma poblacién celular.

INVASOR

: :
SPARC CLCA2 DAPI

Figura 17. Expresion de MT1-MMP, SPARC y CLCA2 en cortes histolégicos de tumores
desarrollados en el modelo intraductal MCF10DCIS.com (10 semanas). Se observa que la misma
subpoblacion de células que sobreexpresa MT1-MMP (poblacion MT1-MMP"")  también
sobreexpresa CLCA2 y SPARC. Las fotografias obtenidas fueron procesadas con ImageJ. Barra de
aumento: 50 pum.

50 um

MCF10DCIS.com

50 pm

Posteriormente, a partir de cultivos de la linea celular MCF10DCIS.com se estudiaron los
niveles de ARNm de MT1-MMP, SPARC y CLCA2 mediante RT-gPCR (Figura 18), con el
objetivo de evaluar si los resultados eran concordantes con los obtenidos previamente por
inmunofluorescencia y el andlisis transcriptomico. Para la comparacion de la expresion
(método 2724%Y, se utiliz6 la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231, obteniéndose
resultados estadisticamente significativos para los genes candidatos SPARC y CLCA2

(p<0.05, prueba t de Student). En particular, se observé que la expresion de estos genes es
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significativamente mayor en la linea MCF10DCIS.com en comparacién con MDA-MB-231.
Este hallazgo aporta robustez al analisis, ya que se observa una sobreexpresion de los
genes candidatos en la linea celular MCF10DCIS.com estudiada de manera independiente

del modelo intraductal, destacando asi su relevancia en el contexto del cancer de mama.
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Figura 18. Andlisis de la expresion génica de MT1-MMP (panel A), SPARC (panel B) y CLCA2
(panel C) en las lineas celulares MCF10DCIS.com y MDA-MB-231 mediante RT-qPCR. Los
valores de expresion relativa fueron normalizados usando el método 2722, utilizando el gen de
referencia GAPDH. Las barras representan el promedio + desviacion estandar de tres experimentos
independientes (paneles A y B) o dos experimentos independientes (panel C). La cuantificacién de la
expresion se relativizo a la linea celular en estudio (MCF10DCIS.com). No se observaron diferencias
significativas en la expresion de MT1-MMP, pero si para los genes candidatos SPARC y CLCA2
(p<0.05, prueba t de Student).
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Modelo intraductal singénico: generacion de tumores in vivo

con la linea 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 linea
murina LM38-LP en la cuarta glandula mamaria, tanto izquierda como derecha. No se
realiz6 esta inoculaciéon con la linea MCF10DCIS.com, ya que se disponia de cortes de
tumores incluidos en parafina, obtenidos de ratones inmunosuprimidos previamente

inoculados con estas células.

Antes de la inoculacion de LM38-LP, se analizé la expresién de MT1-MMP junto con SPARC
y CLCA2 mediante RT-gPCR, para confirmar que estos genes efectivamente se expresaban
en la linea celular a ser inoculada (LM38-LP). Como control de referencia se empleo la linea
celular LM38-HP, estrechamente relacionada con LM38-LP (Bumaschny et al., 2004), para
los genes MT1-MMP y SPARC. Para CLCA2, se utilizo6 ARNm de tejido de timo de raton WT
como control positivo de expresion, teniendo en cuenta la referencia de la base de datos

EMBL-EBI. Los resultados se presentan en la Figura 19.
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Figura 19. Andlisis de la expresion génica de MT1-MMP (panel A), SPARC (panel B) y CLCA2
(panel C) en la linea celular LM38-LP mediante RT-qPCR. Los valores de expresion relativa fueron
normalizados usando el método 22, con GAPDH como control interno. Las barras representan el
promedio + desviacién estandar de tres experimentos independientes (paneles A y B). La linea de
base (valor de 1) indica la expresidon normalizada del control (linea celular LM38-HP). Para CLCA2, el
control de referencia ARNm de tejido de timo de ratén WT. No se observaron diferencias significativas
en la expresion de los genes analizados en comparacion con el control de referencia (p<0.05, prueba
t de Student).
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IN SITU INVASOR

LM38-LP

o
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Figura 21. Tincidn con hematoxilina-eosina (H/E) de un corte de glandula mamaria del modelo
murino LM38-LP a las cinco semanas post-inoculacion. 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 pym.

LM38-LP

Figura 22. Tincién con hematoxilina-eosina de un corte de glandula mamaria del modelo
murino LM38-LP a las cinco semanas post-inoculacion, destacando el rompimiento de la
membrana basal en la invasion tumoral. La imagen detalla el rompimiento de la membrana basal,
evidenciando la invasion de células tumorales en el estroma. Barra de aumento: 100 um.
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Modelo intraductal singénico: validacion de los genes

candidatos a biomarcadores en el modelo LM38-LP

Se evalué la expresion de los genes candidatos SPARC y CLCA2, junto con la
metaloproteasa MT1-MMP, en cortes de tumor LM38-LP mediante inmunofluorescencia. Los
andlisis histologicos de tumores obtenidos a las 5 semanas mostraron expresion de
MT1-MMP y de SPARC, aunque no se detectd expresion de CLCA2. Las imagenes fueron
analizadas con ImageJ (Figura 23).

Estos resultados destacan la heterogeneidad en la expresion de MT1-MMP y SPARC al
igual que lo observado en el modelo xenogénico, donde ambos genes se coexpresan en la
misma poblacion celular. Sin embargo, a diferencia del modelo MCF10DCIS.com, en el caso
de LM38-LP no se observé expresion de CLCA2.

IN SITU INVASOR

DAPI

LM38-LP

50 um

CLCA2

Figura 23. Evaluacion por inmunofluorescencia de la expresion de MT1-MMP, SPARC y CLCA2
en cortes histoldgicos consecutivos de tumores desarrollados en el modelo intraductal
LM38-LP (5 semanas). Se observa en los cortes la expresiéon de MT1-MMP y del gen candidato
SPARC, pero no asi CLCA2. Las fotografias obtenidas fueron procesadas con ImageJ. Barra de
aumento: 50 pum.

50 pm
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Muestras de pacientes |. estudio de la expresion de los genes
candidatos a nivel de ARNm (RT-gPCR)

Luego de respaldar los resultados del andlisis bioinforméatico mediante el estudio de los
genes candidatos en modelos murinos, se analizé por RT-qPCR la expresion de MT1-MMP,
SPARC y CLCA2 a nivel de ARNm en 32 muestras de cancer de mama invasor para
estudiar el comportamiento de estos genes en un contexto clinico. Estas muestras fueron
seleccionadas de una poblacién de tumores del biobanco del Instituto de Oncologia Angel
H. Roffo. Se pretendia analizar si la técnica de RT-gPCR podria ser un método sensible

para el testeo de estos candidatos.

Las 32 muestras procesadas se verificaron por las curvas de disociacién térmica (curvas de
melting) caracteristicas de cada amplicon y por electroforesis en gel de agarosa 3% en
buffer TAE (gel de integridad). De acuerdo con esto, s6lo 23 de las muestras fueron
incluidas en el andlisis: n=6 para T NEG, n=6 para LUM A, n=5 para LUM B, n=6 para
HER2+.

Para el control biologico del analisis, se procesaron 6 muestras de tejido no tumoral
provenientes de biopsias de pacientes, siguiendo el mismo procedimiento que para las 32
muestras de cancer de mama invasor. Después de verificar la calidad mediante curvas de
melting y el gel de integridad, s6lo 3 de estas muestras fueron incluidas en el andlisis como
parte del control biolégico. Estas muestras control fueron promediadas para obtener los

perfiles de expresion utilizando el método 2744,

El andlisis exploratorio (Figura 24) revel6 distintas cosas. En primer lugar, que la expresion
tanto de SPARC como de MT1-MMP estd, 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 observd una sobreexpresion en un 50% de las muestras (CLCA2 positivos
11/23). Otra observacion es que, la sobreexpresion de MT1-MMP y SPARC tienen la misma
tendencia (16/23 casos en comuan), mientras que esto es bastante mas variable para
CLCA2. Mas aun, se pueden identificar varios casos en los que MT1-MMP y CLCA2
presentan una relacién 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 6rdenes de magnitud. Ademas, la intensidad de colores del mapa

de calor permite ver que existe una gran variabilidad entre muestras para la expresiéon de
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Figura 28. Analisis transcripcional de MT1-MMP, SPARC y CLCAZ2 de las muestras de pacientes
clasificadas seguin su subtipo molecular. Los niveles de ARNm (método de 224°) de MT1- MMP
(rojo), SPARC (amarillo) y CLCA2 (azul) se presentan en relacién con un control biolégico (tejido no
tumoral), utilizando GAPDH como gen de referencia interno. Las barras representan la mediana + el
rango intercuartilico 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 informacion. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la expresién de ninguno de los tres genes entre los
distintos subtipos moleculares (Mann-Whitney U test).

Niveles de ARNm relativos
al control no tumoral
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Muestras de pacientes Il: estudio de la expresion de los genes

candidatos a nivel de proteina (IHC)

SPARC y CLCAZ2: mismas muestras, otro angulo

En este estudio se evalud la expresion de SPARC y CLCA2 mediante inmunohistoquimica
en cortes histologicos incluidos en parafina, los cuales corresponden a las mismas muestras
del biobanco de tumores que se utilizaron para el andlisis por RT-gPCR (muestras en
espejo). Tras la inmunomarcacién, se procedié a la valoracion y al célculo del H-score,
definido como el producto entre el porcentaje de células marcadas y la intensidad de la
sefial. 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 llevd: patrones diferenciales en la expresion
de SPARC y CLCA2

El andlisis de las muestras por inmunohistoquimica revelo diferencias que no resultan
evidentes s6lo con RT-gPCR: la heterogeneidad en la expresién de SPARC (Figura 29).
Mientras por RT-gPCR se observa que las muestras en general expresan SPARC en niveles
muy elevados, el andlisis de inmunohistoquimica revela que esta expresion no siempre
corresponde a tejido neopldsico. En muchos casos, la expresion de SPARC es
predominantemente estromal (15/22 casos), en algunos es principalmente neoplasica (3/22
casos), en otros es tanto estromal como neoplasica (2/22 casos), y en algunas muestras no
se observa expresién en ninguno de los compartimentos (2/22 casos). Para CLCA2 la
situacion es distinta: no hay expresion estromal de CLCA2, porque solo se expresa en el

tejido neoplasico (Figura 29).

Adicionalmente, se desprende otra observacion muy interesante y que plantea diversos
interrogantes biolégicos: una correlacién negativa entre la expresion de CLCA2 y SPARC en
el tejido neoplasico (p<0.01, Wilcoxon matched-pairs signed rank test) (Figura 30). Cuando
SPARC se expresa en el tejido tumoral, la expresion de CLCA2 es nula o muy baja. En
contraste, cuando SPARC se expresa en el estroma (y no en el tumor), la expresién de

CLCA2 esta significativamente aumentada en el tejido tumoral (Figura 29).
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CLCAZ2 en foco: un analisis mas detallado

Dado que CLCA2 se identific6 como uno de los genes potencialmente relevantes en la
progresion temprana del cancer de mama, basado en el andlisis transcriptdmico del modelo
experimental MCF10DCIS.com, se llevaron a cabo estudios adicionales utilizando
inmunohistoquimica en una cohorte de pacientes cuyos tumores presentaban tanto una
componente in situ como invasiva (N=58) al momento del diagnéstico. En la Figura 31 se
muestran imagenes representativas del tejido normal adyacente, que resulta negativo para
CLCA2 (panel EPI) asi como de tumor en estadio in situ (panel DCIS) e invasivo (panel

IDC). La expresién de CLCAZ2 se encuentra notablemente aumentada en el estadio in situ.

-

EPL
Figura 31. Expresion de CLCA2 en cortes histologicos de tumores de pacientes. Se observa
gue el tejido normal adyacente es negativo para CLCA2 (panel EPI) y también el tumor invasor
(panel IDC). La expresion de CLCA2 se ve aumentada en el tumor in situ (panel DCIS). Barra de
aumento: 100 pm.

Se calcul6 el H-score, y los resultados muestran que el tumor in situ presenta
sobreexpresion de CLCA2 en comparacion con el tejido adyacente no tumoral (Figura 32,
panel A). Al evaluar la componente invasora considerando el H-score, no se detectaron
diferencias estadisticamente significativas en la expresion de CLCA2 en comparacién con la
componente in situ (Figura 32, panel A). Sin embargo, se observa una disminucion en la
proporcion de casos positivos para CLCA2 en la componente invasora con respecto a la
componente in situ (Figura 32, panel B), sugiriendo que CLCA2 podria estar involucrado
funcionalmente en la apariciébn del carcinoma in situ. Adicionalmente, al segregar las
muestras segun el grado histolégico, se observa que la expresion de CLCA2 esta asociada

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

Modelos intraductales: validacion del analisis transcriptomico 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 Ultimas representan un recurso escaso y valioso, que requiere
una validacion rigurosa. La investigacion previa en cultivos celulares y modelos in vivo no
s6lo afiade robustez a los resultados obtenidos, sino que también optimiza el uso de los
recursos disponibles. En este sentido, la aplicacion de diferentes técnicas, como la
inmunofluorescencia en cortes del modelo MCF10DCIS.com y la RT-gPCR en cultivos
celulares de la misma linea permiti6 evaluar la expresion génica a distintos niveles,

generando resultados concordantes que respaldan el andlisis transcriptémico original.

Por otro lado, testear la expresion de los genes de interés antes de la inoculacién de
células, tal como se realizé para el modelo LM38-LP mediante métodos como RT-gPCR, no
sélo garantiza la validez del experimento, sino que también minimiza el nimero de animales
necesarios, siguiendo la regla de las 3R (reemplazo, reduccion, 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 linea celular, es esencial asegurarse de que ésta se
encuentre en Optimas condiciones, lo que incluye un bajo nUmero de pasajes, ausencia de

contaminantes y una alta viabilidad celular.

En el contexto de la investigacién del cancer de mama y, en particular, de la progresion
temprana (DCIS-IDC) los modelos intraductales ofrecen una ventaja al permitir la
inoculacion directa de células tumorales en el ducto mamario, lo que emula de manera mas
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 sefiala en el estudio de Holliday & Speirs
(2011). Estos modelos pueden presentar discrepancias debido a las diferencias biolégicas
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 validacion de los genes candidatos identificados en el
andlisis transcriptomico se llevé a cabo en dos modelos intraductales: uno xenogénico
(MCF10DCIS.com) y uno singénico (LM38-LP). Los modelos singénicos son especialmente

importantes desde una perspectiva clinica ya que, a diferencia de los xenogénicos, permiten
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estudiar las interacciones tumor-huésped en un contexto inmunolégicamente competente
(Holen et al., 2017).

Segun los resultados de RT-gPCR, la linea celular LM38-LP expresa CLCA2. Sin embargo,
en el analisis histologico no fue posible ver la expresién de esta proteina en los cortes de
tumor. Dado que CLCA2 se identific6 como un gen candidato relevante en la transicion
DCIS-IDC, la ausencia de expresion en este modelo sugiere que podria no ser adecuado
para evaluar este gen en particular. Sin embargo, surge una cuestibn importante:
¢realmente el tumor LM38-LP no expresa el gen CLCA2, o podria ser que el anticuerpo
anti-CLCA2 utilizado en los experimentos reconoce de manera muy especifica la proteina
CLCA2 humana y, por tanto, no puede unirse a su ortélogo en raton? Es decir, no esta claro
si la falta de sefial se debe a la ausencia de expresion de CLCA2 en el tumor LM38-LP o0 a
la alta especificidad del anticuerpo anti-CLCA2 humano, que podria no reconocer

adecuadamente el ortdlogo murino.

Muestras de pacientes: RT-gPCR, IHC, -cuestiones
metodoldgicas y tamafio muestral

La inmunohistoquimica es una técnica estandar en el estudio del cancer y es
frecuentemente la primera opcién para la evaluacion de biomarcadores en cancer de mama,
especialmente en su clasificacion molecular, gracias a su amplia disponibilidad y bajo costo
(Wirtz et al., 2016). Sin embargo, la variabilidad intra e interobservador es comun en el uso
de esta técnica, particularmente cuando la evaluacion 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-gPCR 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 estan muy poco estudiados en
el contexto de la progresiobn temprana de cancer de mama, estos sesgos pueden
representar un problema. Por lo tanto, combinar distintas técnicas es fundamental para
proporcionar una visibn mas holistica y precisa de la expresion de estos genes. Esta
necesidad de una perspectiva multidimensional, junto con otros factores como la precision y
reproducibilidad de la técnica, fue la principal motivacion para estudiar la expresion de los
genes candidatos (SPARC, CLCAZ2) junto con MT1-MMP a partir de RT-qPCR.
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muestras bioldgicas. La gran heterogeneidad del cancer de mama, observable en los
distintos andlisis de datos que se hicieron para esta cohorte, con la extensa variedad de
fenotipos moleculares que complica una vision completa de la diversidad tumoral, como lo
plantean Perou et al. (2000), resalta ain mas la necesidad de tener en cuenta estas
limitaciones. Dada la restriccion en el tamafio de la muestra y el desbalance entre los
grupos de comparacion del disefio experimental, estos resultados deberian considerarse
preliminares y seria ideal validarlos en conjuntos de datos mas extensos, para realizar

generalizaciones confiables.

Desentrafiando el rol de CLCAZ2 en la progresion temprana de

cancer de mama

Histéricamente, se ha asociado la funcibn de CLCA2 en el cancer de mama con la
supresion tumoral, como lo describen Gruber & Pauli (1999) y Walia et al., (2009). Sin
embargo, su papel en la progresion temprana del cancer de mama, especialmente en la

transicién DCIS-IDC, ha sido poco explorada.

En el contexto clinico se observé en la cohorte mas amplia, de 58 pacientes, que CLCA2
estaba sobreexpresado en tumores DCIS en comparacion con el tejido no tumoral
adyacente (Figura 31, Figura 32 panel A), pero una tendencia de los niveles de CLCA2 a
disminuir en el estadio IDC (Figura 31, Figura 32 panel B). Esto seria congruente con los
aportes de la literatura cientifica, que describen reiteradas veces cédmo la pérdida de CLCA2
se asocia con una mayor tumorigenicidad y con un avance en la progresion del cancer de
mama (Gruber & Pauli, 1999; Li et al., 2004).

En la cohorte pequeiia (n=23) de tumores invasores se observé en varios casos una
elevada expresidon de CLCAZ2. Este resultado presenta contradicciones con los reportes
generales sobre CLCA2 en la literatura. Sin embargo, en la otra cohorte (h=58) también se
identificaron casos con alta expresiéon de CLCA2 en el estadio IDC, los cuales, a su vez,
estaban asociados con tumores de grado histolégico mas elevado (Figura 33), lo que se

relaciona con un peor prondstico.

El modelo intraductal original, MCF10DCIS.com, del cual se derivan los andalisis
transcriptomicos, CLCA2 también mostro sobreexpresion en el estadio invasor (Figura 17).
Al analizar por RT-gPCR los niveles de expresion de ARNm de CLCA2 en las lineas
celulares MDA-MB-231 y MCF10DCIS.com, se observé nuevamente una sobreexpresion de
CLCA2 en MCF10DCIS.com, con diferencias estadisticamente significativas respecto a

MDA-MB-231. MCF10DCIS.com representa un modelo de cancer de mama para los casos
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DCIS de tipo comedo-necrosis, conocido por ser de peor prondstico en el diagnéstico

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

Pocos autores han sugerido a CLCA2 como una proteina que podria favorecer la progresion
tumoral. Abdel-Ghany et al. (2001), por ejemplo, destacan una interaccion entre la integrina
06B4 y CLCA2, la cual seria fundamental para la metastasis del cancer de mama,
particularmente en la colonizacion de los pulmones por células cancerosas. Estos autores
describen como la expresion de CLCA2 a nivel del endotelio de los vasos sanguineos
pulmonares es crucial para la adhesion de células cancerosas de mama, como las de la
linea celular MDA-MB-231, facilitando su migracion y asentamiento en los pulmones. Sin
embargo, aunque las células tumorales pueden interactuar con CLCA2, esta proteina no se
encuentra sobreexpresada en el tumor mismo, sino que su funcidon se concentra en el

microambiente tumoral, promoviendo la adhesién y la posterior metastasis a los pulmones.

Pero, entonces, teniendo en cuenta esta aparente contradiccién, junto con la concordancia
de mal prondstico (ya sea el modelo murino de DCIS de tipo comedo-necrosis, o los casos
clinicos clasificados por grado histoldgico) y los aspectos evolutivos de la biologia tumoral,
surge una pregunta bioldgica relevante: ¢ seria posible que esta sobreexpresion de CLCA2
en tumores IDC esté favorecida en fenotipos determinados, que resulten ser mas
agresivos? Si la respuesta a la pregunta fuera afirmativa, una posible explicacién podria ser
una interaccion entre el tumor y el microambiente donde, en linea con lo que plantean
Abdel-Ghany et al. (2001) y haciendo énfasis en los aspectos de adhesién celular y
migracién, algunas subpoblaciones del tumor estimulen la produccion de CLCA2 en el
microambiente, favoreciendo el proceso de invasion y migracién. Esto podria explicar
también, por ejemplo, cdmo es que en el modelo MCF10DCIS.com la sobreexpresion de
CLCA2 se da a nivel del frente de invasion, es decir, en el limite con el estroma. Si este
fuera el caso, podria ser que sea la subpoblacién tumoral interna la que esté produciendo
sefales paracrinas para la produccion de CLCA2, y que estas sefiales difundan hasta hacer
contacto con el microambiente tumoral. Futuros experimentos deberian ser disefiados para

abordar estas hipétesis.
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CLCA2 y SPARC: ¢ opuestos complementarios?

Los resultados de los ensayos de inmunofluorescencia y RT-gPCR muestran una tendencia
a la sobreexpresion de MT1-MMP y, especialmente, de SPARC en los modelos intraductales
(Figura 17, Figura 23) y en la mayoria de las muestras tumorales de pacientes (Figura 24,
Figura 26), consistente con el andlisis transcriptémico original. En la cohorte pequefia
(n=23) de tumores invasores, se observé que la mayoria de las muestras presentan alta
expresion de SPARC y baja expresion de CLCA2 (p<0.01, Friedman test) (Figura 27),
alinedndose con la literatura que reporta una disminucion o pérdida de CLCA2 durante la
progresion tumoral (Gruber & Pauli, 1999; Li et al., 2004).

Por otro lado, la inmunohistoquimica revela una correlacion negativa significativa entre la
expresion de CLCA2 y SPARC en el tejido neoplasico particularmente (p<0.01, Wilcoxon
matched-pairs signed rank test) (Figura 30) sugiriendo una posible relacién inversa entre
estos dos genes. Notablemente, cuando SPARC esté localizado en el estromay no en la
componente neoplasica, la expresion de CLCA2 en el tejido neopldsico aumenta
significativamente (Figura 29, Figura 30). Este patron es especialmente interesante dado
gue, como se discutid previamente, resulta contradictorio con la literatura cientifica que

CLCA2 continte expresandose en el tumor en estadios IDC.

SPARC modula procesos como la proliferacién, adhesion y dispersion celular, funciones que
dependen de sus interacciones con proteinas 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 pancreatico ductal, se ha reportado que la expresion
de SPARC en el borde tumoral promueve la invasién celular al inducir la actividad de
MMP-2, metaloproteasa de matriz muy relacionada con MT1-MMP. Mas aun, la expresion
de SPARC en fibroblastos peritumorales se asocia con un peor prondstico. (Neuzillet et al.,
2013; Infante et al., 2007). Aungue esta tesis se centra en cancer de mama, podria ser
interesante tener estos datos en cuenta, debido a la importancia de la remodelacién del
estroma en la invasién tumoral y diseminacién a distancia. La desadhesion del estroma
tumoral, un estado intermedio de adhesién mediado por proteinas matricelulares como

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

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

SPARC en el estroma podria ser una respuesta a sefiales emitidas por el tumor. Aunque el
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papel de SPARC es controvertido, su presencia en el estroma podria estar facilitando la

remodelacion de la matriz extracelular, promoviendo la invasion tumoral.

La exclusion mutua entre SPARC y CLCA2 en el tumor sugiere que estos genes pueden
tener funciones opuestas o incompatibles en la sefializacion celular o en la respuesta al
microambiente. Mientras CLCA2 podria promover la adhesion y migracion de las células
tumorales, SPARC en el estroma podria estar preparando el entorno extracelular para
facilitar estas mismas funciones, pero desde una contexto diferente. Esta expresion dual
podria representar un crosstalk entre el tumor y su microambiente, donde las sefiales del

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

Desde una perspectiva evolutiva, esta interaccion podria estar favorecida en tumores de
mal prondéstico, donde la coordinacion entre SPARC en el estroma y CLCA2 en el tumor
facilitaria la progresion de la invasion. Nuevamente, se requiere el disefio de experimentos

que permitan abordar estas hipétesis (u otras posibles).
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Reflexion final y perspectivas futuras

El trabajo de laboratorio fue, sin dudas, un desafio que requirié 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 biol6gica 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

pequefia-enorme porcién de universo).

Trabajar con las muestras de pacientes no sélo 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 vy, sobre
todo, CLCA2, gen con el que me he logrado encarifiar. Este gen, que ha sido un
protagonista central en esta investigacién, aun tiene mucho que revelarnos. Como diria
Piaget, bidlogo y epistemdlogo, la forma de conocer la realidad es asintética. Esto, en mi
humilde opinién, se evidencia constantemente en la ciencia, donde cada observacion - 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 mas profundo. Espero contar con la oportunidad

de seguir conociendo a este gen por algunos capitulos mas de la vida.
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