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Resumen

Introduccion: El cancer de mama continla siendo un problema de salud mundial y la
quimiorresistencia contribuye en el numero de muertes que se presentan. La quimiorresistencia se ha
relacionado con los receptores purinérgicos de la familia P2X. El receptor P2X7, P2X1 y P2X4
contribuyen en el proceso inflamatorio y la respuesta inmune al unirse al ATP. Las isoformas del
receptor P2X7 (A y B) aumentan la sensibilidad al ATP, la formacién de un poro y la actividad
apoptotica. Objetivo: Determinar la expresion de estos receptores y las isoformas del P2X7 (Ay B) a
nivel de RNAm en células mononucleares de sangre periférica de pacientes con cancer de mama que
presenten o no quimiorresistencia. Metodologia: Se aislaron células mononucleares de sangre
venosa periférica de pacientes con cancer de mama del &rea de oncologia del Hospital Central “Dr.
Ignacio Morones Prieto” antes de la quimioterapia (ciclo 1) y al término de la misma, seis meses
después (ciclo seis). La quimioterapia fue neoadyuvante (quimioterapia administrada previo a la
cirugia) y se eligi6 a las pacientes que estaban bajo el esquema de tratamiento FAC (5-Fluoruracilo,
Adriamicina y Ciclofosfamida). Se realizo la extraccion de RNA, se sintetizo del cDNA y finalmente la
qPCR. Resultados: Se detectd una disminucién de la expresion relativa de los receptores P2X7B,
P2X1y P2X4 en las pacientes con cancer de mama comparada a la de los sujetos control (mujeres
aparentemente sanas). Al agrupar a las pacientes en sensibles y quimiorresistentes y en los tiempos
de quimioterapia 1 (Q1) y quimioterapia 6 (Q6) y compararlas con el grupo control, se encontré una
disminucion significativa de P2X7B en el grupo de pacientes resistentes en la Q6, para el caso de
P2X4 la disminucion significativa se observé en el grupo de pacientes sensibles en la Q6; y en ambos
grupos de pacientes quimiorresistentes; enla Q1y Q6. Las pacientes, de acuerdo a su IMC, mostraron
niveles disminuidos de P2X7B en los grupos de normopeso (N) y sobrepeso (SP) y para P2X4 se
observé una disminucion en los tres grupos de pacientes normopeso, sobrepeso y obesidad. Los
niveles de receptores estudiados no se modificaron por la presencia de algun subtipo molecular o por
DM2. Conclusiones: La evaluacion de receptores purinérgicos de la familia P2X relacionados por el
efecto sobre células inmunes podria ser considerado un biomarcador de la adecuada respuesta a la

quimioterapia o en su defecto a la resistencia a los farmacos bajo el esquema FAC.



Introduccion

El cancer de mama es el mas comun entre las mujeres y representa 16% de los tumores malignos
diagnosticados, particularmente en América se reportan mas de 462,000 mujeres y casi 100,000
mueren a causa de esta enfermedad. Para el afio 2030, se prevé que el nimero de mujeres
diagnosticadas con este tipo de cancer aumente en un 34%.(1:2 En México las tasas de mortalidad por
tumor maligno de mama han tenido una tendencia al alza y en este ultimo afio se ubicé con 16
defunciones por cada 100 000 mujeres de igual o mayor a 20 afios de edad. Por lo anterior, el cancer
de mama es uno de los principales problemas de salud publica, ya que puede afectar a la poblacidn

femenina en edad productiva (20 a 59 afios), que representa el 27% de la poblacion total del pais.(34)

Una de las principales estrategias terapéuticas en el cancer de mama es la quimioterapia. Sin
embargo, algunas pacientes presentan quimiorresistencia; este es un fenémeno multifactorial, en el
que estan involucrados varios mecanismos que incluyen incremento en la reparacion del ADN,
tolerancia al estrés o mecanismos de evasion de la apoptosis.® Actualmente se ha establecido la
relacion entre la sefializacion purinérgica y el cancer, donde el ATP y la adenosina actian como
moléculas de sefializacién extracelular, generando proliferacion y supervivencia de las células
tumorales.® EI ATP es un componente bioquimico abundante en el microambiente de las células
cancerosas y mediante la unidn a sus receptores promueve el crecimiento y representa la fuente

principal del inmunosupresor adenosina.(”)

A nivel extracelular las moléculas de ATP y adenosina activan receptores especificos entre ellos, el
subgrupo de receptores P1 que reconocen como ligando a adenosina, € incluyen 4 receptores
acoplados a proteinas G (A1, A2A, A2B y A3).1® Por su parte el ATP se une a receptores de la familia
P2, los cuales se subdividen en receptores inotropicos P2X, que constan de 7 miembros (P2X1-7) y
los receptores metabotropicos P2Y; de los cuales se han descrito 8 receptores
(P2Y1,2,4,6,11,12,13,14). El receptor purinérgico P2X7 es el mas ampliamente estudiado, y junto con

P2X1'y P2X4 participan en la activacion de los linfocitos para eliminar células cancerosas.®

El receptor P2X4 es uno de los mas sensibles al ATP, activandose con concentraciones de 3-10 pM;
la union del ATP permite la apertura del canal idnico. Este receptor se expresa ampliamente en
neuronas centrales y periféricas, en la microglia y células inmunes, entre otros tipos celulares.('9 Por
otro lado, P2X1 se expresa en plaquetas y neutréfilos, regulando la quimiotaxis y su estado de

activacion.(1)



En lo que respecta a P2X7, se han identificado 9 isoformas del receptor (P2X7A-J), siendo P2X7A la
forma de tamafio completo, es decir el receptor P2X7 con todos los aa, y bien caracterizada del
receptor.(2) Esta isoforma es la mas grande con una longitud de 595 aa donde del aa 113/125
corresponden al extremo C-terminal, al cual se le ha asociado que tras la prolongada estimulacion con
ATP da lugar a la formacion de un “macroporo” de un diametro de 8.5 A que aumenta la permeabilidad
celular y que favorece la apoptosis. Por otro lado, la isoforma B, carece de este extremo C-terminal
por lo que es incapaz de formar este poro en la membrana, sin embargo, conserva sus funciones de
canal idnico y ademas modula las funciones del receptor P2X7A en el control del crecimiento celular.
Ambas isoformas pueden formar heterotrimeros y asi potenciar sus funciones. También se ha
identificado que P2X7B se expresa mas que P2X7A en algunos tipos celulares y que desempefia un
rol mas positivo en el organismo, por lo que los efectos que desencadenaran en las células que los

expresan dependeran de los niveles de expresion de cada receptor.(13)

En la actualidad se ha demostrado que ambas isoformas comparten una actividad promotora de
tumores, que acelera el crecimiento de las células cancerosas y se asocia con un pobre pronostico en
distintos tipos de cancer.(%) Otro punto importante, por lo que es relevante el estudio de la expresion
de estos receptores es que a raiz del tratamiento quimioterapéutico, se ha reportado que algunos
farmacos ademas de tener efectos directos sobre las células cancerosas también muestran efectos
sobre las células del sistema inmune. Las células cancerosas al ser dafiadas liberan a circulacion y al
microambiente tumoral patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs), en los que se encuentra el
ATP, el cual puede ser reconocido por los receptores purinérgicos, y contribuir a la activacion de los

linfocitos y eliminacion de las células tumorales. (15

Con base a lo anterior, es necesario estudiar la participacion de estos receptores en cancer de mama
y su relacion con la quimiorresistencia con el fin de evaluar estrategias terapéuticas alternas. Por lo
que el objetivo de este trabajo fue determinar los perfiles de expresion los receptores P2X: P2XT7A,
P2X7B, P2X1 y P2X4 a nivel de mRNA en células mononucleares de pacientes con cancer de mama

que presentaron o0 no quimiorresistencia.



Materiales y métodos
Tipo de estudio.

El disefio del estudio fue transversal, descriptivo y comparativo y el tipo de investigacion es cuantitativa
y observacional. El presente proyecto se llevd a cabo en el Hospital Central “Dr. Ignacio Morones
Prieto” de San Luis Potosi y en el Laboratorio de Medicina Molecular y Traslacional del Centro de
Investigacion en Ciencias de la Salud y Biomedicina (CICSaB) de la Universidad Autbnoma de San
Luis Potosi (UASLP).

Pacientes.

El presente proyecto fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones
Prieto” con numero 14-17. El muestreo fue no probabilistico por conveniencia, es decir de acuerdo a
las caracteristicas que las pacientes tenian y que las hacian idéneas para el estudio. Se seleccion6 a
pacientes con diagnostico de cancer de mama del servicio de Oncologia, con una respuesta adecuada
0 no a la quimioterapia, y bajo el esquema FAC (5-Fluoruracilo, Adriamicina y Ciclofosfamida) que
firmaran su consentimiento informado. Se obtuvo una muestra de sangre venosa periférica antes de
iniciar el tratamiento con quimioterapia (Q1) y al ciclo nimero 6 (Q6); el periodo de recoleccion de
muestras fue de 2017-2018, y las muestras se almacenaron a -80°C con RNA later (Thermo Fisher
Scientific) hasta su procesamiento. Se trabajé con un total de 19 pacientes, de las cuales 10 fueron
clasificadas como quimiorresistentes y 9 como sensibles, obteniendo en total 33 muestras; 18 de la
Q1y 14 de la Q6. Debido a que es una poblacién de dificil acceso y que por motivos de la enfermedad
algunas pacientes no logran terminar su tratamiento, no se logré tener ambas muestras de todas las

pacientes, por lo que al momento del analisis estadistico se opt6 por pruebas no pareadas.

La clasificacion de las pacientes en las categorias de sensibles o resistentes se realizé por el médico
oncologo, con base en lo establecido por lineamientos y guias aprobadas por la Secretaria de Salud.
De manera breve, la evaluacion de la respuesta se realiza después de cada ciclo de quimioterapia
neoadyuvante, y posterior a la administracion de tres a cuatro ciclos, se recomienda evaluar la
respuesta clinica y radioldgica al tratamiento mediante mastografia y/o ultrasonido. Con base en los
resultados, si existe respuesta objetiva se continuara el tratamiento neoadyuvante hasta completarlo,
si no hay respuesta o se observan datos de progresion, se sugiere considerar cambio de esquema de

quimioterapia por dos a cuatro ciclos mas.



Ademas, se recolectaron muestras de 6 donadoras sanas que no refirieran ninguna enfermedad
cronica o aguda que pudiera interferir con la expresion de los receptores purinérgicos, de igual forma

que no presentaran sobrepeso u obesidad, para su comparacion con el grupo de estudio.
Separacion de células mononucleares de sangre venosa periférica (PBMC).

Se trabajo con células mononucleares (PBMC) aisladas de sangre venosa periférica mediante el
método de gradiente de densidad por Ficoll Histopaque (Sigma Aldrich). De manera breve, primero se
diluyo la sangre con Buffer Salino de Fosfatos (PBS) en una relacion 1:1, y se transfirio lentamente a
un tubo con Ficoll, para posteriormente centrifugar a 2500 rpm (500xg) por 20 minutos a 25°C.
Después, se recuperd el anillo de las PBMC y se realizd un lavado con PBS, para finalmente cuantificar

las células en la cdmara de Neubauer y evaluar la viabilidad celular por el método de Azul de Tripano.
RT-qPCR.

Se realizé la extraccion de RNA total por el método de TRIZOL (Ambion). La sintesis de cDNA se
realizé utilizando el High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit with RNase inhibitor (Applied
Biosystems). Para la qPCR se utilizé el termociclador CFX96 (Bio-Rad), Maxima SYBR Green/ROX
qPCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific) y los primers especificos para los receptores purinérgicos
(P2X1, P2X4, P2XTA y P2X7B), también se utilizd B-Actina como control endégeno (T4 Oligo). Con

base en la amplificacion de estos, se calculd la expresion relativa mediante el método 2-ACa,
Analisis estadistico.

Se aplicé pruebas de normalidad como Shapiro Wilk, para corroborar la distribucion de los datos. Para
datos no paramétricos se utilizaron las pruebas de U de Mann-Whitney para comparar las diferencias
de dos grupos y Kruskall Wallis para comparar la diferencia de mas de dos grupos. Para datos
paramétricos se utilizé una T de Student no pareada para comparar dos grupos y ANOVA de una via
para la comparacion de mas de dos grupos. Se trabajé con un nivel de significancia con un valor de p
< 0.05 y con un intervalo de confianza del 95%. Los datos se analizaron en el programa estadistico
GraphPad Prism versién 8.0.
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Resultados
Caracteristicas antropométricas y clinicas de la poblacion de estudio.

Para el presente estudio se trabajé con un total de 19 pacientes diagnosticadas con cancer de mama;
10 pacientes fueron clasificadas como resistentes y 9 como sensibles a la quimioterapia segun se
describié en material y métodos. El promedio de edad de las participantes fue de 47.9 £9.0, con un
peso corporal promedio de 71.0 +21.6 kg y 1.54 0.07 m de talla. De acuerdo al indice de Masa
Corporal (IMC) se clasific a las pacientes en: normopeso (18.5-24.9), sobrepeso (25-29.9) y obesidad
(>30), el IMC promedio fue de 29.6 +6.7 kg/m2; 7 participantes presentaban obesidad, 6 con
sobrepeso y 6 con normopeso. Por otro lado, la mayoria de las pacientes, es decir 11, se encontraban
en un estado premenopausico y 7 con diagnostico de Diabetes Mellitus tipo 2 y 5 pacientes con
hipertension arterial. Tres pacientes refirieron antecedentes heredofamiliares de cancer, 13 lo negaron
y 3 lo desconocian. De las caracteristicas clinicas de cancer de mama se registré que la mayoria de
las pacientes presentaban el subtipo molecular luminal B (n=6) y una minoria los subtipos triple
negativo y luminal A (n= 4); en cuanto al subtipo histologico el mas abundante fue el ductal (n=13) y
el menor el lobulillar (n=1). El receptor que se encontrd positivo en la mayoria de las mujeres fue
HER2+ (n=11) y el que menor se presento fue el receptor de progesterona (n=7). En relacion con el
tamafio de tumor, la mayoria de las pacientes se encontro en la clasificacién T3 (n=9) y la minoria en
T2 (n=2).

Respecto al grupo control, este estuvo conformado por 6 mujeres aparentemente sanas, cuyo
promedio de edad fue 28.6+5.3, 57.6+7.6 kg de peso corporal y 1.61+0.08 m de talla. En cuanto a su

IMC, todas se encontraron dentro de la categoria de normopeso, con un IMC promedio de 22.12+1.32.

Expresion de receptores purinérgicos a nivel de mRNA en sujetos control y pacientes con

cancer de mama.

La expresion de los receptores purinérgicos en distintos tipos de cancer, se ha asociado con la
proliferacién y desarrollo de tumores y resistencia a los farmacos utilizados en la quimioterapia. En
particular P2X7 es de los méas estudiados, sin embargo, aun hay muy pocos estudios que evaluaen la
participacion de las distintas isoformas del receptor P2X7 y méas aln en cancer de mama. Por lo que
en este trabajo se evallo la expresion de receptores purinérgicos a nivel de RNAm en las pacientes

diagnosticadas con cancer de mama comparadas con la expresion en los sujetos control. En la Figura
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1 se muestran una disminucion en los niveles de la expresion relativa de P2X7B (Fig. 1B), P2X1 (Fig
1C) y P2X4 (Fig. 1D) comparada a la de los sujetos control (p=0.0193, p=0.0394 y p=0.0016
respectivamente). En contraste, los niveles de P2X7A (Fig 1A) entre el contro y las pacientes con
cancer de mama fueron similares, aunque se observa una expresion ligeramente menor en el grupo
de pacientes con cancer de mama. Por otro lado, se destaca que en los 4 receptores estudiados las
pacientes con cancer de mama presentan una gran heterogeneidad en los niveles de expresion, y en

algunas ocasiones los niveles son mas bajos a los obtenidos en el grupo control.

Expresion de receptores purinérgicos a nivel de mRNA en sujetos control y en pacientes con

cancer de mama sensibles y resistentes, en la quimioterapia 1y 6.

Enseguida, se clasificé a las pacientes de acuerdo a su respuesta a la terapia neoadyuvante; sensibles
y quimiorresistentes. Después se compard la expresion de los receptores purinérgicos de las pacientes
sensibles o quimiorresistentes tanto en la Q1 como en la Q6. Sin embargo, no se encontro diferencias
significativas entre la expresion relativa de P2X7A, P2X7B, P2X1 y P2X4 (datos no mostrados) en los
dos tiempos de quimioterapia, a pesar de ser evidente que los niveles de expresion de dichos

receptores tiende a disminuir en la Q6.

Sin embargo, cuando se compard con el grupo control, la expresion relativa de los receptores
purinérgicos en las pacientes sensibles y resistentes en la Q1 y Q6 vs el grupo de sujetos control, se
observé una disminucidn significativa de P2X7B en el grupo de pacientes resistentes en la Q6 vs el
grupo control (Fig. 2B, p=0.0141). Para el receptor P2X4 se observo niveles menores en el grupo de
las pacientes sensibles en la Q6 (Fig. 2D, p=0.0111), también se observo valores disminuidos de P2X4
respecto a los dos grupos de pacientes resistentes, tanto en la Q1 y Q6 (Fig. 2D, p=0.0023 y Q6
p=0.0087, respectivamente) al compararse con el grupo control. Para P2X7A (Fig. 2A) y P2X1 (Fig.
2C) no se observaron diferencias significativas entre los distintos grupos de pacientes y los controles,

sin embargo, se observa una tendencia a disminuir en las pacientes resistentes.

Expresion de receptores purinérgicos en sujetos control y en pacientes con cancer de mama

con un peso normal, sobrepeso y obesidad.

Debido a que el sobrepeso y la obesidad se consideran estados crénicos inflamatorios de baja
intensidad, y que los receptores purinérgicos responden a ATP, un DAMP que se libera en estados de

estrés e inflamacion, se evalud si la expresion de dichos receptores pudiera verse afectada en un
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escenario inflamatorio como lo es tanto el cancer de mama como el sobrepeso y la obesidad. En la
Figura 3 se clasificd a las pacientes con cancer de mama de acuerdo a su IMC en tres categorias:
normopeso (N), sobrepeso (SP) y obesidad (OB) y se compar6 con el grupo control. En cuanto a la
expresion de P2X7A (Fig. 3A) y P2X1 (Fig. 3C) no se observaron cambios significativos, sin embargo,
comparado con el grupo control hay una tendencia a disminuir la expresion de estos receptores en las
pacientes con cancer de mama independientemente de su IMC. En P2X7B (Fig. 3B) se observo una
disminucion significativa en los grupos de normopeso y sobrepeso (p=0.0447 y p= 0.0483,
respectivamente). El grupo con obesidad (OB) no se observaron diferencias significativas y tendi6 a
mostrar una expresion mayor que los otros dos grupos normopeso (N) y sobrepeso (SP). Finalmente,
la expresion relativa de P2X4 (Fig. 3D) se encontr6 disminuida en los tres grupos de pacientes (N; p=
0.012, SP; p=0.0301 y OB; p=0.0148), lo que resulta interesante ya que este receptor es el que se

expresa en linfocitos y es muy importante para la activacién de dichas células.

Expresion de receptores purinérgicos en pacientes con cancer de mama sensibles y

resistentes de acuerdo al subtipo molecular.

Se ha relacionado al subtipo molecular del cancer de mama con la agresividad del mismo y la
respuesta al tratamiento, por esta razén se analizaron los datos de las pacientes de acuerdo al subtipo
Luminal A, Luminal B, HER2+ o Triple negativo en sensibles o resistentes a la quimioterapia. Los
resultados obtenidos del andlisis muestran una gran variabilidad en cuanto a la expresion relativa de
P2XTA, P2X7B, P2X1'y P2X4 (Fig. 4A-4D) y por el numero reducido de muestras analizadas no se
observé diferencias significativas. Sin embargo, nuevamente se resalta que en el caso de las pacientes
resistentes presentaran una tendencia a disminuir la expresién de los 4 receptores purinérgicos

estudiados.

Expresion de receptores purinérgicos a nivel de mRNA en pacientes con cancer de mama y

diabetes mellitus tipo 2.

Dada la estrecha relacion entre la obesidad y la DM2, y por ende con los procesos inflamatorios, se
procedié a agrupar a las participantes que ademas de tener cancer de mama presentaran diagnéstico
de DM2 y comparar la expresion de los receptores con aquellas que solo contaran con diagndstico de
cancer de mama. Como se puede observar en la Figura 5 (Fig. 5A-5D), los 4 receptores no mostraron
cambios significativos entres los dos grupos de estudio, los niveles de expresidn relativa son muy

parecidos entre si.
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Expresion de receptores purinérgicos a nivel de mRNA en pacientes con cancer de mama de

acuerdo al tamaiio del tumor.

Se agruparén las participantes de acuerdo a la clasificacion del tamafio de tumor, para verificar si esta
condicién pudiera influir en la expresion relativa de los receptores purinérgicos en PBMC. Sin embargo,
no se observo diferencias entre los distintos grupos de pacientes para la expresion de P2X7A (Fig.
6A), P2X7B (Fig. 6B), P2X1 (Fig. 6C) y P2X4 (Fig. 6D). No obstante, aquellos pacientes en el grupo
T3 es el que presenta una expresion mas elevada de los 4 receptores, seguido por el grupo T4 y

finalmente el grupo T2.
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Discusion

Los linfocitos Ty otras células del sistema inmune desarrollan mecanismos efectores que ayudan en
el control de la proliferacion de las células cancerosas evitando asi, la formacion de tumores sélidos.
(16) Las estrategias terapéuticas empleadas en oncologia, van encaminadas a eliminar no solamente

a las células cancerosas, sino también en generar una adecuada respuesta inmune en contra de las

células malignas.('

Por lo anterior, en el presente trabajo se investigd el rol de los receptores purinérgicos cuya funcion
se ha descrito en la activacion de los linfocitos T. Es importante resaltar que hasta el momento los
resultados del presente estudio son los primeros que se centran en los cambios en la expresion de los
receptores purinérgicos a nivel de mRNA relacionados a la quimiorresistencia en cancer de mama. Se
encontro la expresion relativa de P2X7B, P2X1 y P2X4 disminuida en las pacientes con cancer de
mama respecto al grupo control. Ademas, se hizo el analisis de los datos en grupos de pacientes
sensibles o quimiorresistentes en los tiempos de Q1 y Q6. Es asi que se pudo detectar una disminucién
significativa de P2X7B en el grupo de quimiorresistentes en la Q6 comparado con el grupo control.
Resulta interesante correlacionar los resultados de este trabajo con datos previamente obtenidos por
nuestro grupo de investigacion, donde se reportd un aumento significativo de P2X7 en los linfocitos T
CD8+ de pacientes con cancer de mama sensibles a la quimioterapia y como en el grupo de
quimiorresistentes no se observd cambios.(® La diferencia podria atribuirse a la presencia de las
isoformas de P2X7; P2X7A y P2X7B y cuya expresion es mayor en células sanguineas con funciones
diferentes (12-13), Nuestro trabajo encontr6 diferencias en la expresion de estas isoformas a nivel de
RNAm aunque es importante remarcar que es necesaria la evaluaciéon a nivel de proteina y en

subpoblacién de linfocitos T CD8+, T CD4+ y monocitos.

Se ha descrito la participacion de las isoformas de P2X7 en pacientes con leucemia mieloide aguda,
con niveles altos de P2X7B en los resistentes a la quimioterapia y propensos a la recaida, mientras
que aquellos que expresan niveles mas altos de la isoforma A presentaron una mejor respuesta a
antraciclinas como danorrubicina.(") La danorrubicina induce la liberacién de ATP en el microambiente
tumoral, por el dafio a las células malignas,('® por lo que la concentracion de ATP en el
micromedioambiente tumoral puede tener implicaciones distintas en las células cancerosas o en las
células inmunes. Un mecanismo propuesto para la isoforma A de P2X7 es facilitar la entrada de los

farmacos por la apertura del macroporo en la membrana y en contraste la isoforma P2X7B al carecer
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de esta funcidn protege a las células cancerosas evitando la entrada de danorrubicina. En lo que
respecta a nuestros resultados y en otro escenario distinto, no se encontrd cambios significativos en
la expresion de P2X7A, sin embargo, los pacientes sensibles tienden a presentar niveles mas altos de
este receptor los cuales disminuyen en la Q6, y como los pacientes quimiorresistentes tienen niveles
mas bajos de la isoforma A con la administracién de la quimioterapia. La isoforma P2X7B mostré un
comportamiento similar a la isoforma A; tendencia a disminuir su expresion en los grupos de pacientes
con cancer de mama en los quimiorresistentes en la Q6. Estos resultados muestran la expresion de
los receptores purinergicos en células mononucleares de sangre venosa periférica, por lo que estan
acordes a su participacion en los linfocitos T en el escenario de cancer de mama, donde estos patrones
de expresion modificarian su funcién antitumoral. La isoforma P2X7A mostraria un efecto negativo ya
que posterior a la activacién con ATP por un periodo corto de tiempo (2s), actua como un canal idnico
no selectivo que facilita el flujo de iones Na*, Ca2* y K*; mientras que su estimulacién prolongada (4s)
genera la formacién de un macroporo en la membrana permeable a moléculas mayores a 900 Da,(@0)
conduciendo a procesos apoptéticos en los linfocitos. En el caso de P2X7B, al solo poseer la funcién
de canal iénico, tendria como resultado una potenciacidn en la activacion de los linfocitos asi como su
proliferacion, favoreciendo su accién antitumoral al trasladarse de circulacion al microambiente

tumoral; por lo que es coherente su disminucion en las pacientes quimiorresistentes.

Otro hallazgo interesante es en los receptores P2X4 y P2X1 tanto en las pacientes sensibles como en
las quimiorresistentes. Estos resultados serian relevantes debido a que ambos receptores también
son importantes en la activacion de los linfocitos con la liberacion de ATP por parte de los canales
panexina-1 en la sinapsis inmunologica. P2X4 y P2X1 presentan una funcién de canal ionico y
permiten el influjo de Ca2*lo que genera la activacion del factor de transcripcion NFAT. (2" Por lo tanto,
la disminucién en la expresion de ambos receptores podria afectar a los linfocitos T por la
administracion de los medicamentos utilizados en la quimioterapia y esto a su vez modificar la
respuesta de las pacientes a este tratamiento. La infiltracién de células inmunes al microambiente
tumoral es un evento benéfico por la actividad antitumoral, incluso la cantidad de este infiltrado inmune
sirve como factor prondstico y puede ser un indicador del éxito de las estrategias terapéuticas, asi

como de la posible recurrencia o remision de la enfermedad. (@)

Por otro lado, el sobrepeso y la obesidad, son eventos inflamatorios cronicos de baja intensidad por lo
que son un factor de riesgo importante para el desarrollo de distintos tipos de malignidades incluyendo

el cancer de mama; lo que en conjunto proporciona un escenario inflamatorio, que contribuye a la
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inestabilidad genomica, modificaciones epigenéticas, proliferacién y diseminacion de las células
cancerosas.(?3) En nuestra poblacién de pacientes con cancer de mama al observar que la mayoria de
ellas presentaba sobrepeso y obesidad (68.3%) se realiz6 el analisis en aquellas pacientes con un
IMC mayor a 25 y los niveles de los receptores purinérgicos. Datos obtenidos por nuestro grupo de
trabajo, muestran como la expresion a nivel de proteina de P2X1 disminuye en linfocitos T CD4+ de
sujetos con un IMC <25,(24) |o cual concuerda con lo que se encontr6 en el presente trabajo a nivel de
RNAm en PBMC. Sin embargo, para P2X4 en ese mismo estudio se reportaron niveles mas altos en
los sujetos con un IMC <25 y menor en aquellos con un peso normal, contrario a lo que se encontrd
en el presente trabajo. Esto puede deberse a que en las pacientes con cancer de mama se presentan
multiples disfunciones en el organismo y expuestas a la quimioterapia que podria modificar el proceso
inflamatorio causado por el sobrepeso u obesidad. Ademas, la quimioterapia podria alterar también la
expresion de los receptores purinérgicos, sin embargo, esto es algo que aun se desconoce, ya que en
la actualidad no hay estudios que evallen el posible efecto que los farmacos tendrian sobre la funciéon

y expresion de estos receptores en PBMC.

El cancer de mama se puede clasificar por la presencia o ausencia de receptores como el de
estrégenos (ER), progesterona (PR), receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
(HER2/neu), asi como el marcador de proliferacion celular Ki67. Lo anterior, permite la eleccién del
tratamiento a emplear, asi como prever una respuesta favorable o desfavorable a la quimioterapia.(2®
El subtipo molecular del tumor de mama puede ser indicio de la respuesta que presentara la paciente
a la quimioterapia, siendo el triple negativo el de peor pronéstico y el Luminal A esta asociado a un
mejor pronostico.(28) Al momento de comparar la expresion de los receptores de acuerdo al subtipo
molecular de las pacientes, se observé una gran variabilidad en la expresion de los mismos, sin llegar
a observarse diferencias significativas. Resultados previos de nuestro laboratorio muestran para que
el P2X7 a nivel de proteina no presenta una asociacion con los subtipos Triple negativo, HER2+ y
Luminal B,(8) por lo que aln es desconocido si estos receptores pueden influir en la respuesta al
tratamiento en cancer de mama dependiendo del subtipo molecular del tumor. Sin embargo, en
nuestros resultados pareciera que las pacientes quimiorresistentes presentan niveles mas bajos de
P2XT7A, P2X7B, P2X1 y P2X4 por lo que sera relevante incluir un numero mayor de pacientes para
demostrar la posible asociacion entre el subtipo molecular con los niveles de los receptores

purinérgicos.
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La Diabetes Mellitus tipo 2 es una de las enfermedades cronico degenerativas mas comunes en la
poblacién mexicana, y al igual que el sobrepeso y la obesidad tiene un componente inflamatorio muy
importante, ademas de que la coexistencia de DM2 y cancer de mama puede alterar los regimenes
de tratamiento y la toxicidad de la quimioterapia, lo que afecta negativamente el pronéstico de las
pacientes.?”) Se evalud la expresion de los receptores purinérgicos en las pacientes que ademas de
cancer de mama tenian diagnostico de DM2, los resultados mostraron niveles de expresion muy
parecidos en ambos grupos, lo que tiene relacion con datos obtenidos previamente por nuestro grupo
de trabajo, en donde se observé que la expresion de P2X7 a nivel de proteina en pacientes con cancer
de mama y DM2 no presentan una alteracion en su expresion.(1®) Para P2X7B, P2X1 y P2X4 seria
interesante investigar su expresion a nivel de proteina en los linfocitos T CD8+ y CD4+ y corroborar si
se observan cambios que permitieran dilucidar el posible papel de estos receptores en cancer de

mama.

Otro dato importante a tomar en cuenta y que es un factor prondstico para las pacientes con cancer
de mama, es el tamafo del tumor, ya que puede ser de ayuda para la eleccion del tratamiento, indicio
del riesgo de metastasis e incluso de la proliferacion de las células malignas. (28 Por esto se analizo la
expresion de P2X7A, P2X7B, P2X1 y P2X4 de acuerdo al tamafio del tumor de las pacientes,
obteniendo cambios no significativos. Sin embargo, resulta interesante observar como en el caso
donde el tumor media mas de 5 cm (T3) los niveles de expresion de los 4 receptores parecia ser
mayor, el mecanismo y la posible implicacion de estos resultados aun no esta descrito y el cual podria
ser explorado en estudios futuros. En lo que respecta a P2X7, anteriormente nuestro equipo de trabajo
reporto un aumento en los niveles de este receptor en linfocitos T CD8+ provenientes de pacientes
con un tamafio de tumor inicial menor o igual a 5 cm,("8) como se menciond anteriormente en el
presente estudio los niveles mas altos tanto de P2X7A como de P2X7B se encontraron en las
pacientes que pertenecian a la categoria T3, estas diferencias pueden deberse a que en algunas
ocasiones la expresion a nivel de RNAm y proteina de una molécula no siempre es la misma y los

contextos pueden tener implicaciones distintas.

Los resultados del presente estudio nos permitieron generar informacion de la posible participacion de
los receptores purinérgicos en la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas para el cancer de
mama. Sin embargo, se debera generar nuevas estrategias para evaluar la expresion y funcién de

estos receptores y su posible modulacién o regulacion en las distintas subpoblaciones de linfocitos.
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Conclusiones

En el presente estudio, se analizé la participacion de las isoformas P2X7A y P2X7B y los receptores
P2X1y P2X4 en cancer de mama como posibles biomarcadores e indicadores de la respuesta a los
farmacos utilizados en la quimioterapia en el esquema FAC. Estos receptores pueden proporcionar
informacién importante en el contexto de la sensibilidad o quimiorresistencia que las pacientes
presentan frente a la quimioterapia, ya que en la mayoria de las pacientes quimiorresistentes
presentaban niveles de expresion aun mas bajos de P2X7A, P2X7B, P2X1 y P2X4 respecto a las
pacientes sensibles. Ademas, se pudo evidenciar como los desérdenes metabolicos e inflamatorios,
como lo son el sobrepeso y la obesidad pueden influir también en los patrones de expresion de estos

receptores, lo cual a su vez tener un impacto en la respuesta al tratamiento de quimioterapia.
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Pie de figuras

Figura 1. Expresion de receptores purinérgicos a nivel de mRNA en sujetos control y pacientes

con cancer de mama.

ElI RNAm de los receptores purinérgicos se midio6 mediante gPCR y mediante el método de 2-dCa, A)
expresion relativa de P2X7A, B) P2X7B, C) P2X1 y D) P2X4 en las pacientes con cancer de mama
comparados con la expresion en los sujetos control. Los datos son presentados como promedio £DS,
se realiz una T de Student no pareada y se considerd una p<0.05 como significativa. *p<0.05,
**p<0.01, *** p<0.001. CAMA= cancer de mama.

Figura 2. Expresion de receptores purinérgicos a nivel de mRNA en sujetos control y en

pacientes con cancer de mama sensibles y resistentes, en la quimioterapia 1y 6.

Se representa la A) expresion relativa de P2X7A, B) P2X7B, C) P2X1y D) P2X4 en las pacientes con
cancer de mama que eran sensibles y resistentes al tratamiento, medidos en la quimioterapia 1 (Q1)
y la quimioterapia 6 (Q6) comparados con la expresién en los sujetos control. Los datos son
presentados como promedio DS, se realizé una ANOVA de una via para P2X7A, P2X7B y P2X4. Los
datos son presentados como mediana mas rango intercuartilico, se realiz6 un Test de Kruskall Wallis

en el caso de P2X1. Se consider6 una p<0.05 como significativa. **p<0.01

Figura 3. Expresion de receptores purinérgicos en sujetos control y en pacientes con cancer

de mama con un peso normal, sobrepeso y obesidad.

Se analiz6 el RNAm de los receptores purinérgicos mediante el método de 2-4Ca. A) expresion relativa
de P2X7A, B) P2X7B, C) P2X1y D) P2X4 en las pacientes con cancer de mama agrupadas de acuerdo
a su indice de masa corporal y comparadas con la expresion en los sujetos control. Los datos son
presentados como promedio DS, se realizé una ANOVA de una via. Se considerd una p<0.05 como

significativa. *p<0.05, **p<0.01. N= normopeso, SP= sobrepeso y OB= obesidad.

Figura 4. Expresion de receptores purinérgicos en pacientes con cancer de mama sensibles y

resistentes de acuerdo al subtipo molecular.

Se representan los niveles de RNAm de los receptores purinérgicos y mediante analisis por el método
de 2-9Ca. A) expresion relativa de P2X7A, B) P2X7B, C) P2X1y D) P2X4 en las pacientes con cancer
de mama agrupadas de acuerdo a la clasificacién molecular. Los datos son presentados como
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mediana mas rango intercuartilico, se realizd un Test de Kruskall Wallis. Se consideré una p<0.05

como significativa. S= sensibles, R= resistentes.

Figura 5. Expresion de receptores purinérgicos a nivel de mRNA en pacientes con cancer de

mama y diabetes mellitus tipo 2.

Se presenta el RNAm de los receptores purinérgicos utilizando los primers especificos para cada
receptor. A) expresion relativa de P2X7A, B) P2X7B, C) P2X1y D) P2X4 en las pacientes con cancer
de mama comparados con la expresion en las pacientes que ademas estaban diagnosticadas con
Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2). Los datos son presentados como promedio £DS, se realizé una T de
Student no pareada y se consider6 una p<0.05 como significativa. CAMA= cancer de mama. Cuadro

negro= Normopeso, Rojo= Sobrepeso, Azul= Obesidad.

Figura 6. Expresion de receptores purinérgicos a nivel de mRNA en pacientes con cancer de

mama de acuerdo al tamaio del tumor.

EI RNAm de los receptores purinérgicos se evaludé mediante gPCR y el método de 2-9Ca, A) expresion
relativa de P2X7A, B) P2X7B, C) P2X1y D) P2X4 en las pacientes con cancer de mama agrupadas
de acuerdo a la clasificacion del tamafio del tumor. Los datos son presentados como mediana mas
rango intercuartilico, se realizo un Test de Kruskall Wallis para P2X7A, P2X7B y P2X1. Los datos son
presentados como promedio DS, se realizé una ANOVA de una via en el caso de P2X4. Se consider6

una p<0.05 como significativa.

24



Tabla 1. Caracteristicas antropométricas y clinicas de las pacientes con cancer de mama.

Pacientes n 19 Controles n 6
Sensibles Resistentes
n=9 (47.4%) n=10 (52.6%)
Edad (afios) 47.95 +9.03 28.67+5.32
Peso (Kg) 71.04 £21.60 57.67+7.66
Talla (M) 1.54 £0.07 1.61£0.08
IMC (Kg/m?) 29.61 £6.73 22.12+1.32
Normopeso Sobrepeso Obesidad Normopeso
23.7 £0.63 27.8 £1.74 36.2 £6.72 N=6 (100%)
n=6 (31.5%) n=6 (31.5%) n=7 (36.8%)
Estado Premenopausico Postmenopausico
menopausico 11 (57.9%) 8 (42.10%)
Diabetes Mellitus 7 (36.8%)
2
Hipertension 5(26.3%)
arterial
Antecedente Si Negado Desconocido
familiar de cancer 3 (15.7%) 13 (68.4%) 3 (15.7%)
Subtipo molecular Luminal A Luminal B HER 2+ Triple negativo
4 (21%) 6 (31.57) 5(26.3%) 4 (21%)
Receptor Estrégeno Progesterona HER2
histolégico Positivo Positivo Positivo
10 (52.6%) 7 (36.9%) 11(57.9%)
Negativo Negativo Negativo
9 (47.4%) 12 (63.1%) 8 (42.1%)
Subtipo Ductal Lobulillar Otros
histoldgico 15 (83.3%) 1(5.5%) 2 (11.1%)
Estadio de I i Desconocido
diagnostico 3 (15.7%) 13 (68.4%) 3 (15.7%)
Tamafio del tumor T2 T3 T4
2 (10.5%) 9 (47.3%) 8 (42.1%)

Los datos se presentan como promedio + desviacién estandar y porcentaje. Kg= Kilogramos, M= Metros, IMC= indice de
Masa Corporal, Kg/M2= Kilogramos/metro cuadrado.
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Expresion Relativa [B-Act/P2X7A]
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