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PALABRAS CLAVE Resumen

Cancer de mama; Introduccion: PTP1B participa en la regulacion de diversas vias de sefalizacion y en patologias
PTP1B; Paclitaxel; de origen metabdlico y cancer. En los Ultimos afios, se ha demostrado que participa en la tumo-
Docetaxel; México. rogénesis del cancer de mama. Recientemente, nuestro grupo de investigacion demostré que

PTP1B regula la expresion de Her2 de manera independiente de la amplificacion génica. Sin
embargo, se desconoce como la expresion de PTP1B afecta la susceptibilidad a farmacos de
quimioterapia, en particular los taxanos, los cuales son ampliamente utilizados en el tratamien-
to del cancer de mama. Por esta razon, evaluamos el papel de la expresion de PTP1B en la res-
puesta al tratamiento con paclitaxel y docetaxel.

Material y métodos: Utilizamos cultivos primarios de cancer de mama con expresion positiva y
negativa para PTP1B. Se realizaron ensayos de citotoxicidad mediante la técnica de cristal vio-
leta.

Resultados: La expresion de PTP1B correlaciona con una mayor resistencia a paclitaxel, mien-
tras que el tratamiento con docetaxel indujo una mayor susceptibilidad.

Conclusiones: Nuestros resultados en su conjunto sugieren que la expresion de PTP1B tiene un
papel predictivo en la respuesta a taxanos en cultivos primarios de cancer de mama. Por lo
tanto, determinar la expresion de PTP1B en pacientes con cancer de mama puede ser crucial
para elegir el tratamiento.

* Autor para correspondencia: Vasco de Quiroga N° 15, Seccion XVI, Delegacion Tlalpan, C.P. 14000, México D.F., México. Teléfono: +52 (55)
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PTP1B predicts response to paclitaxel and docetaxel in breast cancer cells

Abstract

Introduction: PTP1B participates in the regulation of several signaling pathways and pathologies
of metabolic origin and cancer. In the last years, it has been shown that participates in the tu-
morogenesis of breast cancer. Recently, our investigation group that PTP1B up regulates Her2 in
an independent manner of her2 amplification. However, it is not understood how PTP1B affect
the effect of chemotherapy agents, such as taxanes. These drugs are widely used in breast can-
cer treatment. For this reason, we evaluated the effect of PTP1B in the response to paclitaxel
and docetaxel in breast cancer cells.

Material and methods: We used primary breast cancer cells with or without expression of
PTP1B. We performed citotoxicity assays by crystal violet.

Results: The expression of PTP1B correlated with resistance to paclitaxel, and sensitivity to
docetaxel.

Conclusions: Overall our data suggest that the expression of PTP1B has a predictive role in the
response to taxanes in breast cancer patients and might be crucial to choose taxane treatment.

1665-9201 © 2014 Gaceta Mexicana de Oncologia. Publicado por Masson Doyma México S.A. Todos los derechos

reservados.

Introduccion

El cancer constituye un problema de salud publica a nivel
mundial, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en 2008
estimo una incidencia de mas de 12 millones, y 7.5 millones
de muertes por esta causa. El cancer de mama es el mas
frecuente en mujeres con 22.9% de nuevos casos (13.8 mi-
llones), y también la primera causa de muerte por cancer en
poblacion femenina con 13.7% (458,000)". En 2009, el can-
cer de mama fue el mas frecuente en mujeres estadouni-
denses con 29% de los casos y el segundo con mayor
mortalidad (14%), superado solo por el cancer de pulmoén.
La tasa de incidencia de los 4 principales tipos de cancer se
encuentra en decremento, excepto para cancer de mama
que se muestra estable desde 2005%. En mujeres mexicanas
es el primer lugar en incidencia (21% de los casos) y morta-
lidad por cancer (10%)'.

El tamafno tumoral y la existencia de metastasis axilares
ganglionares son considerados los principales factores con
valor pronostico. El analisis de un extenso niUmero de casos
ha determinado que la sola presencia de ganglios axila-
res positivos disminuye la supervivencia global en 40% a 5
anos (de 94% hasta 54%). De acuerdo a la clasificacion histo-
patologica del cancer de mama el subtipo clinico mas agre-
sivo es el ductal infiltrante y se diferencia de otros menos
agresivos como el medular, mucinoso y papilar®. La expre-
sion de receptores de estrégeno y progesterona son marca-
dores con un valor predictivo y pronostico, en base a su
expresion resulta factible escoger terapias hormonales
como tratamientos Unicos o concomitantes®. Otro marcador
relevante, es la expresion del receptor Her2?, su determina-
cion permite seleccionar el 20% de los casos que se benefi-
cian de tratamiento con terapia blanco con trastuzumab,
lapatinib o pertuzumab®®. Existen otros marcadores pronos-
ticos, como p53 y la densidad microvascular tumoral; sin
embargo, su validacion y uso clinico han sido limitados por
costos, practicidad y poca reproducibilidad'®'.

Los farmacos antineoplasicos son diversos en su origen y
mecanismo de accion, desde los agentes alquilantes como la
ciclofosfamida y los derivados del platino, por otro lado los
antimetabolitos como 5-fluorouracilo, pemetrexed y gemci-
tabina, y los que tienen como blanco componentes del
citoesqueleto, como son los farmacos que actuan sobre mi-
crotibulos. Los microtubulos son proteinas que participan
en procesos biologicos como la proliferacion, la adhesion y
la motilidad celular, asi como transporte interno de organe-
los, vesiculas y proteinas, todo esto mediante eventos de
polimerizacion y despolimerizacion de las subunidades
de tubulina'™™, Existen farmacos que actGan sobre la dina-
mica de los microtibulos como colchicina, utilizada para
tratar pacientes con gota'. Otros farmacos que interfieren
con los microtUbulos son los alcaloides de la vinca, que se
han usado para el tratamiento de diversas neoplasias, en
particular cancer de mama. Su accion sobre los microtbu-
los es inhibir la polimerizacion de la tubulina, lo que les
confiere actividad antimitotica. Por otra parte, los taxanos
se unen a la tubulina polimerizada y la mantienen estabili-
zada, evitando la despolimerizacion de sus subunidades, pro-
vocando arresto celular en la fase G2/M™. En las Gltimas
décadas, los taxanos, en particular el paclitaxel, han sido
ampliamente utilizados en el tratamiento del cancer de
mama tanto localizado como avanzado, incrementando la su-
pervivencia global y supervivencia libre de recurrencia en
aproximadamente 5% de beneficio absoluto' . El mecanismo
de resistencia mejor identificado a los agentes que unen tu-
bulina es la expresion de la bomba de expulsion multidrogas,
llamada Pgp, codificada por el gen mdr1. Otros mecanismos
menos estudiados involucran formas mutantes de b-tubulina,
proteinas asociadas a microttbulos (MAP, del inglés Microtu-
bule-Associated Proteins) y expresiones alteradas de p53,
Bcl-2 y Bcl-x'%14,

En el tratamiento farmacologico del cancer de mama, ade-
mas de los farmacos citotoxicos, se han propuesto medica-
mentos que tienen como blanco algunas vias de sefalizacion



Respuesta a taxanos por PTP1B

93

dependientes de la fosforilacion en residuos de tirosina,
como es el trastuzumab y lapatinib que inhiben al receptor
Her2>. La fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina es
una de las modificaciones postraduccionales mas importan-
tes utilizadas por las células para regular respuestas biologi-
cas como proliferacion, diferenciacion, migracion y muerte
celular. El nivel de fosforilacion en residuos de tirosina en
una célula depende de la accion equilibrada de 2 tipos de
enzimas, las proteinas tirosinas cinasas (PTK, por sus siglas en
inglés Protein Tyrosine Kinase) y las proteinas fosfatasas de
tirosina (PTP, por sus siglas en inglés Protein Tyrosine
Phosphatase). Las primeras se encargan de agregar grupos
fosfato a residuos de tirosina especificos en la proteina sus-
trato, promoviendo cambios conformacionales que modifi-
can la interaccion con otras proteinas’®. Las PTP son una
familia estructuralmente diversa, altamente regulada y que
puede tener efectos estimulatorios o inhibitorios'. En el ge-
noma humano se han identificado un total de 107 PTPs'®. Las
PTP s clasicas que tienen una secuencia consenso (VHCSA-
GxGR(T-S)G) y se dividen en tipo receptor y no receptor. El
dominio catalitico de las PTP s contiene 280 aminoacidos,
entre ellos un residuo de cisteina conservado necesario para
la actividad catalitica'. Las PTP s remueven los residuos
fosfato mediante un mecanismo de 2 pasos: primero, la for-
macion de un enlace covalente de fosfato-PTP; y segundo,
la hidrdlisis de la union fosfato-proteina sustrato. Inicial-
mente, se penso6 que las PTP s tenian un papel como supre-
sor tumoral ligado a la regulacion negativa de la actividad
oncogénica de las PTK. La alteracion en el balance de estas
enzimas provoca niveles de fosforilacion aberrantes asocia-
dos a diversas enfermedades, entre ellas cancer.

PTP1B (PTPN1) y TC-PTP (PTPN2) fueron las primeras PTP
en ser identificadas?. PTP1B pesa 50kD, esta formada por
un dominio catalitico de 37kD hacia su extremo N-terminal
flanqueado por ambos lados por dominios ricos en prolina, y
un dominio C-terminal con una secuencia de localizacion al
reticulo endoplasmico (RE)?'. La especificidad de PTP1B se
encuentra regulada estrechamente por su acceso a los sus-
tratos, lo cual esta en relacion a la localizacion?. Existen
otros 4 mecanismos que regulan la actividad de PTP1B: oxi-
dacion, fosforilacion, sumoilacion y proteodlisis?®. Estudios
previos han demostrado que PTP1B juega un papel impor-
tante en la sefalizacion de vias metabdlicas, ya que partici-
pa en la regulacion negativa de la sefalizacion de los
receptores de insulina y leptina, lo que sugiere se encuentra
involucrado en patologias como diabetes mellitus y obesi-
dad. Actualmente, se le considera como un potencial blanco
terapéutico de estas enfermedades?*?. PTP1B también pue-
de inhibir la sefalizacion de receptores con actividad de ti-
rosina cinasa (RTK's) como los receptores del Factor de
Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF) y del Factor
de Crecimiento de Hepatocitos (HGF)¥. Su sobreexpresion
en fibroblastos inhibe la transformacion por oncogenes en
los que se incluyen Her2, Src, Bcr-Acl, Crk y Ras®?°. PTP1B
también es requerida para la activacion de las GTPasas de
Rac y Ras (enzimas asociadas con incremento de prolifera-
cion y motilidad celulares)?’, también puede activar a Src
mediante desfosforilacion de la tirosina 527 (Y527)%. El gen
que codifica PTP1B se encuentra localizado en el cromoso-
ma 20 en la region q13.1-q13.23". Se ha demostrado que la
ganancia o amplificacion de esta region se asocia a un pobre
pronostico en cancer de mama?®. Estudios realizados en

modelos murinos que sobreexpresan Her2 demostraron que
la delecion de PTP1B retrasa el desarrollo de tumores ma-
marios y disminuye la posibilidad de desarrollar metastasis
pulmonares®***. Recientemente, se analizo la expresion de
PTP1B en 1,402 muestras de pacientes con cancer de mama
y se encontro que el 49% de las muestras estudiadas fueron
positivas para PTP1B. Se report6 una asociacion positiva de
la expresion de PTP1B y la expresion de Receptores de Es-
trogeno (RE) (50.7% vs. 43.1%), asi como asociacion con los
subtipos moleculares: luminal B con expresion Her2 (53.9%) y
basaloide (37.9%). El analisis no encontré asociacion con la
expresion de Her2 estadisticamente significativa. Interesan-
temente, la expresion de PTP1B se asocidé a una mejor super-
vivencia global de las pacientes de manera independiente
(HR=0.779)%. Por otra parte, en estudios previos de nuestro
laboratorio se encontré que la sobreexpresion de PTP1B en
cultivos primarios de cancer de mama induce un incremento
en la expresion de Her2 de manera independiente de la trans-
cripcion del gen her2/neu’t. También se demostro que la
sobreexpresion de la fosfatasa induce un fenotipo celular
mas agresivo con incremento en proliferacion y migracion
celular3.

Todos estos antecedentes sugieren que PTP1B participa en
la oncogénesis del cancer de mama. Sin embargo, descono-
cemos si la expresion de PTP1B afecta la sensibilidad a far-
macos de quimioterapia en células de cancer de mama. El
objetivo de este estudio es determinar si la expresion de
PTP1B en cultivos primarios de cancer de mama modifica la
respuesta al tratamiento con taxanos (paclitaxel y doceta-
xel). Encontramos que la expresion de PTP1B afecta de for-
ma inversa la sensibilidad a estos 2 taxanos. Consideramos
que la expresion de PTP1B puede tener un valor predictivo
de la respuesta a taxanos en células de cancer de mama. De
corroborarse esta hipotesis, los resultados podrian influir en
la eleccion de los agentes de quimioterapia.

Material y métodos

Cultivo de células de cancer de glandula
mamaria

Los cultivos celulares primarios de cancer de mama fueron
generados previamente en el laboratorio a partir de explan-
tes obtenidos de tejidos de pacientes tratados con mastec-
tomia radical (protocolo aprobado por el Comité de Etica
del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Sal-
vador Zubiran”, referencia 159). Los cultivos son manteni-
dos en RPMI-1640 (Gibco, Invitrogen, Life Technologies,
Carlsbad, California, USA) suplementado con 10% de Suero
Fetal Bovino (SFB) (HyClone, Thermo, Utah, USA) al 10% e
incubadas a 37°C con atmoésfera de 5% CO,.

Ensayos de citotoxicidad

Las células fueron sembradas a una densidad de 10,000 cé-
lulas/cm? en placas de 48 pozos (Corning, NY, USA), en
medio de cultivo RPMI-1640 (Gibco, Invitrogen, Life Tech-
nologies, Carlsbad, California, USA) suplementado con SFB
10% (HyClone, Thermo, Utah, USA), se dejaron adherir a la
placa. Se aplicaron concentraciones crecientes de los far-
macos paclitaxel (Intas Pharmaceuticals Limited, Gujarat,
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India), o docetaxel (Sanofi Aventis, Paris, Francia), se incu-
baron durante 48 horas mas. Se fijaron las células con gluta-
raldehido al 1.1% en PBS, durante 20 minutos en agitacion.
Se retir6 el glutaraldehido y se tifi6 con cristal violeta (0.1%)
en agitacion por 20 minutos. Se lavaron las placas en agua y
se dejaron secar. El cristal violeta se solubilizo en 400 ml/
pozo de acido acético 10% en agitacion por 20 minutos. Se
leyo la absorbancia de la solucion a 595 nm en un espectro-
fotometro de microplaca (Opsys MR, Dynex Technologies,
Chantilly, VA, EUA). Los valores estan expresados como el
porcentaje de viabilidad celular con respecto al control no
tratado, en un experimento representativo sembrado
por triplicado.

Ensayo de Western Blot

Las células se lisaron en un buffer que contiene 50 mM HE-
PES (pH 7.4), 250 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0.1% Nonidato P-40,
10 mM NaF, 50 mM b-glicerofosfato de sodio, 1 mM vanadato
de sodio y mezcla de inhibidores de proteasa (Complete,
EDTA free, Roche). La cuantificacion de proteina se realizo
mediante técnica de Bradford, la densidad dptica se midi6 a
595 nm en especofotometro (DU-65, Beckman Coulter, Pasa-
dena, California, EUA). Se corrieron 20 mg de proteina en
gel de policramida desnaturalizante al 9%. Posteriormente,
se transfirid a una membrana Inmobilon-P PVDF (Millipore
Corp Bedford, MA). La membrana se bloqued durante una
hora con leche al 5% en PBS tween. Después se coloco en
anticuerpo primario anti-myc, anti-Her2 y anti-tubulina
(Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA) durante la noche a 4°C,
en agitacion continua. Se lavo con PBS tween y después se
incubo con el anticuerpo secundario marcado con HRP. La
sefnal fue visualizada mediante reaccion de quimioluminis-
cencia con Super Signal (Thermo Fisher Scientific Inc., EUA)
y captada por autoradiografia (Kodak, Rochester, NY, EUA).

Resultados

La expresion endoégena de PTP1B en cultivos
primarios de cancer de mama induce resistencia
a paclitaxel

En estudios recientes en nuestro laboratorio se encontré
que la sobreexpresion de PTP1B incrementa la expresion de
Her2 de manera independiente a la transcripcion en cultivos
primarios de cancer de mama. Ademas, se comprobd que
dicho incremento en la expresion de Her2 confiere a las cé-
lulas un fenotipo mas agresivo reflejado como una mayor
capacidad de migracion y proliferaciéon®. Para analizar
como este fenotipo afecta la sensibilidad a farmacos de qui-
mioterapia (paclitaxel), se seleccionaron cultivos primarios
previamente caracterizados para la expresion de PTP1B
(Lopez-Zelada KA et al., datos no publicados). Se realizaron
ensayos de citotoxicidad en los cultivos MBCD5-B3 y MBCDF,
positivo y negativo para PTP1B, respectivamente en los que
se adicionaron concentraciones crecientes de paclitaxel y
fueron incubadas por 48 horas. Los resultados mostraron
que el cultivo MBCD5-B3, positivo para PTP1B, presenta una
mayor resistencia a paclitaxel en las 3 concentraciones pro-
badas: 2, 4y 8. En contraste, el cultivo MBCDF, nega-
tivo para PTP1B muestran una mayor susceptibilidad a este

farmaco (fig. 1). Estos resultados sugieren que la expresion
endogena de PTP1B en cultivos primarios de cancer de
mama induce resistencia a paclitaxel.

Se sembraron 10,000 cel/cm?. Se adicion6 paclitaxel a do-
sis de 2, 4 y 8 mg/mL. Se evaluo a viabilidad por la técnica
de cristal violeta 48 horas después de adicionado el farma-
co. Los resultados son expresados como el porcentaje del
promedio de la ODs;, de las células no tratadas contra las
células tratadas.

La expresion endogena de PTP1B induce
mayor susceptibilidad a docetaxel en cultivos
primarios de cancer de mama

Otro de los taxanos con mayor relevancia clinica en el trata-
miento de cancer de mama ademas de paclitaxel, es el do-
cetaxel. En el experimento descrito arriba, la expresion de
PTP1B induce resistencia a paclitaxel. Con la finalidad
de analizar el papel de PTP1B en la susceptibilidad a otros
taxanos realizamos ensayos de citotoxicidad similares a los
descritos anteriormente adicionando en este caso concen-
traciones crecientes de docetaxel. Nuevamente, utilizamos
el cultivo primario con expresion enddgena de PTP1B MB-
CD5-B3, comparado con un cultivo deficiente de ella,
MBCDF. El cultivo primario con expresion endogena de
PTP1B resulto6 ser mas susceptible a docetaxel que el cultivo
negativo para la fosfatasa (fig. 2). Nuestros resultados su-
gieren que las células de cancer de mama positivas para
PTP1B presentan una mayor susceptibilidad a docetaxel.

Los cultivos primarios MBCD5-B3 y MBCDF fueron sembra-
dos a 10,000 cél/cm? y se adicionaron 0.5, 5y 50 ng/mL
de docetaxel. Se evalu¢ viabilidad a las 48 horas por técni-
ca de cristal violeta.

Discusion

En los ultimos afos se ha reportado que PTP1B juega un pa-
pel importante en el cancer de mama. Estudios con modelos
murinos que sobreexpresan Her2, encontraron que la dele-
cion de PTP1B retrasa la aparicion de tumores y metastasis
pulmonares®*3*4. Por otra parte, se ha sugerido que la expre-
sion de PTP1B es necesaria para la implantacion de tumores
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Figura 1 Susceptibilidad a paclitaxel respecto a la expresion
endogena de PTP1B.
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Figura 2 Susceptibilidad a docetaxel respecto a la expresion
endogena de PTP1B.

mamarios, pero no es necesaria para su mantenimiento®. En
nuestro laboratorio habiamos demostrado previamente que
PTP1B juega un papel importante en la regulacion de Her2 y
que se asocia a un fenotipo mas agresivo, con mayor capaci-
dad de proliferacion y migracion celular’® (Lopez-Zelada KA
et al., datos no publicados). En el presente trabajo estudia-
mos el efecto de PTP1B sobre la sensibilidad a los taxanos,
paclitaxel y docetaxel. Nuestros resultados muestran que la
expresion de esta fosfatasa correlaciona con sensibilidad
opuesta a los 2 taxanos utilizados. Es decir, células positi-
vas para PTP1B presentan resistencia a paclitaxel; mientras
que para docetaxel son sensibles. Estos resultados sugie-
ren que la presencia de PTP1B condiciona a una respuesta
antagodnica a estos 2 taxanos. Es interesante hacer notar
que aunque en la actualidad se usan de manera indistinta en
el tratamiento del cancer de mama, estos resultados sugie-
ren que la presencia de PTP1B puede ser un factor predictor
de respuesta a estos 2 farmacos y que su determinacion al
inicio del tratamiento puede ser crucial para elegir que tipo
de taxano asignar a las pacientes con este tipo de cancer.

Aunque paclitaxel y docetaxel ejercen su accion median-
te la estabilizacion de microtubulos?®, desconocemos cual es
el mecanismo molecular por el que las células primarias de
cancer de mama positivas para PTP1B responden de manera
opuesta al efecto citotoxico de estos taxanos. Sin embargo,
han sido observadas diferencias entre ambos taxanos que
pueden explicar este fenomeno, docetaxel ha mostrado ma-
yor afinidad por los microtibulos y mayor induccion de la
fosforilacion de Bcl-2 comparado con paclitaxel. Se sabe
que docetaxel y paclitaxel son hidrolizados por distintas for-
mas de citocromo P450 a nivel hepatico; y se han observado
mejores respuestas in vivo con docetaxel que con paclitaxel
sobre células de cancer de pulmén y prostata, no asi en can-
cer de mama3®“, Estas diferencias pueden explicar los re-
sultados entre docetaxel y paclitaxel obtenidos en este
trabajo.

La expresion alterada de blll-tubulina, se ha relacionado a
resistencia a paclitaxel®, en tanto que en estudios con li-
neas celulares de cancer de prostata, docetaxel ha mostra-
do capacidad para disminuir los niveles de expresion
de dicha isoforma®. Estudios sobre la localizacion intracelu-
lar de fosfatasas indican que PRL-1, y probablemente

PTP1B, se encuentran en distinta localizacion durante las
fases del ciclo celular; en la fase GO se localizan cerca del
RE, mientras que durante la mitosis se encuentran asociadas
con el huso mitdtico y sus tubulinas*'. Esta localizacion po-
dria promover la interaccion directa de PTP1B y las molécu-
las de taxanos*. Asimismo, es muy probable que docetaxel y
paclitaxel muestren una distinta afinidad por las distintas
isoformas de tubulinas, mismas que podrian verse afecta-
das por la expresion de PTP1B. Para dilucidar estos mecanis-
mos se requieren mas estudios que evaluen la interaccién
entre fosfatasas y microtibulos.

Recientemente, se ha demostrado que 49% de las pacien-
tes con cancer mama expresan PTP1B*. Estos datos sugie-
ren que esta fosfatasa juega un papel importante en esta
patologia y que son necesarios mas estudios que aborden
el papel de PTP1B en diferentes aspectos del cancer de
mama, como es el efecto que puede tener sobre la sensibi-
lidad o resistencia a farmacos de quimioterapia. Por ejem-
plo, los taxanos se encuentran dentro de las mejores
opciones disponibles para el tratamiento adyuvante, neoad-
yuvante e incluso paliativo de las pacientes con cancer de
mama. Los resultados de este trabajo demuestran que la
presencia de PTP1B en tumores mamarios confiere diferente
sensibilidad a paclitaxel y docetaxel in vitro, lo cual nos
permite proponer a PTP1B como un marcador predictivo de
respuesta a taxanos. Es importante corroborar los resulta-
dos de nuestro estudio con ensayos clinicos donde se corre-
lacione la respuesta a estos farmacos con la expresion de
PTP1B, lo que permitiria seleccionar a un grupo de pacien-
tes que se benecifie de una mejor eleccién de tratamiento
de acuerdo a la presencia o no de PTP1B.
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