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Resumen

El Cancer de Mama es un importante problema de salud publica en el Uruguay y en el Mundo,
y representa la primera causa de muerte por cancer en la mujer en el Uruguay. Multiples son
los factores involucrados en la carcinogénesis mamaria entre los que se destacan vias de
sefializacion alteradas, presencia y/o ausencia de receptores hormonales, sobreexpresion de
genes y pérdida de funcionalidad de proteinas claves en el funcionamiento de las células de las
glandulas mamarias. Entre estas proteinas se destaca BRCA 1 la cual participa de la reparacion
de ADN de doble cadena (DSB), control de ciclo celular, regulacién de la apoptosis, entre otras.
Mutaciones germinales de BRCA 1 predispone a las mujeres a desarrollar cancer de mama y
ovario. En los tumores de mama esporadicos son muy poco frecuentes estas mutaciones. En
cambio, se han reportado niveles reducidos o nulos de la expresidon de la proteina. En este
trabajo se pretenden estudiar los niveles de ARNm de BRCA 1 y analizar si este pardmetro
podria ser utilizado como un factor prondstico en la evolucién de la enfermedad, agresividad
tumoral o para la caracterizacién de los diferentes fenotipos tumorales. La identificacién y
caracterizacion de fenotipos tumorales permitira al clinico optar por tratamientos especificos y
mas adecuados para cada caso, beneficidndose tanto el sistema de salud como la paciente
portadora aumentando la eficacia del tratamiento y disminuyendo las morbilidades.

Palabras claves: Cancer de mama, BRCA 1, Real Time PCR.

Introduccion

El Cadncer de Mama es un importante problema de salud publica en el Uruguay. Su incidencia
es de 71,38 casos por 100 000 y representa la primera causa de muerte por cancer en la mujer
(22,92 casos por 100 000)".

Las bases del cdncer mamario aun siguen sin conocerse completamente pero son varios los
factores que participan en el proceso de la carcinogénesis. Entre ellos se encuentran los
estrogenos, los factores polipeptidicos (FCP) y sus receptores, asi como proteinas
intracelulares que participan en vias de sefializacién como AKT y mTOR*? y otras con mdltiples
funciones destacandose la proteina BRCA 1. El gen BRCA 1 (BReast CAncer 1) fue identificado
en 1994. Se sospechaba que mutaciones en un gen ubicado en el cromosoma 17q predisponia
a las mujeres a desarrollar cdncer de mama y ovario. Fue asi entonces que mediante un mapeo
genético usando marcadores moleculares se identificé el gen BRCA 1. Sin embargo sélo entre
un 5y 10% de los canceres de mama son hereditarios y la mayoria de ellos corresponden a
mutaciones germinales en el gen BRCA 1°. Mutaciones somaticas en BRCA 1 en tumores de
mama esporadicos son raras®.

Los tumores de mama pueden ser clasificados en subgrupos dependiendo de patrones de
expresion génica, especificamente receptores de estrégeno (RE), receptores de progesterona
(RP) y el estado del receptor HER2 (receptor 2 de factor de crecimiento epidérmico humano)
que en algunos tumores se encuentra sobreexpresado’. Los tumores de fentotipo basal son RE
negativo, RP negativo y HER2 negativo y expresan citoqueratinas basales como CK-5/6, CK-14
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y CK-17%. Los tumores “triple negativos” también son RE negativo, RP negativo y Her2 negativo.
Por mds que algunos autores los clasifiquen como fenotipo basal otros sostienen que son
entidades diferentes’. Los tumores luminales fueron caractererizados por estudios de
microarreglos y se vio que expresaban grandes cantidades de citoqueratinas luminales y
marcadores genéticos caracteristicos de células epiteliales luminales de tejido mamario
normal®®. Se clasifican en dos tipos luminal A son tumores RE positivos con bajo grado
histolégico mientras que los luminal B son RE positivos con alto grado histolégico™. Los
tumores HER2 positivos son tumores que muestran amplificacién y alto grado de expresién del
gen ERBB2’. Por ultimo se encuentran los tumores con mutacién en el gen BRCA 1
denominados tumores BRCA 1. Los tumores “basal-like” y “triple negativos” esporadicos
difieren de los heredo-familiares en la ausencia de mutaciones del gen BRCA 1. Sin embargo,
en éstos tumores se pueden reconocer caracteristicas fenotipicas similares a los hereditarios,
que son como “sellos” de la disfuncién de BRCA 1%2.

El transcripto de BRCA 1 tiene un tamafio de 7.8 Kb, contiene 24 exones y codifica para una
proteina de 1863 aminodacidos que se traduce en varios érganos incluyendo la mama y el
ovario®. La proteina posee en el extremo N-terminal un dominio en dedo de cincy en el
extremo C-terminal dos dominios BRCT repetidos en tandem donde se unen fosfoproteinas
especificas, fosforiladas por ATM/ATR kinasas que se activan por dafio en el ADN*. Se han
reportado mutaciones germinales sin sentido en el extremo C-terminal que afecta la
estructura del dominio BRCT, predisponiendo a la enfermedad por pérdida de funcidn de la
proteina’®. La pérdida de los dominios BRCT de BRCA 1 lleva a la formacién de tumores en
ratones”.

El dominio en dedo de cinc es un dominio muy conservado entre las proteinas que
interaccionan directa o indirectamente sobre el ADN. Esta estructura permitié predecir su
funcién como factor de transcripciéon cuando fue descubierta en 1994*. Este dominio proteico
esta formado por una hélice a que es la que reconoce el ADN y se inserta en el surco mayor, y
una ldmina B que es presentada al ADN. El atomo de cinc estd coordinado por dos residuos de
histidina en la hélice a y dos residuos de cisteina en la lamina B. Esta organizacién estabiliza la
estructura y es indispensable para la unién al ADN'. Este dominio proteico aparte de su
capacidad de reconocimiento y unién al ADN es el responsable de la actividad E2 ubiquitina
ligasa de BRCA 1. La proteina BARD 1 (BRCA 1 Associated Ring Domain protein 1), que
también posee un dominio en dedo de cinc interacciona con BRCA 1'* aumentando
dréasticamente la actividad ubiquitin ligasa por la formacién del heterodimero BRCA1/BARD1Y.

BRCA 1 es un gen supresor de tumor por las funciones que cumple la proteina en la célula. Una
de las principales funciones es mantener la integridad del genoma mediante la reparacion de
las rupturas de doble cadena (DSB) por recombinacién homdloga®. Participa en los puntos de
control en el ciclo celular asociada a varias proteinas como son E2F, CDC2 y ciclinas®® y controla
los dafios producidos en la fase S en G,-M?. La funcién principal del punto de control en G,-M
es frenar el ciclo celular de células mutantes con dafio en el ADN antes de que entren en
mitosis. La pérdida de este punto de control permite a las células mutantes entrar en la fase
mitdtica y pasar el ADN dafiado a las células hijas produciendo inestabilidad gendmica®. La
transcripcion de BRCA 1 es inducida a finales de la etapa G; y es maxima después del punto de
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control G;-5%*. La proteina es hiperfosforilada a finales de G, y en la fase S, y posteriormente
desfosforilada al comienzo de la mitosis®.

Xu et al. encontraron una duplicacion aberrante de los centrosomas en fibrobalstos
embrionarios de raton (MEFs) mutantes para BRCA 1. Los cromosomas contenian multiples
centrosomas lo que podria afectar la segregacién de los cromosomas y una consecuente
aneuploidia®. También hay evidencia que muestra que BRCA 1 puede tener un rol critico en la
regulacion de la apoptosis. Por lo que niveles bajos o nulos de BRCA 1 puede ser la causa de la
capacidad reducida de los tumores mamarios de programar la muerte celular por apoptosis®.

Por ultimo y mds recientemente se ha planteado que BRCA1 participaria del control de la
migracién celular y diseminacion del cancer”’.

Se han reportado niveles bajos de expresion de BRCA 1 en tumores de mama esporadicos en

1®?° sugiriendo que niveles bajos de la proteina en

comparacién con el tejido mamario norma
la célula podria estar vinculado con el desarrollo del tumor. También se han reportado

variaciones en la expresion de BRCA 1 en la progresién tumoral®.

Se ha reportado que entre 9 -13% de los tumores de mama esporadicos presentan
hipermetilacion del promotor de BRCA 1°°*!. La hipermetilacién de las islas CpG de los
promotores estd asociado al silenciamiento de genes. Una vez establecida la metilacidn es
pasada a las células hijas durante la replicacién del ADN por las metiltransferasas que
mantienen el patrén de metilacidn en las islas CpG en el genoma®2. En este sentido se ha
planteado una metilacidn aberrante en las citocinas del promotor de BRCA 1 asociado con una
hipoacetilacion de histonas, condensacién de la cromatina y represién transcripcional de BRCA

1 en tumores de mama esporadicos™.

La transcripcion de BRCA 1 esta regulada por varios factores de transcripcién entre los que se
encuentra ID4 (inhibitor of DNA binding 4) que actia como un regulador negativo, por lo que
algunos estudios se han centrado en determinar correlaciones entre la expresién de BRCA 1 e
ID4 como un posible mecanismo de silenciamiento de BRCA 1****. El oncogen c-myc actda
como regulador positivo de la transcripciéon de BRCA 1 y la proteina BRCA 1 participa en su

propia regulacién uniéndose directamente a su promotor disminuyendo la transcripcion®®.

BRCA 1 participa de la transcripcion de varios genes al interaccionar con multiples factores de
la transcripcion (activadores como represores) entre los que se encuentan p53, p300, CtIP, c-
myc, E2F entre otros’’. La proteina BRCA 1 también formaria parte del complejo de
transcripcion como un componente de la holoenzima ARN Polimerasa Il mediante la
interaccién con la enzima ARN helicasa A%,

Chen et al. reportaron que la localizacién de BRCA 1 en células normales es en el nucleo
mientras que en lineas celulares derivadas de tumor mamario se veia una localizacién
aberrante de la proteina en el citoplasma®. Se han postulado dos mecanismos mediantes los
cuales la proteina es transportada al nucleo. Primero se identificd una regién NLS (nuclear
localization signal) en el exén 11 (el mas largo de BRCA 1)* y posteriormente Chen et al*



demostraron la interaccion de esta regidn en la proteina (aminodacidos 501-508) con la
proteina importina alfa. Esto evidenciaba que la proteina BRCA 1 entra al nucleo por la via
clasica importina alfa/beta. Sin embargo Fabbro et al* reportaron que la proteina BRCA 1
también puede entrar al ntcleo como heterodimero BRCA1/BARD1 independiente de NLS.

La localizacién aberrante de la proteina asi como niveles reducidos en la expresidn podrian ser
la causa de la disfuncién de la proteina BRCA 1 en los tumores de mama esporadicos. Conocer
los niveles de expresién asi como la localizacién de la proteina permitira caracterizar ain mas
los distintos fenotipos tumorales, brindando nuevas herramientas a los clinicos para el disefio
de tratamientos. Tratamientos mas especificos permitird optimizar los resultados, disminuir
morbilidades y reducir los costos al sistema de salud. El avance de la ciencia y el conocimiento
de la biologia tumoral permitird identificar nuevos potenciales blancos moleculares para el
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.

Objetivos Generales

Contribuir al conocimiento de los mecanismos moleculares que estdn en la base de la
carcinogénesis mamaria asi como a la busqueda de pardmetros prondsticos de la enfermedad.

Objetivos especificos

1. Estudiar los niveles de expresién del gen BRCA 1 por RT-PCR semicuantitativa en tumores
de mama esporadicos.

2. Cuantificar el transcripto de BRCA 1 por Q-RT-PCR (Real Time PCR) en las muestras
tumorales.

3. Relacionar la expresién del gen BRCA 1 con la localizacidn subcelular de la proteina.

4. Correlacionar la expresion del gen BRCA 1 con parametros clinico-patolégicos asi como con
otros biomarcadores estudiados previamente en el laboratorio.



Materiales y métodos

Para el estudio se incluyeron 59 pacientes portadoras de cancer de mama. La inclusion y el
seguimiento de las pacientes es realizado en coordinacion con la Unidad de Mastologia y
Servicio de Oncologia Clinica del Hospital de Clinicas y con el Servicio de Curieterapia del
Centro Hospitalario Pereira Rosell (CHPR). Las muestras fueron obtenidas por el laboratorio
para la determinacién de receptores hormonales mediante técnicas bioquimicas. Este estudio
fue aprobado por el comité de ética de Facultad de Medicina, Universidad de la Republica.

Los tejidos tumorales fueron almacenadas a -802C hasta su procesamiento. Para el estudio
también se usaron tumores fijados en formalina embebidos en parafina (FFPE).

Los tumores FFPE representaron 8 muestras del total y fueron de fenotipo “triple negativo”.
También se cuenta con el tejido mamario normal alejado del tumor de 5 de esos 8 casos. Se
realizaron cortes del bloque de parafina de 8 um de espesor para la extraccion de ARN y cortes
de 5 um que fueron fijados en un portaobjeto para determinar la localizacién de la proteina
BRCA 1 mediante inmunofluorescencia.

Extraccion de ARN

Se realizd la extraccidn de ARN total usando la solucion Trizol (Life Technologies) basada en la
técnica de Tiocianato de Guanidina y fenol cloroformo descripta por Chomczynski y Sacchi*®. El
Trizol es una solucion monofasica compuesta de fenol (donde los acidos nucleicos son
insolubles) y tiocianato de guanidina (agente desnaturalizante de proteinas). El Trizol es
agregado directamente al tejido facilitando la homogeinizacién. La adicién de cloroformo al
homogeinado y posteriores centrifugaciones permite la separacion de la solucién en una fase
orgdnica y una fase acuosa. El ARN se encuentra exclusivamente en la fase acuosa por lo que
se recupera esta fase. A partir de la fase orgdnica se puede extraer ADN y proteinas. El ARN es
precipitado agregando isopropanol y centrifugando a 42C. El pellet obtenido se lava con etanol
75% vy luego se deja secar a temperatura ambiente. Luego el pellet es resuspendido en agua
libre de ARNasas.

Extraccion de ARN de tejido parafinado

El desparafinado se realiz6 mediante técnicas estandar usando xileno y alcohol. Se siguié un
protocolo empleado para la extraccion de miRNA a partir de tejido parafinado publicado por
Zhihai Ma et al* con alguna modificacién. La extracciones se realizaron a partir de un
corte/tumor de aproximadamente 8 um. Para el desparafinado se incuba el corte en un tubo
eppendorf con 1 ml de xilol a 502C por 15 min seguido de centrifugacién 5 min a 13000g y
posterior remocién del xilol. Se repite el procedimiento para asegurar la eliminaciéon completa
del tejido. Luego se lava con etanol 100%, 70% y 50% vy se centrifuga 5 min a 13000g entre los
distintos lavados. Con los sucesivos lavados se eliminan los restos de xilol y parafina y se
rehidrata el tejido al aumentar la cantidad de agua en la solucién. Se deja secar el pellet a
temperatura ambiente para eliminar los restos de etanol y luego se incuba con buffer de



digestion (10mM Tris-HCI, 25mM EDTA, 100 mM NaCl, 0,5% SDS; pH 8) conteniendo 300ug/ml
de Proteinasa K a 552C por 5 horas con agitacién constante.
Luego se procede a la extraccion con Trizol.

Cdlculo de concentracidn, pureza e integridad del ARN

La concentracién de los ARN obtenidos se midid por espectrofotometria a 260nm y se calculd
su concentracion a partir de la relacién 1 UA,50,m — 40 pg/ml. También se midié la absorbancia
a 280nm y se realizd el cociente Abs,g/Abs,g, para determinar la contaminacidn con proteinas.

Posteriormente se verificé la integridad de los ARNs en gel de agarosa 0,8% en TBE 0,5 X con
Bromuro de etidio para su visualizacidn. Los geles se expusieron a la luz ultravioleta en el
equipo Kodak Gel Logic 212 Imaging System.

Retrotranscripcion

La retrotranscripcidon se realizd a partir de 1ug de ARN utilizando primers randomizados
(hexameros) como cebadores. La ventaja de la utilizacion de primers randomizados es que se
hibridizan en varias regiones de los ARNs asegurando que se copien todos los ARNs y en toda
su extension. Los primers randomizados copian todo el ARN celular a diferencia de los oligo dT
gue son selectivos para ARNm ya que son complementarios con la cola poli A.

La reaccion de retrotranscripcion se realizé en un volumen final de 20ul con 1 pg de ARN,
0,2pg de primers randomizados (Fermentas), 200 U de RevertAid™ Reverse Transcriptase
(Fermentas), 1 mM dNTPs (de cada uno), inhibidor de ARNasas 1 U (RiboLock™ Fermentas) y
el buffer de la enzima.

El protocolo utilizado para la reaccion consistié en diferentes pasos: 5 min a 652C para eliminar
estructuras secundarias en el ARN y los primers, seguido del agregado a temperatura ambiente
del mix con el buffer, dNTPs y la enzima y 1 hora a 429C para la copia del ARN. Por ultimo 10
min a 702C para la inactivacién de la enzima. El cDNA obtenido se almacené a -202C para su
posterior amplificacién.

En las reacciones de retrotranscripcion se incluyeron controles positivos correspondientes a
ARN de células MDA MB 231, linea celular derivada de cancer mamario.

Amplificacion de GAPDH

Para verificar que los cDNA obtenidos eran de buena calidad, se amplificd el gen GAPDH en
todas las muestras. El disefio de los primers, cuyas secuencias se encuentran en la tabla 1,
permite identificar contaminaciones con ADN. La secuencia de los primers fue publicada por
Leygue et al*. El protocolo utilizado para la amplificacién fue 5 min a 952C, 30 ciclos de 30 seg
a 959C (desnaturalizacion), 45 seg a 552C (annealing) y 1 min 15 seg a 72°C (extensién) y una
elongacion final de 10 min a 729C. Las reacciones se realizaron en un volumen final de 25 ul
utilizando Super Hot Master Mix 2X (Bioron), 0,8 UM de cada primer y 2ul de cDNA. En cada
corrida se incluyeron blancos de reaccién.



PCR Semicuantitativa

La semicuantificacidn se realizé mediante la lectura de bandas de los productos de PCR del gen
de interés y un gen de referencia. En esta técnica se usé como gen de referencia el gen de la
B2 microglobulina cuyo amplicdn tiene un tamafio menor que el de GAPDH por lo que es mas
adecuado para la semicuantificacion relativa. Se puso a punto la PCR de manera que sea
posible la amplificacion de ambos genes a la misma temperatura de annealing de los primers y
las mismas condiciones de ciclados. Se amplificaron ambos genes a la vez, pero en tubos
separados. Para determinar la cantidad de ciclos a realizar se tuvo en cuenta: evitar llegar a la
fase “plateau” para poder visualizar diferencias de expresién entre las distintas muestras y que
la cantidad de ciclos sea suficiente para lograr detectar la expresion del BRCA 1 en tumores
con muy baja expresién.

La secuencia de los primers utilizados para amplificar el BRCA 1 y la 2 microglobulina se
encuentran detallados en la tabla 1. Los primers para el BRCA 1 fueron publicados por Roberta
Bartolucci et al*’ y los de la B2 microglobulina por Sylvie Chevillard et al*®.

Las reacciones se realizaron en un volumen final de 25 pl utilizando Super Hot Master Mix 2X
(Bioron), 0,5 puM de cada primer y 2ul de cDNA. En cada corrida se incluyeron blancos de
reaccion tanto para el BRCA 1 como para la 2 microglobulina.

El protocolo utilizado para la amplificacion fue 5 min a 952C, 29 ciclos de 30 seg a 95°C
(desnaturalizacién), 30 seg a 602C (annealing) y 1 min a 722C (extensién) y una elongacion final
de 10 min a 722C. Para las muestras de tejido parafinado se ajustd el protocolo aumentando
los ciclos a 35. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador Biometra®T1.

Una vez obtenidos los productos de las PCR se corrieron 10 pl en geles 2,5% de agarosa con
Buffer TBE 0,5 X con el agregado de GelGreen™ (Biotium) para su visualizacion. A diferencia
del Bromuro de Etidio el GelGreen™ no es mutagénico ni citotdxico al ser una molécula que no
tiene la capacidad de atravesar las membranas. El GelGreen™ se intercala en el ADN y puede
ser visualizado con un transiluminador absorbiendo la luz UV entre 250 y 300nm. Tiene un pico
de emisién cercano a los 540nm (color verde en el espectro visible). Junto con las muestras se
corrid un marcador de peso molecular (“ladder”) de 50 bases entre banda y banda para
verificar el tamafio de los productos. Los geles se corrieron en una cuba de electroforesis a
100V.

Los geles se expusieron a luz ultravioleta y fueron fotografiados usando el equipo Kodak Gel
Logic 212 Imaging System para su posterior anadlisis. El tiempo de exposicién a la luz UV
durante la toma de la fotografia fue de 2 segundos.

Para el andlisis de las bandas se utilizd el software Kodak Molecular Imaging V 5.0.1.27. Este
software mide la intensidad de las bandas presentes en la fotografia del gel. Para el andlisis de
las intensidades de las bandas se eligié el parametro Intensidad Neta que determina la
intensidad de la banda sustrayendo el “background” del gel. Se realizé la lectura para cada
banda dos veces y se realizd el cociente entre la intensidad del BRCA 1 y B2 microglobulina
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para normalizar la expresién. Luego se hizo un promedio entre los cocientes obtenidos para
cada lectura. Los resultados se expresan en Ul (unidades arbitrarias de intensidad).

Real Time PCR

La cuantificacion del gen BRCA 1 se realizé mediante la técnica Real Time PCR utilizando
sondas TagMan. Las sondas TagMan son disefadas para hibridizar con una hebra de la
secuencia blanco cerca de la regién donde se hibridiza uno de los primers. Estas poseen un
fluorocromo en el extremo 5" y un quencher en el extremo 3°. Como las dos moléculas
(reportero y quencher) se encuentran proximas una de la otra, la fluorescencia del reportero
es “quencheada” por lo que no se detecta fluorescencia. El mecanismo que permite este
apagado de la sefial es el FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer), donde el
“quenching” ocurrird cuando el reportero y el quencher se encuentren en el mismo
olgonucleétido a una distancia aproximada de 100 A. Una vez que la polimerasa comienza a
extender se encontrard con el extremo 5°de la sonda. La enzima Tag DNA polimerasa tiene
actividad 5°-3'nucleasa, por lo que degradard el extremo 5° de la sonda y liberarad el
fluorocromo a la solucién. Como consecuencia de la liberacidn, el reportero y el quencher se
separan detectandose la fluorescencia emitida por el reportero®. La fluorescencia aumenta
exponencialmente en el transcurso de la amplificacion y es detectada y procesada en tiempo
real. Se obtienen graficas de fluorescencia en funcion del nimero de ciclos de la PCR. Se
pueden distinguir tres fases. Una fase inicial donde la fluorescencia estd por debajo del nivel
de deteccion del equipo, luego una fase exponencial y por ultimo la fase “plateau” donde
finaliza la reaccidén y se estabiliza la fluorescencia. En este grafico es posible establecer un valor
de fluorescencia umbral o “threshold” que representa el punto a partir del cual se produce un
aumento significativo de la fluorescencia por encima de la fluorescencia de fondo™. El ciclo
umbral o Ct (por su nombre en inglés threshold cycle) es determinado por el punto de corte
entre la linea umbral (“threshold”) y la curva de amplificacion, dicho de otra forma, es el
numero de ciclos requeridos para alcanzar la fluorescencia umbral. El “threshold” puede ser
determinado manualmente por el investigador o automdticamente por el software y sera
utilizado para el calculo de las concentraciones. En este estudio, en todos los casos el
“threshold” fue fijado automaticamente por el software.

Cuantificacion Relativa de BRCA 1

La cuantificacion por Real Time PCR puede ser determinada en valores absolutos
(cuantificacién absoluta) o valores relativos (cuantificacion relativa). La cuantificacion absoluta
utiliza curvas de calibracidn externas (plasmidos recombinantes, oligonuleétidos sintéticos) asi
como internas y es utilizada en los casos que es necesario determinar el nimero exacto de
copias presentes en la muestra. La cuantificacidn relativa se basa en la comparaciéon entre la
expresion de un gen de interés y un gen de referencia y la expresion del mismo gen en una
muestra problema y una muestra control. La cuantificaciéon relativa es suficiente en la mayoria
de los estudios fisioldgicos y patolégicos®”.
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Genes de referencia

Para la cuantificacidn relativa del transcripto de BRCA 1 se utilizé la B Actina como gen de
referencia. La expresién del gen de referencia debe ser constante en el tejido en estudio o bajo
las condiciones experimentales. Dada la importancia del uso de de éstos genes varios estudios
se han centrado en tratar de identificar genes de referencia en distintos tejidos o bajo distintas
condiciones experimentales®>*®. Los genes de referencia pueden ser agrupados segin su
funcion. Entre ellos se encuentran (i) genes estructurales: B-Actina, proteina ribosomal L 13 y
a-tubulina; (ii) genes relacionados al metabolismo de las células: hipoxantina-guanina
fosforibosiltransferasa (HPRT), porfobilinégeno desaminasa (PBGD), gliceroaldheido 3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH), glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) y fosfolipasa A2; (iii)
genes relacionados con la transcripcion: TATA-Box binding protein (TBP) y ARN polimerasa |,
(iv) y un cuarto grupo que incluyen los genes que no entran en las categorias anteriores que

son: Albumina, B2 microglobulina y Peptidil propil isomerasa A>.

Como el nivel de expresién de un gen de referencia es constante, variaciones en el Ct del
normalizador pueden atribuirse a diferencias en la eficiencia de la reaccidon de
retrotranscripcién, diferencias en la pureza del ARN, su integridad, o variaciones en la cantidad
de ARN de la que se parte. Esta variacion va a afectar al normalizador y al gen de interés por
igual, por lo que diferencias en el Ct del normalizador puede ser usado para corregir cualquier
variacion en el Ct del gen de interés que no sean debidas a variaciones en el nivel de expresion.

Es importante elegir un gen normalizador que tenga un nivel de expresidn y una eficiencia de
amplificacién que sea similar a la del gen de interés®.

Primers y sondas

Para la cuantificacién del gen BRCA 1 se utilizaron los primers y sondas publicados por Roberta
Bartolucci et al*’. La secuencia de los primers y de la sonda para B-Actina también fueron
publicados en el mismo trabajo. En la tabla 1 se muestran las secuencias de los primers y
sondas utilizados, asi como los fluoréforos y quenchers de las sondas. Mediante el programa
Oligo Explorer 1.2 se calcularon las temperaturas de melting y se verificd que los primers y las
sondas no presentaran estructuras secundarias ni complementariedad. No se observé ningun
tipo de estructura secundaria relevante ni complementariedad entre ellos, consigo mismo ni
con las sondas.
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Tabla 1: Secuencia de primers y sondas. En la tabla se muestran las secuencias de los primers y sondas
utilizados. F: foward, R: reverse. Se detallan los fluoréforos y quenchers utilizados en las sondas, el
tamario del amplicén y la regidén donde hibridizan los primers.

GEN PRIMERS SONDAS REGION A Referencia
AMPLIFICAR
BRCA 1 F: 5" GGCTATCCTCTCAGAGTGACATTTTA 3’ | 5'CCACTCAGCAGAGGG 3 EXON 11-12
) ) MGB-FAM Amplicén 69 pb (47)
R: 5" GCTTTATCAGGTTATGTTGCATGGT 3
B-ACTINA | F:5 TGAGCGCGGCTACAGCTT 3’ 5'ACCACCACGGCCGAGCGG 3° | EXON 3
) ) TAMRA-FAM Amplicén 59 pb (47)
R: 5  TCCTTAATGTCACGCACGATTT 3
B2 micro- | F:5 TTCACCCCCACTGAAAAAGATGA 3’ EXON 2-3-4
globulina ) ) SIN SONDA Amplicén 120 pb (48)
R: 5" GGCATCTTCAAACCTCCATGATG 3
GAPDH F: 5’ ACCCACTCCTCCACCTTTG 3’ EXON 7-8
R: 5’ CTCTTGTGCTCTTGCTGGG 3’ SIN SONDA Amplicon 178 pb (46)

La cuantificacion del transcripto de BRCA 1 se realizd en el equipo RotorGene 3000 del
Instituto Pasteur de Montevideo. Las reacciones se hicieron en un volumen final de 25 pl
utilizando SensiMix™ Il Probe Kit 2X (Bioline), 0,1 uM de sonda, 0,3 uM de primers y 4 pl de
cDNA. Las reacciones se hicieron en tubos separados para el BRCA 1y B-ACTINA ya que ambas
sondas poseen el mismo fluoréforo (FAM). Todas las muestras se hicieron por duplicado.

El protocolo utilizado para la amplificacidn fue el siguiente: 2 min a 502C, 10 min a 95°C y 40
ciclos de 15 seg a 952C y 1 min a 602C para las muestras de tejido congelado y 50 ciclos para
las muestras de tejido desparafinado.

Curvas estandar para BRCA 1y B Actina

Se realizaron curvas estandar para el gen de interés como para el gen de referencia. Las curvas
se realizaron a partir de diluciones seriadas de cDNA obtenido de células MDA MB 231 en
cultivo. Estas células expresan el gen BRCA 1 en niveles similares a la B-Actina. El rango de
diluciones utilizado para la construcciéon de las curvas fue desde 10° — 107, de manera de
abarcar el mayor rango posible de expresion del gen de interés. Los puntos de la curva se
hicieron por duplicado y en algunos casos el punto mas diluido (10°®) por triplicado, ya que este
punto es el que presenta mayor variacion.

Eficiencia de reaccion

La eficiencia de la amplificacidn se establece a partir de las curvas de calibracién. Esta es una
forma simple, rapida y reproducible para determinar el promedio de las eficiencias de las
reacciones. También permite conocer la sensibilidad de la técnica asi como la robustez del
ensayo. La eficiencia de amplificacion se determina a partir de la pendiente de la curva del
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logaritmo de la concentracion inicial del estandar (variable dependiente) y el Ct (variable
independiente). La eficiencia se calcula a partir de la siguiente ecuacién:

E=10MPend_1 (1)

Tedricamente la eficiencia maxima corresponde al 100% o a un valor de 1, donde la cantidad

del producto de PCR se duplica en cada ciclo durante la fase exponencial®®. Eficiencias del
100% indican que las condiciones de la PCR son éptimas; los primers elegidos, la pureza del

molde, asi como el tamafio del amplicén son los adecuados™.
Calculo de la expresion relativa de BRCA 1

El método de 2 Curvas Estandar fue el elegido para el célculo de la expresion relativa de BRCA
1. Para ello se incluyé en cada corrida la curva estandar del gen de interés y la del gen de
referencia. En las corridas donde no fue posible incluir las curvas estandar, se corrié algun
punto de la curva (107) para ser utilizado como estandar. Para el analisis de los resultados se
importod en estos casos, una curva estandar de otra corrida corregida con la muestra estandar
incluido en dicha corrida. El estandar es importante incluirlo ya que corrige la interseccion de
la curva (con el eje Y) seglin cuantos ciclos fueron necesarios para que la reaccién fuera visible.

Se incluyeron blancos de reacciones (No Template Control) en las distintas corridas.

Analisis Estadistico

Para el analisis estadistico de los resultados obtenidos por Real Time PCR y por PCR
semicuantitativa se utilizé el programa SPSS (12.0.0, EE.UU.). Se realizaron estudios de
correlacién de variables entre la expresion del transcripto de BRCA 1 con la localizacién de la
proteina asi como con biomarcadores estudiados previamente en el laboratorio. Para estos
analisis se aplicaron el test correlacidon de rangos de Spearman y el test de Mann-Whitney. El
valor de significacion establecido fue P < 0,05.

Resultados

Se logré cuantificar y semicuantificar el transcripto de BRCA 1 en todas las muestras tumorales
incluidas en el estudio. Se obtuvo ARN de todas las muestras tumorales, tanto de las muestras
congeladas como de los cortes de los tejidos en bloque de parafina (FFPE). Los rendimientos de
ARN obtenidos en las extracciones de tejido parafinado no fueron muy buenos, por lo que la
integridad del ARN no pudo ser visualizada en todas las muestras. Las cantidades de ARN
obtenidos no coincide con la cantidad de material disponible en el tejido en la mayoria de los
casos (ver tabla 3). Algunos tejido tumorales poseian buena cantidad de células tumorales (50-
80% en 10 campos/seccidén) y algunas mamas normales buena cantidad de tubulos, sin
embargo la cantidad de ARN obtenido en estas muestras es similar al obtenido en muestras
con muy poca cantidad de material (<20% en 10 campos/seccion). Se destaca la cantidad de
ARN obtenido en la muestra 5650 T. Si bien el tejido presenta buena cantidad de masa
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tumoral, el protocolo de extraccion fue el mismo que se utilizé para las otras muestras,
obteniéndose un rendimiento bastante superior. En los casos que la cantidad de ARN obtenido
fue menor a 1 ug, las reacciones de retrotranscripcién se realizaron con 0,8 pug de ARN (ver
tabla 3). Para aumentar el rendimiento se podria haber agregado glicogeno para la
precipitacién del ARN.

La cantidad de ARN obtenido a partir de los tejidos congelados era suficiente por lo que se
verificd su integridad en todos los casos. Se midieron las absorbancias a 260nm y 280nm de
todos los ARNs y se determind la pureza de los mismos. En las tablas 2 y 3 se detallan las
concentraciones de los ARN de las distintas muestras, el estado del ARN, la pureza de los
mismos y los valores de expresion relativa del gen BRCA 1 obtenidos por las dos técnicas
empleadas: PCR Semicuantitativa y Real Time PCR. La amplificacion con GAPDH no mostré
contaminacién con ADN en ninguna muestra y se obtuvieron bandas de amplificacién en todos
los casos incluidos.

Estudio de sensibilidad de la técnica PCR Semicuantitativa

Se realizdé un estudio de sensibilidad de la técnica a partir de diluciones seriadas de cDNA de
células MDA MB 231 para el gen B2 microglobulina asi como para BRCA 1. En la reaccion de
PCR realizada a partir de la dilucion 1/1000 del cDNA no se observa producto de amplificacion
para ninguno de los dos genes. Por lo tanto el nivel minimo de deteccidn de las diluciones fue
(10?).

" [s/p[1/20 | 1/100 | 1/1000 | Bco

(i ¢

[N p————

Figura 1: Estudio de sensibilidad de la técnica PCR semicuantitativa. Se corrieron los
productos de amplificacion del gen BRCA 1 y B2 microglobulina para una serie de
diluciones de cDNA obtenido a partir de ARN de células MDA MB 231 en gel de
agarosa 2,5 %. Arriba B2 microglobulina de izquierda a derecha: ladder, cDNA sin
diluir (S/D), dilucién 1/10, dilucién 1/100, dilucién 1/1000 y blanco (Bco). Abajo BRCA
1 de izquierda a derecha: ladder, cDNA sin diluir (S/D), dilucién 1/10, dilucién 1/100,
dilucién 1/1000 y blanco (Bco). Se observa como la intensidad de las bandas se hace
mas tenue al aumentar la dilucién. 14



Los productos de las PCR de las distintas muestras fueron corridos en geles de agarosa 2,5 %
para su posterior analisis. En la siguiente figura (Fig. 2) se muestra uno de los geles donde se
corrieron 11 muestras. A partir de la siguiente imagen se realizé el analisis de intensidades de
bandas. El valor de expresién relativa obtenido para el BRCA 1 para cada muestra se encuentra

en la tabla 2.

527 826 591 606 816 495 761 809 566 429 488 Blanco

Figura 2: Gel de agarosa 2,5 % con los productos de BRCA 1 y B2 microglobulina obtenidos para once
muestras tumorales. Arriba banda correspondiente a B2 microglobulina, abajo banda correspondiente a
BRCA 1. En el extremo superior se indica el nUmero de cada muestra. Observar diferencias en las
intensidades de banda para BRCA 1 para las distintas muestras, reflejando diferentes niveles de

expresion.
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Real Time PCR
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Figura 3a: Curva de amplificacion de los estandares para B Actina. Se grafica la fluorescencia en funciéon
de los ciclos de la PCR. Las curvas que se observan corresponden a los duplicados de los estandares: 10°
(celeste), -10" (violeta), -10° (rojo), -10° (amarillo). La linea roja horizontal corresponde al “threshold”
fijado por el software.

Cycling A Green (8. ACTINA)
1 R=0,99991

“| R"2=0, %9983

Y| M=-3518

Figura 3b: Curva estandar para el gen B Actina. Se grafican los valores de Ct en funcién de la
concentracion de los estandares utilizados. A partir de la curva se obtiene la eficiencia de la reaccidn que
para este caso es de 0,92 (92%). También se muestran los valores de R% la pendiente (M) vy la
interseccidn con el eje Y (B).
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Curva de amplificacidn y curva estandar para BRCA 1
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Figura 4a: Curva de amplificacion de los estandares para BRCA 1. Se grafica la fluorescencia en funcion
de los ciclos de la PCR. Las curvas que se observan corresponden a los duplicados de los estandares: 10°
(rojo-amarillo), -10" (bordeaux-violeta), -10° (celeste-lila), -10° (rosado-verde). La linea roja horizontal
corresponde al “threshold” fijado por el software.

s e LSRR e Cycling A Green (BRCA 1)
s | R=0,39854
sss _| R*2=089709
e S A M=-3244
B=26,244
e Efficiency=103

Ct

-103 -10? Concentracién -10t 10°

Figura 4b: Curva estandar para el gen BRCA 1. Se grafican los valores de Ct en funcién de la
concentracién de los estandares utilizados. A partir de la curva se obtiene la eficiencia de la reaccion que
para este caso es de 1,03 (103%). También se muestran los valores de R’ la pendiente (M) vy la
interseccion con el eje Y (B).

En la siguiente tabla se muestran los resultados de expresion relativa del transcripto de BRCA 1
obtenidos por RT-PCR semicuantitativa y Real Time PCR para cada muestra tumoral. También
se incluyen los valores de concentracién de cada muestra, la relacion de la absorbancia
Aseo/Ass0 ¥ la calidad del ARN. La tabla fue construida segin “The MIQE Guidelines: Minimun

Information for Publication of Quantitative Real Time PCR Experiments”>*.
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Tabla 2: Valores de expresion relativa del BRCA 1 obtenidos para las distintas muestras tumorales.
Se muestran los valores obtenidos por cada técnica: Real Time PCR (QRT-PCR) y por PCR
semicuantitativa (Semicuantitativa). Se muestra la concentracién de cada muestra expresada en pg/ul,
la relacion Abs,go/Abs,g v la integridad del ARN que fue clasificada como Media, Buena y Muy Buena.
ND: No Disponible.

Concentracion
Muestra ARN (ug/ul) Abs,g0/Abs,g QRT-PCR Semicuantitativa
741 Buena 1,10 2,46 0,13 0,19
445 Buena 1,69 1,84 0,13 0,20
282 Buena 0,53 1,71 0,09 0,34
517 Buena 2,80 2,00 0,25 0,30
786 Media 0,93 1,57 0,36 0,30
625 Buena 1,91 2,21 0,16 0,18
446 Muy Buena 1,22 2,38 0,65 0,23
827 Buena 2,97 1,99 0,24 0,26
837 Buena 0,98 1,82 0,37 0,21
527 Media 0,46 1,79 0,32 0,09
826 Media 2,81 1,98 0,24 0,13
591 Media 2,40 1,95 0,51 0,14
606 Media 1,26 2,10 0,09 0,07
816 Media 1,17 2,04 0,25 0,09
495 Buena 1,13 2,16 0,17 0,09
761 Media 0,84 1,92 0,23 0,11
809 Muy Buena 0,97 2,51 0,15 0,25
566 Media 1,42 2,10 0,61 0,13
429 Media 1,29 1,45 0,29 0,12
488 Muy Buena 1,00 2,22 0,17 0,07
807 Muy Buena 0,63 1,66 0,40 0,49
824 Muy Buena 2,01 1,96 0,14 0,10
772 Media 1,16 2,28 0,96 0,13
817 Buena 1,79 1,68 0,49 0,31
479 Media 0,51 1,63 0,36 0,14
701 Media 1,62 2,12 0,32 0,23
789 Buena 2,04 1,95 0,27 0,17
725 Muy Buena 0,50 ND 1,19 0,27
714 Media 0,35 ND 1,35 0,27
709 Buena 0,50 ND 0,37 0,35
602 Muy Buena 0,50 ND 0,92 0,20
603 Muy Buena 0,50 ND 0,17 0,22
607 Media 0,50 ND 0,21 0,09
633 Muy Buena 0,50 ND 1,12 0,29
665 Muy Buena 0,50 ND 4,03 0,71
677 Muy Buena 0,50 ND 0,38 0,23
601 Muy Buena 0,50 ND 0,86 0,25
569 Muy Buena 2,21 2,34 0,89 0,22
708 Muy Buena 2,52 2,16 1,04 0,28
576 Muy Buena 3,70 2,12 2,34 0,31
707 Muy Buena 1,70 2,48 0,67 0,08
586 Buena 2,12 ND 0,25 0,04
844 Buena 0,48 5,93 0,17 0,18
753 Muy Buena 0,89 2,13 0,23 0,07
719 Media 0,51 6,59 0,21 0,11
717 Media 0,34 10,37 0,86 0,05
682 Muy Buena 1,49 2,43 0,40 0,11
444 Media 0,35 2,67 0,32 0,08
419 Media 0,62 2,85 1,12 0,06
408 Muy Buena 0,65 2,89 0,56 0,07
406 Muy Buena 0,75 2,21 0,25 0,07
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La expresion del gen BRCA 1 en los tejidos FFPE fue cuantificada unicamente por Real Time
PCR. Los valores de expresion relativa obtenidos en el tejido tumoral como en el tejido
mamario normal alejado del tumor se muestran en la tabla 3. También se muestran los
rendimientos obtenidos en la extracciéon de ARN.

Tabla 3: Valores de expresion relativa del gen BRCA 1 obtenidos por Real Time PCR para los tumores FFPE con
fenotipo “triple negativo” y los respectivos tejidos mamarios normales. Se muestran los valores de expresidn
relativa obtenidos para los tejidos FFPE (QRT—PCR). También se muestra la relacion Abs,g,/Abs,g,, la concentracién
de cada muestra, el total de ARN extraido y una breve descripcidn del tejido al microscopio éptico de campo claro
con tincién de eosina y hematoxilina. Muy buena cantidad (>80% en 10 campos/seccion), buena cantidad (50-80%
en 10 campos/seccién), poca cantidad (20-50% en 10 campos/seccién) y muy poca cantidad (<20% en 10
campos/seccion). T (Tumor), M (Mama normal).

QRT- Total ARN
Muestra PCR Absys/Absys | [ng/ul] (ng)** Descripcion del tejido al M.O.
5650 T 0,37 1,900 0,822 12,330 Buena masa tumoral
5650 M * 0,73 1,083 0,065 0,975 Muy pocos tubulos, mucho tejido adiposo y fibroso
7190 T 1,39 1,830 0,228 3,420 Buena masa tumoral
7190 M * - 1,050 0,070 1,050 Muy pocos tubulos
12236 T 0,32 1,820 0,088 1,320 Buena masa tumoral
12013 T* 0,59 1,825 0,146 2,190 Buena masa tumoral
12013 M * 0,70 1,198 0,097 1,455 Buena cantidad de tubulos
1456 T * 0,45 1,765 0,060 0,900 Buena masa tumoral
1456 M * 1,53 1,054 0,078 1,170 Muy pocos tubulos
9517 T* 0,54 1,460 0,181 2,715 Buena masa tumoral
9517 M * 0,38 1,167 0,077 1,155 Muy pocos tubulos, mucho tejido adiposo
10279 T * 0,45 1,078 0,069 1,035 Buena masa tumoral
2641 T* 0,63 1,068 0,079 1,185 Buena masa tumoral

* Las RT de estas muestras se hicieron con 0,8 Ug de ARN
**Los ARNSs se resuspendieron en 15 Ul de agua libre de ARNasas

Anadlisis de los valores de expresion de BRCA 1 en las muestras tumorales

El andlisis de los datos obtenidos por RT-PCR semicuantitativa mostré una mediana de
expresion de BRCA 1 de 0,18 Ul con un rango de 0,04 a 0,71 Ul. El analisis de los valores
obtenidos por Real Time PCR mostré una mediana de 0,33 con un rango de 0,09 a 4,03.

Se correlacionaron los valores obtenidos por ambas técnicas para una misma muestra
mediante el test de Spearman y se obtuvo una correlacién con un p=0,028.

La siguiente grafica (Fig. 5) fue construida a partir de los valores obtenidos por ambas técnicas
para una misma muestra. Se observa una tendencia positiva mostrando correlacién entre los
valores obtenidos por ambas técnicas.
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Figura 5: Grafica de distribucion de los valores de expresion relativa de BRCA 1 obtenidos para una misma
muestra por Real Time PCR y RT- PCR semicuantitativa. En el eje de las ordenadas se representan los valores de
expresion relativa de BRCA 1 obtenidos por la técnica PCR semicuantitativa y en el eje de las abscisas los valores
obtenidos mediante Real Time PCR (Q RT PCR).

Correlacion de la expresion de BRCA 1 con parametros clinico-patolégicos y con otros
parametros estudiados.

Se correlaciond la expresion de BRCA 1 con marcadores de la via enddcrina como son los
receptores de estrégenos y de progesterona, asi como de la via paracrina, tales como el
Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (REGF) y AKT-fosforilada, no encontrandose
correlaciones significativas (Test de Correlacién de Spearman, p=NS).

Se analizé también la relacién entre la expresidon de BRCA 1 obtenida por Real Time PCR con la
recaida de las pacientes. Se vio que las mujeres que recayeron en la enfermedad presentaban
niveles mas bajos de expresion de BRCA 1 (5/42) que las pacientes que no recayeron (37/42)
(Mann-Whitney, p=0,009). Si bien el nimero total de las pacientes es alto, son pocas las
pacientes que recayeron siendo necesario aumentar la poblacion estudiada para darle mayor
poder estadistico al analisis. No se encontraron correlaciones significativas con otros
parametros clinico-patoldgicos (tamafio tumoral, compromiso ganglionar, edad de la paciente,
grado histoldgico).
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Diferencias de expresion de BRCA 1 en tumores con distintos fenotipos y entre el tejido
tumoral y el tejido mamario normal alejado del tumor.

No se encontraron diferencias en la expresion de BRCA 1 en los tumores con fenotipo “triple
negativo” y tumores con otros fenotipos. Los tumores con fenotipo “triple negativo”
presentaron una media de expresién de BRCA 1 de 0,59 + 0,34 mientras que el resto de los
tumores presentd una media de expresién de 0,55 + 0,64.

También se comparé la expresién de BRCA 1 en los tumores “triple negativos” y en el tejido
mamario normal alejado del tumor. De las 5 parejas con las que se contaba con tejido tumoral
y tejido mamario normal una fue descartada (7190). De las 4 parejas restantes en 3 casos la
mama normal presenté mayor expresion de BRCA 1 que el tumor.

0.8 - 0,73 0,70
: 0,59
0.6 -
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0,37 4
04 - 0.4
02 - 8.2 1
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1456 T 1456 M 9517 T 9517 M

Figura 6: Comparacion entre las expresion de BRCA 1 en los tumores “triple negativos” y el tejido
mamario normal alejado del tumor. Las barras violetas corresponden a la expresién de BRCA 1 en el
tejido mamario normal (M) y las barras azules a la expresion en el tejido tumoral (T). Debajo de cada
gréfica se especifica el nimero de muestra.
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Expresion del gen BRCA 1 y localizacion de la proteina en tumores con fenotipo “triple
negativo” y en los tejidos normales alejados del tumor.

Se correlaciond la expresién del gen BRCA 1 con la localizacion de la proteina en tumores con
fenotipo “triple negativo” y en el tejido mamario normal adyacente al tumor. A partir de las
fotos obtenidas mediante microscopia confocal de fluorescencia (Olympus BX61, mddulo
confocal FV-300) se valoraron para cada muestra, 3 secciones de tejido tumoral y normal (3-5
campos/seccidén) en experimentos independientes. La localizacion nuclear de BRCA 1 se
verific6 mediante las herramientas Multiplane view (Fluoview v.4.3) y Orthogonal views
(Imagel) v.1.44p). Se calculdé el porcentaje de células con focos nucleares en los distintos
campos y se hizo un promedio. Se correlacioné la expresidon del gen BRCA 1 con dicho valor
mediante un estudio de correlacidn de variables no encontrandose ninguna relacién (Test de

Correlacion de Spearman, p=NS).

Figura 7: Imagenes de inmunofluorescencia de tejido de mama tumoral triple negativo y su
correspondiente tejido mamario normal alejado del tumor. A Imagen de microscopio confocal
mostrando inmunofluorescencia con anti-BRCA1 (c-20), Alexa Fluor 546 y contratincion de los nucleos
con DAPI (azul) en secciones de tejido de mama normal (12013 M) fijado en formaldehido e incluido en
parafina (5 um). B Iméagen de microscopio confocal mostrando inmunofluorescencia con anti-BRCA1 (c-
20) y Alexa Fluor 546 (rojo) y contratincion de los nucleos con DAPI (azul) en secciones de tejido de
mama tumoral triple negativo (12013 T) fijado en formaldehido e incluido en parafina (5 um). Barra de
escala: 20 um. Inmunofluorescencia: 120X (inmersién en aceite). Nota: se observa la pérdida de
estructura glandular en el tejido mamario tumoral.

22



Discusion

Se logrd cuantificar y semicuantificar el transcripto de BRCA 1 mediante las dos técnicas
empleadas. Para determinar la sensibilidad de ambas técnicas y sus limitaciones, se realizaron
diluciones seriadas de cDNA de células MDA MB 231 en un rango de 1 hasta 1/1000 y se
realizé la semicuantificaciéon por PCR a tiempo final asi como la cuantificacién por Real Time
PCR de esas diluciones. Por la técnica Real Time PCR todas las diluciones pudieron ser
cuantificadas y se vio que se mantenia la linealidad de la curva estandar asi como la eficiencia
de la reaccién para ambos genes al aumentar la dilucion (Fig. 3b y 4b). En cambio la PCR
semicuantitativa mostro limitaciones en la semicuantificacion de la dilucién 1/1000 ya que no
se obtuvo banda para ninguno de los dos genes (Fig. 1). Por lo tanto el nivel minimo de
deteccién de la curva estandar de diluciones fue 10 veces mayor (10°°) mediante la técnica Real
Time que por la RT-PCR semicuantitativa (10).

PCR Semicuantitativa

A pesar de las limitaciones de la técnica todas las muestras pudieron ser semicuantificadas,
incluso las muestras con menor expresion de BRCA 1.

Las intensidades de las bandas obtenidas para el BRCA 1 presentaron gran variacion entre las
distintas muestras. Asumiendo que se partid de la misma cantidad de ARN en todas las
reacciones de retrotranscripcion (1 pg), que no hubo diferencias en las eficiencias de las
reacciones y que la integridad del ARN y su pureza eran éptimas en todos los casos, y dado que
la expresidn del gen de referencia fue constante, las diferencias en la intensidad de las bandas
del BRCA 1 corresponderian exclusivamente a diferencias de expresion en las distintas
muestras. En algunas muestras la banda obtenida era practicamente invisible a simple vista,
sin embargo mediante el andlisis de imagen fueron detectadas y se determind un valor de
intensidad neta reproducible en las distintas lecturas. Los valores de intensidad calculados por
el software son coherentes con las intensidades de las bandas visualizadas en los geles y
reproducibles, mostrando que el parametro elegido para la lectura de las bandas fue
adecuado.

Para normalizar la expresién del BRCA 1 se utilizd el gen B2 microglobulina. La B2
microglobulina presenta un orden mayor de expresiéon comparado con el BRCA 1 segln los
valores obtenidos de la lectura de las bandas. Se observa una expresion practicamente
constante del gen B2 microglobulina en las diferentes muestras tumorales reflejando una
expresion constitutiva del gen. Las pequefias diferencias en la intensidad de las bandas se
pueden deber a la cantidad de ARN del que se parte para la retrotranscripcion, las eficiencias
de las reacciones, asi como el estado del ARN y su pureza en las distintas muestras. Estas
variables afectan a ambos genes por igual por lo que el gen de referencia es utilizado para
normalizar la expresion del gen de interés.
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Con respecto a la especificidad de las reacciones se observa una gran especificidad tanto para
la B2 microglobulina como para BRCA 1. Se obtuvo un Unico producto de amplificacién para
cada gen con sus tamafios esperados. Para la f2 microglobulina se obtuvo una Unica banda de
120 pb y para el BRCA 1 el tamafio de la banda obtenido es cercano al esperado de 69 pb (Fig.
2). A pesar de ello, se requiere la secuenciacion de los productos de amplificacién para
confirmar su especificidad.

Real Time PCR

Se logré poner a punto la técnica para ambos genes obteniendo eficiencias de reaccién
similares y cercanas a 1 (100% de eficiencia).

Si bien la eficiencia promedio para la B actina dio un poco mas baja (0,92 % 0,03) que para el
BRCA 1 (0,96 % 0,09), la desviacion estandar para este valor es mayor que para la B actina. Las
eficiencias de las reacciones fueron muy buenas y se mantuvieron en las diferentes corridas.
Esto nos dice que el experimento es robusto y reproducible.

Es importante destacar que en las corridas donde se importaron las curvas estandar se asume
que la eficiencia de la reaccidon no varia. Tras realizar varias curvas estandar en corridas
diferentes y observar que la eficiencia se mantenia constante, se asume que la eficiencia no
varia.

Los valores de Ct obtenidos para la B actina en las muestras eran menores que los de BRCA 1
en la mayoria de los casos, reflejando una mayor expresion, ya que existe una relacion inversa
entre el Ct y la concentracion del mensajero. En todos los casos los valores de Ct obtenidos
estaban comprendidos dentro del rango de concentraciones estudiado para los dos genes. Es
importante abarcar el mayor rango posible, ya que si una muestra presenta valores de
expresion muy altos o muy bajos que se encuentran por fuera del rango estudiado, esos
valores no deberian ser considerados porque no se conoce el comportamiento de la curva en
los extremos.

Muestras con Ct muy alto tampoco deberian ser tenidas en cuenta (Ct mayores a 40) por la
baja eficiencia de la reaccién®*. Los cDNA de ARNSs de tejidos FFPE fueron los que presentaron
los Ct mas altos probablemente por el estado deteriorado del ARN.

La fijacion con formalina provoca modificaciones covalentes al ARN adicionando grupos mono-
metilol a las bases, fija las interacciones entre proteinas y los acidos nucleicos y produce
ruptura de las hebras de ADN y fragmentacién del ARN*. Generalmente el ARN obtenido a
partir de estos tejidos se encuentra altamente degradado por lo que los resultados obtenidos
deben ser interpretados con mucho cuidado. A pesar de los efectos negativos que tiene esta
técnica de conservacién sobre el ARN, son cada vez mds los estudios de expresidn génica que
utilizan este tipo de tejidos ya que son mas facil de acceder que los tejidos frescos. Por lo que
seria necesaria la implementacién de un protocolo de fijacion de tejidos en formalina
embebidos en parafina de manera de conservar el ARN lo mejor posible.
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Real Time vs PCR semicuantitativa

La PCR semicuantitativa permite estimar el nivel de expresiéon de un gen. Muchas son las
variables que afectan el resultado; desde eficiencias de reaccidn, cantidad del producto
sembrado, la corrida en el gel, el método elegido para visualizar las bandas y capturar la foto y
el software utilizado para la lectura de las bandas.

En cambio, la Real Time PCR al no estar sujeta a estas variables, por ser mas sensible y por
detectar la amplificacidn en tiempo real, permite obtener resultados mas certeros que pueden
ser utilizados con fines clinicos. Se pueden establecer pardmetros donde por encima o debajo
de un valor definido uno podria predecir la evolucién de la enfermedad, probabilidad de
recaidas incluso respuesta a tratamientos.

Esta técnica podria ser implementada en cualquier laboratorio de diagndstico, como una
herramienta mds para ser usada con fines clinicos

El estudio de correlacién entre los valores de expresion de BRCA 1 obtenidos por Real Time y
RT-PCR semicuantitativa (Fig. 5) muestra una tendencia positiva, reflejando una concordancia
entre los valores obtenidos por ambas técnicas para una misma muestra. Analizando el grafico
se identifican dos muestras (282 y 419) que presentan valores muy distintos con una técnica y
con la otra.

La muestra 282 presenta uno de los mayores valores de expresién en la semicuantificacién
(0,34), sin embargo con la cuantificacién por Real Time el valor obtenido corresponde a la
expresion mas baja (0,09). Se vuelve a analizar esa muestra en particular y se ve que el valor de
concentracién obtenido por Real Time PCR para la B actina es muy elevado en comparacion
con las demds muestras. Al realizar el cociente entre la concentracién obtenida para el BRCA 1
y la B actina se obtiene un valor cercano a cero. Esta muestra debe repetirse ya que el valor
obtenido de expresion relativa por Real Time no concuerda con el valor obtenido por la
semicuantificacidn y no estaria representando la expresion de BRCA 1.

La otra muestra que se aparta de la distribucion de los puntos en la correlacién es la 419. La
concentracién calculada para el BRCA 1 por Real Time para la muestra 419 es superior a la
concentracion calculada para la B actina haciendo que el valor de expresién relativa sea 1,12.
Este valor tampoco es coherente con el valor obtenido en la semicuantificacién (0,06). En esta
muestra en particular la baja concentracion calculada para la B actina hace que el cociente sea
mayor a 1. Por lo tanto estamos frente a otro valor de expresidn relativa que es influenciado
por el valor obtenido para la B actina y no refleja el nivel de expresion de BRCA 1. Esta muestra
también deberia repetirse para confirmar el valor obtenido. Una explicacidon puede surgir a
partir de la integridad del ARN. La integridad del ARN para esta muestra fue clasificada como
media (Tabla 2) por lo que tal vez sea éste el factor que esté interfiriendo en los resultados,
llevando a subestimar la expresion de la B Actina.

Algunos autores sugieren la utilizacion de mas de un gen como referencia (un pool de genes)
de manera de obtener un factor de normalizacién mds preciso y mayor confiabilidad en los

resultados obtenidos>*>3.
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El rango de los valores de expresidn relativa de BRCA 1 obtenidos por ambas técnicas son
diferentes, encontrandose comprendido uno dentro del otro. Sin embargo, las medianas
obtenidas son similares y reflejan niveles bajos de expresion de BRCA 1.

El estudio comparativo de expresidon entre los tumores con fenotipo “triple negativo” y el
tejido mamario normal alejado del tumor indica que pareceria ser mayor la expresion de BRCA
1 en la mama normal que en el tumor, como fue publicado por Yang et al*® y Thompson et al®’.
Pero no es posible afirmar que la expresidén en el tejido mamario normal es mayor que en el
tejido tumoral porque el nimero de muestras pareadas con las que se contaba es muy
reducido. También seria necesaria la cuantificacién de BRCA 1 en la mama normal para definir
lo que seria una expresién normal y una expresion baja. Al haber mayor transcripcién de BRCA
1 en las células normales, los niveles de proteina deberian ser mayores por lo que la proteina
BRCA 1 seria funcional, siempre que no hubiera otros mecanismos actuando que alteraran su
funcion. En cambio en los tumores, los bajos niveles de expresion del gen BRCA 1 podrian

implicar una disfuncidon de la proteina en las células debido a la baja traduccion de la proteina.

Se compard la expresion del BRCA 1 en los tumores con fenotipo “triple negativo” y en
tumores con otros fenotipos. Si bien no se encontraron diferencias de expresidn, son pocos los
tumores “triple negativos” estudiados (8/59). Seria necesario aumentar el nimero de tumores
analizados para poder afirmar que realmente no existen diferencias en la expresién de BRCA 1
entre el grupo de tumores “triple negativo” y el resto de los fenotipos.

La localizacién de la proteina BRCA 1 en los tumores mamarios también es importante de
conocer ya que podria estar vinculado con la disfuncién de la proteina y el desarrollo del
cancer. En este trabajo se correlacioné la expresidon del transcripto de BRCA 1 con la
localizacién de la proteina. Si bien no se encontrd ninguna correlacién eran pocas las muestras
analizadas que contaban con las imagenes de inmunofluorescencia para realizar la correlacidn.
Se pretende seguir realizando la inmunofluorescencia en las muestras ya analizadas por Real
Time PCR para aumentar la cantidad de casos y obtener una correlacion con mayor potencia
estadistica.

El transcripto del gen BRCA 1 pudo ser cuantificado en todas las muestras tumorales incluidas
en el estudio, a diferencia de algunos trabajos donde se reporta que la expresiéon de BRCA 1 en
algunos tumores de mama es nula®>. En este trabajo se estudié la expresion de BRCA 1 a nivel
transcripcional pero no refleja necesariamente los niveles de proteina presentes en las células.
La falta de concordancia entre el ARNm vy la cantidad de proteina es particularmente cierto
para transcriptos que codifican para proteinas que forman parte de complejos multiproteicos®
como es caso de la proteina BRCA 1. Si bien se realizaron estudios de inmunofluorescencia
para algunas muestras, lo que permite esta técnica es determinar la localizacién de la proteina
pero no una cuantificaciéon de la misma. Para estudiar los niveles de proteina en las muestras
tumorales se podrian llevar a cabo técnicas de cuantificacién de proteinas especificas como
puede ser western blot o inmunoprecipitacidén y una posterior cuantificacién por absorbancia.

Se han propuesto mecanismos post-transcripcionales que podrian regular la expresiéon de la
proteina. Entre estos mecanismos se proponen una eficiencia reducida en la traducciéon o
pérdida de la estabilidad de la proteina®®. Otros autores proponen que pude ser inactivada
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después de traducida (mecanismos post-traduccionales) como pueden ser errores en la
fosforilacion® impidiendo su funcionamiento normal en la célula. Por lo tanto niveles bajos del
ARNmM asi como mecanismos post transcripcionales que afecten la traduccion de la proteina, la
estabilidad o la funcion llevarian a una disfuncion de la proteina en las células, predisponiendo
a éstas a una inestabilidad en el genoma y una consecuente transformacion en célula maligna
y un probable desarrollo de un cancer.

Los niveles de expresién de BRCA 1 han sido estudiados en diversos tipos de tumores ya que se
ha planteado como una herramienta predictiva a la respuesta de quimioterapias. Estudios en
cancer de pulmén muestran que los niveles de expresion de BRCA 1 se correlacionan
negativamente con la sensibilidad a quimioterapia con cisplatino, es decir tumores con baja
expresion de BRCA 1 son mas sensibles a la droga que tumores con alta expresion de BRCA
1**", Los niveles de expresion de BRCA 1 también pueden ser usados como biomarcadores
para la respuesta y sensibilidad a drogas en tumores de mama. Se ha reportado que tumores
de mama con altos niveles de expresion de BRCA 1 responden favorablemente a
quimioterapias que contienen antraciclina®. Los niveles de ARNm de BRCA 1 también pueden

ser usados como un marcador predictivo de sobrevida™.

En este trabajo se presentan resultados que sugieren que la expresién de BRCA 1 podria ser
utilizada como un marcador predictivo de la recaida de las pacientes. Mujeres que recayeron
en la enfermedad presentaban niveles bajos de expresion de BRCA 1 (5/42) mientras que
pacientes con altos niveles de BRCA 1 no recayeron (37/42).

Células deficientes en la funciéon de BRCA 1 tienen defectuoso el mecanismo de reparacion de
rupturas de doble cadena lo que las hace particularmente quimiosensibles a drogas que
generan este tipo de rupturas en la cadena de ADN* y también son altamente sensibles a
inhibidores quimicos de la enzima poli (ADP ribosa) polimerasa®®®'. Por lo que determinar la

disfuncién de la proteina es una herramienta fundamental para el disefio de tratamientos.

El estudio de los mecanismos que regulan, especialmente que silencian la transcripcion del gen
BRCA 1 en los tumores de mama esporadicos es un interesante campo para la investigacion.
Identificar vias que pudieran ser modificadas abriria la llave al disefio de novedosas estrategias
terapéuticas para controlar la expresion de este gen®.

Patrones de expresion génica determinados por microarreglos podrian ser una estrategia util
para predecir respuesta a tratamientos asi como riesgo de muerte y de metdstasis en
pacientes portadoras de cancer de mama. Esta estrategia seria personalizada vy
complementaria a los factores clinicos y patolégicos usados tradicionalmente para el disefo de
tratamientos (edad de la paciente, estado menopdusico, tamafio tumoral, estado ganglionar,
entre otros)®.

El gen BRCA 1 es un gen clave en el desarrollo de los tumores mamarios. Comprender con mas
precisién el rol que cumple en las células, en el desarrollo del tumor, las vias en las que
participa y las proteinas con las que interacciona permitird desarrollar estrategias terapéuticas

27



gue aumenten la eficacia de los tratamientos, disminuyan las recaidas y reduzcan las muertes
por esta enfermedad.

Conclusiones

Se logré amplificar el gen BRCA 1 en todas las muestras tumorales mediante las dos técnicas
empleadas. Se vio que la técnica Real Time PCR es mucho mas sensible y es la mas adecuada
para determinar la expresion de BRCA 1 en tumores mamarios. Se obtuvieron datos
preliminares que sugieren una mayor expresion de BRCA 1 en la mama normal que en el
tumor, y que la expresion de BRCA 1 se correlacionaria indirectamente con la probabilidad de
recaida de las pacientes; por lo que BRCA 1 se perfila como un marcador prondstico de la
evolucién de las pacientes.
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