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Q"ESUMEN

La superfamilia Romboide retine un conjunto de genes que codifican para proteinas de
transmembrana multipaso que se encuentran conservadas evolutivamente en todas las ramas del arbol
filogenético. Estas proteinas se agrupan seglin su funcion en: serina-proteasas y pseudoproteasas. En los
seres humanos se reconocen 14 genes romboides, los cuales se encuentran involucrados en diversos
procesos biologicos tales como: respuesta al estrés del reticulo endoplasmatico, apoptosis, proliferacion
y migracion celular. Ademas, han sido asociados con diversas patologias humanas como la enfermedad
de Parkinson, la artritis reumatoidea y las neoplasias malignas.

El presente trabajo se centrd en el estudio de Rhomboid domain containing 2 (RHBDD?2) a nivel
génico, transcripcional y proteico, y su rol en el cancer de mama. Para ello, se analizo su expresion a
nivel transcripcional/proteica y se realizaron ensayos de silenciamiento post-transcripcional de
RHBDD? para determinar su rol funcional. Se emplearon lineas celulares de cancer de mama, muestras
de tejidos mamarios normales y neoplasicos malignos, asi como un modelo de diferenciacion celular de
la glandula mamaria de raton.

Se demostré6 que RHBDD?2 se sobreexpresa en carcinomas ductales infiltrantes humanos, tanto a
nivel transcripcional como proteico (p<0,05), principalmente en el subtipo Luminal B de cancer de
mama (p=0,007). Su alta expresion se encontré asociada con estadios avanzados de la enfermedad
(p<0,05) y con la ausencia del receptor de progesterona (p=0,002). Ademas, se determindé que RHBDD?2
se localiza en el aparato de Golgi en lineas celulares de cancer de mama (Coef. de Pearson > 0,7).

Por otra parte, se comprobo que el gen RHBDD? codifica para dos variantes transcripcionales: la
variante 1 (exones: I, III, IV, V) y la variante 2 (exones: I, II, III, IV, V) asi como sus respectivos
productos proteicos. Por su parte la variante 2 se expresa con mayor frecuencia y cantidad en los
carcinomas mamarios respecto a los tejidos mamarios normales (p<0,05), encontrandose asociado a un

prondstico desfavorable de la enfermedad.

Finalmente, el analisis de los datos de microarreglos de expresion génica diferencial en respuesta al
silenciamiento de RHBDD?2 asi como los ensayos in vitro sobre lineas celulares humanas y murinas,
sugirieron que RHBDD? se encontraria involucrado en los procesos de proliferacion y diferenciacion

celular.

D 1®R



@ BSTRACT

The Rhomboid superfamily comprises genes which codify for multipass transmembrane proteins that
can be classified as serine-proteases and pseudoproteasas. These proteins have been evolutionarily
conserved and spread in all branches of the phylogenetic tree, from bacteria to mammals. In humans, 14
Rhomboid genes are recognized, which are involved in diverse biological processes such as response to
endoplasmic reticulum stress, apoptosis, cell proliferation and migration, among others. Besides, the
rhomboids have been related to the pathogenesis of Parkinson's disease, rheumatoid arthritis and cancer.

This study focused on the characterization of Rhomboid domain containing 2 (RHBDD2) at
transcriptional and protein levels in breast cancer. For the understanding of RHBDD? biology, several
assays were performed involving analysis of gene organization, assessment of mRNA and protein
expression, post-transcriptional RHBDD? silencing and cell function tests in response to silencing,
among others. This research was performed in human breast cancer cell lines, malignant neoplastic and
normal mammary human tissue samples, and a normal mouse mammary gland-cell differentiation
model.

The results showed that RHBDD? is overexpressed in breast invasive ductal carcinomas at mRNA
and protein level (p<0.05). Its overexpression was associated to the Luminal B breast cancer intrinsic
subtype (p=0.007), in relation to advanced disease (stage III) (p <0.05) and associated to negative
progesterone receptor status (p=0.002). RHBDD2 was found to be main located in the Golgi apparatus
(coef. Pearson>0.7).

Moreover, it was demonstrated that RHBDD?2 encodes two transcriptional splicing variants: variant 1
(exons: I, III, IV, V) and variant 2 (exons: I, II, III, IV, V), and their respective protein isoforms. The
transcriptional variant 2 is overexpressed in breast carcinomas regarding to normal tissues (p<0.05).
Breast cancer patients who express high levels of this splicing variant showed poor overall survival

(p<0.05).

Gene expression profiling analysis of breast cancer cells under RHBDD?2 abrogation demonstrated
that this gene could be involved with the modulation of proliferation and differentiation processes.
Therefore, this study proved that RHBDD?2 contributes to breast cancer malignancy promoting cell
proliferation. Moreover, it settled the subcellular localization of RHBDD2 in human mammary cells,
and the occurrence and differential expression of RHBDD? splicing variants (and their protein isoforms)

in human malignant and normal mammary tissues.
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@ BREVIATURAS

aa: aminoacidos

ADNc: ADN copia

ARNm: ARN mensajero

ARNTr: ARN ribosémico

ARNSsi: ARN pequeiio de interferencia

BSA: bovine serum albumin, en espafiol: albiimina sérica bovina

CANX: Calnexina

CDI: carcinoma ductal infiltrante; (CDIs: carcinomas ductales infiltrantes)

EGF: epidermal growth factor, en espafiol: factor de crecimiento epidérmico
EGFR: epidermal growth factor receptor, en espafiol: receptor del factor de crecimiento epidérmico
GalNacT3: N-acetilgalactosamina transferasa 3

Golgi: aparato de Golgi

GPCR: G protein-coupled receptor; en espaiiol: receptor acoplado a proteina G.
HER2/ERBB2: receptor tirosina quinasa 2 (erb-b2) del EGF.

THQ: inumohistoquimica

IRES: sitios internos de acceso para ribosomas, en inglés: internal ribosomes entry sites
MEC: matriz extracelular

M-MEC: moléculas de la matriz extracelular

nt: nucledtidos

OREFs: open reading frames, en espafiol: marcos de lectura abiertos

pb: pares de bases

PBS: phosphate buffer solution, en espafiol: solucion tampdn fosfato

PCR: polymerase chain reaction, en espafiol: reaccion en cadena de la polimerasa
PRL: prolactina

RE: receptor de estrogeno

ret. end.: reticulo endoplasmatico

RHBDD2: romboid domain containing 2

RNasas: ribonucleasas

RP: receptor de progesterona

RT-PCR: real time polymerase chain reaction, en espafol: reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
Tn: antigeno Tn

uORFs: upstream open reading frames, en espafiol: marcos de lectura abiertos corriente arriba
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g NTRODUCCION

1.1 @NATOMIA Y FISIOLOGIA DE LA GLANDULA MAMARIA HUMANA

NORMAL

Las mamas son glandulas sudoriparas modificadas que producen leche. Cada glandula

mamaria estd compuesta por 15 a 20 lobulos irregulares de glandulas tubulo-alveolares

ramificadas, separados por tejido conjuntivo fibroso y una cantidad variable de tejido adiposo.

Cada 16bulo, a su vez, esta dividido en multiples lobulillos localizados en el extremo mas

profundo del sistema de ductos. Estos lobulillos estan conformados por agrupaciones de ductos

terminales de extremos ciegos, llamados acinos, que estan incluidas en tejido conectivo laxo

rico en capilares1 (Figura 1).

La mayoria de los carcinomas de mama se originan en lo que se conoce como unidad

ductal-lobular terminal (UDLT)2’ 3. La unidad

ductal-lobular terminal presenta dos tipos
celulares epiteliales: I- las internas o células
luminales, potenciales células secretoras de
leche, rodeadas por 2- una capa externa basal de
células mioepiteliales contractiles™ > (Figura 1).

Las células luminales se caracterizan por la
expresion de las citoqueratinas especificas KRT8
y KRT18, mientras que las células mioepiteliales
expresan las citoqueratinas basales KRTS5 vy
KRT14, junto con la caderina P y las proteinas
contractiles del musculo liso®. Ademas de las
células luminales y mioepiteliales, se ha hallado
evidencia que sustenta la presencia de células
basales (presuntas progenitoras de las células
mioepiteliales) y de células madre en la UDLT".

Los principales conductos colectores (los

5 ®R
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Figura 1. Estructura e histologia de la glandula

mamaria.



conductos galact6foros) estan cubiertos por un epitelio estratificado plano, cerca de la abertura
en el pezén. Cada conducto galactoforo presenta una porcion dilatada conocida como seno
galactoforo, a una corta distancia desde la superficie del pezon, donde el recubrimiento epitelial
muestra una transicion de dos capas a un epitelio cibico'. En el resto del sistema de ductos y
acinos el epitelio consiste en una capa de células luminales ctibicas y una capa basal de células
mioepiteliales'.

Las funciones de la glandula mamaria son la sintesis y secrecion de leche. Estas funciones
conocidas como "lactancia" se asocian al embarazo y al parto. La secrecion de leche es
estimulada por la hormona prolactina, la cual es secretada por la adenohipofisis, conjuntamente
con la progesterona y los estrogenos. La liberacion de la leche es estimulada por la oxitocina,
liberada a su vez por la neurohip6fisis, en respuesta a la succion del pezon de la madre por
parte del lactante (amamantamiento)’.

La glandula mamaria sufre una serie de cambios durante el desarrollo, los mas importantes
ocurren al iniciar la etapa reproductiva y durante cada ciclo menstrual. En la primera mitad de
la fase folicular los 16bulos se encuentran relativamente quiescentes. Luego de la ovulacion en
respuesta al aumento de los niveles de estrogeno y progesterona, se incrementa la proliferacion
celular y, por lo tanto, el numero de acinos por l6bulo. Acompana a la proliferacion celular, la
vacuolizacion de las células epiteliales basales y un marcado edema del estroma lobular. La
disminucion de los niveles de estrogeno y progesterona durante la menstruacion provocan una
respuesta a nivel de las mamas que comprende: apoptosis de las células epiteliales en los
l6bulos, desaparicion del edema en el estroma lobular, infiltracion linfocitaria y una completa
regresion del tamafio de los 16bulos’.

Durante el embarazo las mamas alcanzan su maduracién total a nivel morfologico y funcional.
De cada conducto terminal surgen numerosas glandulas secretoras formando estructuras como
un racimo de uvas y el estroma entre lobulos se reduce al punto de que la mama esta compuesta
casi completamente de l16bulos. Hacia el tercer trimestre del embarazo las células cubicas en los
acinos comienzan a generar vacuolas secretoras de lipidos, e inmediatamente luego de dar a luz
comienza la secrecion de leche'.

Al finalizar la lactancia los l6bulos sufren un proceso de regresion y atrofia, observandose una
reduccion considerable del tamafio total de la mama. Sin embargo, la regresion de la glandula
mamaria no es completa ya que durante el proceso de regresion quedan l6bulos residuales'.
Luego de la tercera década de vida los ductos y lobulos sufren una mayor atrofia caracterizada
por la reduccion del espacio intralobular y del estroma circundante, al punto de que los acinos

pueden desaparecer por completo quedando solo los ductos. A pesar de ello se ha observado,
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incluso en mujeres de edad avanzada, que existe suficiente estrogeno (de origen adrenal o de la
grasa corporal) para mantener 10bulos remanentes'.

Durante las etapas de diferenciacion y regresion de la glandula mamaria pueden ocurrir
alteraciones en la proliferacion y apoptosis celular. Esto puede resultar en la aparicion de
lesiones benignas tales como: la hiperplasia, la adenosis esclerosante y los pequefios papilomas

, . . . 6
ductales; en algunos casos podria ocurrir la progresion al cancer de mama’.

1.2 8PIDEMIOLOGiA DEL CANCER DE MAMA

El cancer de mama es un problema de salud a nivel mundial, ya que es la principal causa de
muerte por cancer en las mujeres. Se estima que se producen alrededor de 1.200.000 casos
nuevos por afio y mas de 500.000 muertes en ese mismo periodo de tiempo’. La incidencia y la
mortalidad por cancer de mama varian ampliamente segin la region, tanto a nivel mundial
como dentro del continente americano.

Segtin el reporte de la TARC 2012 (Agencia Internacional de Investigacion en Cancer,

Organizacion Mundial de la Salud, www.globocan.iarc.fr), la tasa de incidencia del cancer de

mama (nuevos casos por cada 100.000 mujeres) vario entre 11,9 y 98,9 en el continente
americano (para los paises de Guatemala y Bahamas, respectivamente)®. En la Republica
Argentina se registré una tasa de incidencia de cancer de mama estimada en 71,2 lo que la
ubicaba en 5% lugar entre los paises americanos, seguida en 6 lugar por Uruguay cuya tasa de
incidencia de cancer de mama fue del 69,8.

En cuanto a la mortalidad, la Argentina presentd una tasa estimada en 19,9, ubicandose en 6
lugar por debajo de Uruguay que se situo6 en el tercero con una tasa de mortalidad estimada en
22,7 (Figura 2)*.

Las tasas de prevalencia de cancer de mama (a 5 afios, cada 100.000 mujeres) ubicaron en el 1=
lugar a los Estados Unidos con una tasa de 753,6, en 2d lugar a Canada con una tasa de
prevalencia estimada en 666,8, a Uruguay en el 3% puesto cuya tasa fue de 461,4; y muy
cercano a éste ultimo, en 4 posicion, a la Argentina con una tasa de prevalencia de cancer de

mama que fue estimada en 426,5 (Figura 2)8.
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Figura 2. Tasas estimadas de incidencia, mortalidad y prevalencia de céncer de mama en mujeres en
Sudamérica para el afio 2012. Datos extraidos de GLOBOCAN 2012, IARC, OMS. Los valores se presentan

como el numero de casos cada 100.000 mujeres.

Acorde a los datos oficiales presentados por el Instituto Nacional del Cancer de nuestro pais,
en la Argentina la tasa de mortalidad por cancer de mama es similar a la de enfermedades
altamente prevalentes como la diabetes. Ademas, entre las muertes de mujeres por neoplasias
malignas, el cancer de mama ocupa el primer lugar con un 20,3%, seguido en segundo lugar
por el cancer colorectal (11,2%) y en tercer lugar por el cancer de pulmon (8,6%)’.

Segun el informe de final de julio del 2010 “Céancer de mama en la Argentina: organizacion,
cobertura y calidad de las acciones de prevencion y control”, se registran anualmente unos
5.400 casos de muertes de mujeres por cancer de mama y se diagnostican 17.000 casos nuevos
cada afo. La mortalidad se distribuye de forma heterogénea en nuestro pais, calculandose para
el periodo de los afios 2003-2007, una tasa de mortalidad total para el pais de 22,4 (casos cada
100.000 mujeres). En este periodo de tiempo, la Ciudad de Buenos Aires y la region de Cuyo
fueron las que presentaron las tasas de mortalidad mas altas del pais, correspondientes al 28 y
24,1, respectivamente’ (Figura 3).
En cuanto a la distribucion de la mortalidad por rangos de edad; el 52% de las defunciones
ocurrieron en mujeres entre los 50 y 74 afios, observandose que los valores ascendieron
marcadamente a partir de los 40 afios (>15% de muertes), siendo la mortalidad a los 60 afios
mayor al 70%.

Debido a que el cancer de mama es una enfermedad dificilmente prevenible, los esfuerzos

para lograr el control de la enfermedad deben centrarse en la deteccion precoz, el correcto
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diagnostico y la implementacion de tratamientos adecuados, a fin de disminuir la incidencia y

mortalidad de esta enfermedad en nuestra poblacion.

Regiones fasa
& Mortalidad
Ciudad de
Buenos Aires !
Cuyo 24,1
Pampeana 22,3
Patagonica 20,3
PATAGONIA Noreste (NEA) 19,1
Noroeste (NOA) 17,0
Media Pais 22,4

Figura 3. Tasa de mortalidad en mujeres en la Argentina seglin regiones, periodo 2003-2007 (casos/100.000

mujeres). Extraido y modificado de Viniegra el al., 2010°.

1.8 E‘;TIOLOGI'A DEL CANCER DE MAMA

El cancer es una enfermedad que comprende eventos de microevolucion a nivel celular. Una
célula normal evoluciona a un estado neoplasico adquiriendo progresivamente determinadas
caracteristicas que le permiten volverse tumorigénica y finalmente maligna.

Seglin Hanahan y Weinberg (2011)'® existen ocho caracteristicas distintivas del cancer que
permitirian definir el desarrollo de las neoplasias, su crecimiento y diseminacion en el

organismo, las cuales se presentan a continuacion en la Tablal.

29I R



Tabla 1. Caracteristicas de las células tumorales que promueven el desarrollo del cancer. Extraido de

Hanahan y Weinberg, 2011".

Capacidad proliferativa ilimitada. Desregulacion de las sefales promotoras del

crecimiento, la proliferacion y el ciclo celular.

Resistencia a la muerte celular. Promocion de la supervivencia celular por inhibicién

de la apoptosis y/o estimulacion de la autofagia y la senescencia celular.

Evasion de los mecanismos supresores de la proliferacion celular. Pérdida de funcion
de los genes supresores de tumores que controlan el crecimiento sostenido y la

proliferacion celular.

Capacidad replicativa ilimitada. Las células se vuelven inmortales adquiriendo la
capacidad de replicarse ilimitadamente por desregulacion de la actividad de la telomerasa

y el mantenimiento de la longitud de los telémeros.

Reprogramacion del metabolismo energético celular. La célula tumoral genera energia
mediante la glicolisis anaerobica, caracterizada por glicdlisis sin procesamiento del
piruvato en el ciclo de Krebs (efecto Warburg). Los intermediarios glicoliticos son
utilizados para la generacion de nucledsidos y aminoacidos necesarios para la proliferacion

celular.

Angiogénesis. Neovascularizacion que permite el acceso a nutrientes, oxigeno y la
evacuacion de residuos metabdlicos y didoxido de carbono de las células tumorales,

permitiendo su supervivencia y proliferacion.

Evasion del sistema inmune. Las células tumorales desarrollan estrategias para evadir
su deteccion y destruccion por parte del sistema inmune. Ademads, reclutan células
inmunosupresoras que limitan la accion de los linfocitos citotoxicos y/o aprovechan las

sefales de proliferacion celular generadas por las células del infiltrado inmune.

Capacidad de invasion tisular y metastasica. La célula activa los programas celulares
relacionados con la transicion epitelial-mesenquimal. Dicho proceso facilitaria la
diseminacion regional y distal de las células del tumor primario. Luego, la reversion del
proceso permitiria la colonizacion de nuevos sitios para la proliferacion y crecimiento del

tumor secundario.
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Debe tenerse en cuenta que los tumores no estan compuestos Unicamente por células
tumorales, sino que incluyen varios tipos celulares que participan activamente en la progresion
del tumor interactuando entre si y con las células neoplasicas. Entre ellos se pueden mencionar
a las células madre tumorales (inician los tumores y dirigen la progresion tumoral, confieren
resistencia a quimioterapicos), las células endoteliales y los pericitos (angiogénesis y
mantenimiento de los tumores), las células del sistema inmunitario (actian tanto frenando
como promoviendo el desarrollo tumoral), los fibroblastos asociados al cancer (células
similares a fibroblastos y miofibroblastos que contribuyen en la proliferacion, angiogénesis,
invasion y metastasis) y las células madre y progenitoras del estroma tumoral (reclutadas
desde el tejido normal adyacente al tumor y la médula dsea)'’.

La combinacion de células normales y neoplasicas malignas crea un microambiente crucial
para la evolucion del tumor. Se generan regiones dentro de los tumores con distintos grados de
diferenciacion, proliferacion, vascularizacion, inflamacion y/o capacidad invasora. A su vez, la
hiperproliferacion y la inestabilidad gendmica permiten la diferenciacion de las células
tumorales en subpoblaciones con caracteristicas propias. De este modo, debe considerarse a los
tumores como una masa heterogénea de células diversas, con complejas interacciones entre si y
con una matriz extracelular dindmica'®.

El hecho de que las poblaciones celulares, y sus interacciones, cambien progresivamente
durante la transformacion tumoral, da como resultado una enfermedad compleja, dinamica y

adaptable a su medio natural y a las estrategias terapéuticas que existen para combatirla.

14. gACTORES DE RIESGO ASOCIADOS AL DESARROLLO Y LA

EVOLUCION DEL CANCER DE MAMA

El cancer de mama es una enfermedad multifactorial que puede desarrollarse como resultado
de las interacciones entre factores genéticos, hormonales y ambientales. Estudios
epidemioldgicos han permitido identificar los diversos factores de riesgo asociados con el
desarrollo del cancer de mama'"'> "3,

En la Tabla 2 se presentan los factores de riesgo y sus valores relativos de contribucion al

desarrollo de cancer de mama en las mujeres.

11 R



Asi como existen factores de riesgo, se pueden mencionar factores que protegen a las
mujeres de desarrollar esta enfermedad.
Entre estos factores se pueden contar aquellos de tipo exdégeno como: las dietas ricas en
frutas/verduras, el ejercicio fisico moderado entre los 12 y 24 afios, y el no consumo/abandono
de los anticonceptivos orales (=10 afios), los cuales reducen el riesgo de desarrollar cancer de
mama. Ademas, aquellas mujeres que son sometidas a terapias hormonales anti-estrogénicas
(ej.: tamoxifeno) tienen un riesgo menor de reincidencia de cancer de mama'> %4
Ademas existen factores enddogenos que protegen del desarrollo de cancer de mama entre los
que se destacan: el embarazo a edad temprana (<25 afios), la multiparidad y el
amamantamiento prolongado (>12 meses). Las mujeres con menopausia temprana por efecto de
la ovariectomia y/o histerectomia antes de los 35 afios, e incluso aquellas sometidas a
ovariectomia unilateral después de los 45 afios, tienen un riesgo menor de padecer cancer de
mama que las mujeres que atraviesan una menopausia natural'> '> %,
En cuanto a los factores genéticos, la ausencia de cancer de mama y/o de ovario en la historia

I - 12,13, 14
familiar reduce el riesgo de padecer esta enfermedad =~ > .

La variabilidad genética de las poblaciones humanas explicaria, en parte, por qué ciertos
individuos desarrollan cancer mientras que otros no lo hacen, incluso cuando son expuestos
durante el mismo intervalo de tiempo a los mismos factores de riesgo no genéticos. La
interaccion entre la constitucion genética de los individuos y la influencia de los factores
enddgenos y exdgenos, determinara el riesgo especifico total de cada mujer a desarrollar cancer

de mama.
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Tabla 2. Riesgo relativo de los factores que contribuyen al desarrollo del cancer de mama en las

mujeres. Extraido y adaptado de McPherson et al., 2000'".

Factores de riesgo Riesgo relativo
Genéticos
Mutaciones en la linea germinal en genes susceptibles >4
Historia familiar de cancer de mama (familiar en 1% grado) 2-4
Polimorfismos en genes de baja penetrancia 2-4
Endégenos

Estilo de vida reproductiva

Menarca temprana (<11 afios) 3
Menopausia tardia (>54 afios) 2
Nuliparidad <2
Edad madura en el primer embarazo (~40 afios) 3
Ausencia de amamantamiento >2
Condiciones fisicas
Edad avanzada (>55 afios) >10
Lesiones benignas previas de la mama 4-5
Céancer en otra mama >4
Alta densidad mamaria 2-4
Exégenos

Dieta y factores relacionados

Obesidad en mujer post-menopausica 2

Obesidad en mujeres pre-menopausicas 0,7
Alta ingesta de grasas insaturadas 1,5
Consumo elevado de alcohol 1,3

Hormonas exdogenas
Anticonceptivos orales (uso actual) 1,4
Terapia hormonal de reemplazo (uso por >10 afios) 1,35
Factores ambientales
Exposicion a la radiacion ionizante (durante la nifiez) 3
Exposicion a xeno-estrogenos 2
Factores demogrificos
Regiones geograficas (paises desarrollados) 5

Estatus socio-econémico alto 2
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1.5. Q)ROGRESI()N Y CLASIFICACION HISTOLOGICA DEL CANCER DE

MAMA

Existen varios tipos de lesiones precursoras del cancer de mama, y s6lo unas pocas parecen
tener un potencial premaligno significativo. Las lesiones premalignas mejor caracterizadas son:
la hiperplasia ductal atipica (HDA), la hiperplasia lobular atipica (HLA), el carcinoma ductal in
situ (CDIS) y el carcinoma lobular in situ (CLIS)" '.

La HDA puede progresar para convertirse en CDIS, seguido por una posible progresion a
carcinoma ductal infiltrante (CDI) y la culminacién con la enfermedad metastasica'™ '®. La
HLA y el CLIS son lesiones precursoras de los carcinomas infiltrantes de tipo ductal y

lobular'®. En la Figura 4 se presentan los distintos estadios de la progresion del cancer de

mama, desde las lesiones premalignas al desarrollo de metastasis.

El cancer de mama puede ser dividido en dos grupos: carcinoma in situ y carcinoma
infiltrante. El carcinoma de mama in situ puede ser de tipo: ductal o lobular, siendo los patrones
de crecimiento y las caracteristicas citologicas los que conforman la base para distinguir entre
los dos tipos'’.

El CDIS, es mas frecuente que el CLIS, y comprende un grupo heterogéneo de tumores. El
CDIS ha sido subclasificado basandose en caracteristicas cito/histologicas del tumor, que han
dado lugar a 5 subtipos bien definidos: Comedo, Cribiforme, Micropapilar, Papilar y Solido'”.

De manera similar a los carcinomas in situ, los carcinomas infiltrantes son un grupo
heterogéneo de tumores diferenciados en subtipos histologicos. Los principales tipos de
tumores infiltrantes incluyen carcinomas: ductal infiltrante, lobular infiltrante, ductal/lobular,
mucinoso, tubular medular y papilar. De los arriba mencionados, el CDI es el subtipo mas
frecuente, constituyendo el 70-80% de todas las lesiones invasivas. El CDI es subclasificado
como: bien diferenciado (grado 1), moderadamente diferenciado (grado 2) o pobremente
diferenciado (grado 3), en funcion del pleomorfismo nuclear, la formacion de glandulas/tabulos

y el indice mitotico'.
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Riesgo de
cdncer de
mama

Epitelio normal

1,5-2,0

Hiperplasia atipica

Tipo ductal Tipo lobular

Carcinoma Ductal in situ Carcinoma Lobular in situ
Bajo Grado

Carcinoma Ductal in situ
Alto Grado

Comprornetid:as

conla :

invasion :-, ¥
Carcinoma Ductal Infiltrante Carcinoma Lobular Infiltrante

Figura 4. Modelo histopatologico de la progresion del cancer de mama y riesgo de progresion a
cancer de mama estimado para cada tipo de lesion. Extraido y adaptado de Allred et al. (2001)", Page y

Dupont (1992)'%,

1.6. GLASIFICACION GENOMICA DE LOS CARCINOMAS DUCTALES

INFILTRANTES

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea con diversas alteraciones genomicas,
transcriptomicas y epigenémicas'®, producto de la diversidad celular y la variabilidad del
microambiente tumoral. Esta diversidad, que se observa tanto a nivel histolégico como
molecular, repercute sobre la supervivencia y la capacidad proliferativa de los grupos celulares
clonales que conforman el tumor.

Dicha heterogeneidad intra-tumoral se convierte en heterogeneidad inter-tumoral,
manifestandose a nivel clinico y patologico. Los carcinomas mamarios pueden clasificarse a
nivel histopatoldgico, como se describié anteriormente, asi como también a nivel molecular®.

La clasificacion molecular en los “subtipos intrinsecos del cancer de mama” se realiza en
funcion de la expresion génica, brindando informacion detallada de los genes y las vias

moleculares que se encuentran alteradas. Esta surgié de un estudio llevado a cabo por Perou et
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al. (2000)*', quienes identificaron un conjunto de genes diferencialmente expresados entre los
carcinomas ductales infiltrantes (CDIs) humanos. Actualmente se reconocen y definen 5

subtipos intrinsecos del cancer de mama: Luminal A, Luminal B, Basal, HER2 y Normal®%.

1. gubtipo Normal, su existencia real es controvertida, debido a que presenta un perfil de

expresion génica similar a los tejidos normales de la mama (principalmente al de las
células del epitelio basal y del tejido adiposo). Pero, se sospecha que puede ser un
fenotipo resultante de contaminacion con células de tejido normal adyacente al tumor.
Por otro lado, hay quienes proponen que puede tratarse de un fenotipo representante de

tumores Basales con crecimiento lento, que no expresan genes de proliferacion celular.

2. gubtipo Luminal A, caracteriza a neoplasias con alta expresion del receptor de

estrogeno (RE), el receptor de progesterona (RP) y genes asociados (ej.: GATA3, XBPly
TFF1), asi como baja expresion de genes asociados a la region cromosémica de
HER2/ERBB?2 (receptor tirosina quinasa 2 del EGF). Ademas, presentan baja expresion
de genes asociados a proliferacion (como Ki67), bajo grado nuclear y, en general, no
presenta mutaciones en el gen 7P53. Se asocia con una evolucion clinica favorable,

respondiendo bien a la terapia hormonal antiestrogénica.

3. 5ubtipo Luminal B, exhibe bajos niveles del RE, el RP y genes relacionados; y muestra
variabilidad en la expresion de genes asociados a la regiébn cromosémica de
HER2/ERBB2. Exhibe una mayor tasa de proliferacion de las células tumorales,

mutaciones en el gen 7P53 y alto grado nuclear. Presenta una evolucion clinica no muy

favorable; y su respuesta a terapia enddcrina no es completa.

4. gubtipo HER2/ERBB?2 enriquecido, estd principalmente caracterizado por una alta
expresion de los genes presentes en la region cromosémica 17q12; la cual incluye a
HER2/ERBB2 y GRB7. Ademas, muestra baja expresion de genes asociados a los
subtipos Luminales y Basal, alta expresion de genes asociados a proliferacion celular y
alto grado nuclear. Son neoplasias agresivas cuya evolucion clinica es mala, sin embargo

responden bien a la terapia anti-HER2.

d. gubtipo Basal, comprende neoplasias con alta expresion de citoqueratinas basales

(CK5/6/14/17) y del EGFR (receptor del factor de crecimiento epidérmico), pero baja

expresion de genes relacionados a los subtipos Luminales y de la region cromosémica de
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HER2/ERBB2. A su vez, se observa alta frecuencia de mutacion en los genes BRCAI,
TP53 y Rbl, alta tasa de proliferacion celular y alto grado nuclear. Presenta una muy
pobre evolucion clinica, siendo neoplasias muy agresivas que responderian mejor a la

quimioterapia.

Estos subtipos fueron originalmente definidos en funcioén de los perfiles transcripcionales y
han proporcionado informacioén relevante sobre la biologia del cdncer de mama. Estudios
posteriores han demostrado que estos subtipos también se pueden distinguir a nivel genético,
epigenético y proteico. Estos estudios se realizaron considerando el estado de metilacion del
ADN, la variacion en el nimero de copias de los genes en el genoma, las mutaciones en
secuencias codificantes, el perfil de expresion de ARN no codificante y el perfil proteico de los

carcinomas®2.

1.7 g ENES DE LA SUPERFAMILIA ROMBOIDE

Los genes romboides codifican proteinas politopicas de membrana que se encuentran
conservadas evolutivamente. Se extienden por todas las ramas del arbol filogenético desde
bacterias y arqueas, hasta plantas y mamiferos™.

Rhomboid-1 (Rhol) fue el primer miembro de la superfamilia Romboide descubierto y
reconocido como el principal modulador del EGFR (receptor del EGF) en D. melanogaster™.
Esta proteina, localizada en el aparato de Golgi, se compone de 7 dominios transmembrana que
se organizan de forma anular, creando una cavidad hidrofilica intramembrana donde se ubica el
sitio catalitico. La actividad proteasa de Rho-1 fue establecida observando su capacidad de
clivar a Spitz que es el precursor transmembrana del EGF. De este modo se libera el dominio
EGF al lumen del Golgi para actuar como el ligando activo del EGFR (Figura 5)*°.

Rho-1 es considerada la primera serina-proteasa intramembrana descripta en la literatura
cientifica®. Desde entonces se describieron numerosas proteinas romboides que comparten una
alta similitud de secuencia en sus regiones transmembrana, las cuales constituyen el ‘dominio
romboide’ caracteristico de la superfamilia. Esta alta similitud de secuencia determina que la
estructura secundaria y la disposicion en la membrana sean compartidas por todas las proteinas
romboides. Pero, a lo largo de la evolucion las proteinas romboides han ganado y perdido
dominios transmembrana (hacia N- y C-terminal) y han sufrido mutaciones puntuales que

provocaron la divergencia de sus secuencias. Algunas de estas mutaciones afectaron a los
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aminoacidos clave que le brindan la actividad catalitica a las proteinas de esta superfamilia. De
este modo, las proteinas romboides pueden agruparse segin su capacidad de clivar sustratos en
proteasas (con actividad catalitica) y pseudoproteasas (sin actividad catalitica). Estas ultimas, si
bien perdieron su capacidad catalitica atin conservan el mecanismo de interaccion con otras

, - . . 127, 28,29,30
proteinas, caracteristico de las proteinas romboides .

Secrecion

Golgi

Citosol

Figura 5. Representacion esquematica de Rho-1, Spitz y su modo de accion. Spitz se desplaza hacia el sitio
catalitico localizado en un bolsillo hidrofébico de Rho-1, donde la serina (S) provoca su clivaje a nivel

yuxtamembrana y asi la liberacion del dominio EGF en el lumen del Golgi. Adaptado de Urban (2006)* y
Lemberg (2013)".

RHBDLI fue el primer gen romboide mamifero en ser identificado®®, desde entonces se han
descripto 14 genes romboides humanos. Estos son clasificados actualmente segtn su actividad
funcional en: a- Proteasas (RHBDL1/2/3, RHBDDI y PARL), b- Pseudoproteasas con funciones
conocidas (RHBDF1 también conocido como iRhoml, RHBDF?2 llamado también iRhom2 y
Derlinas1/2/3) 'y c¢- Pseudoproteasas sin funciones conocidas (RHBDD2/3, UBAC2 'y
TMEM115)” (Figura 6 A).

Los analisis filogenéticos sugieren que las pseudoproteasas evolucionaron por sucesivas
duplicaciones génicas independientes, seguidas de diversificacion con pérdida de funciéon®’. En
la Figura 6 B se muestra un arbol filogenético que incluye a todos los genes romboides

humanos.
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Proteasas Pseudoproteasas

iRhoms Funcion desconocida

Derlina-3 RHBDD2

TMEMI115 H UBAC2

RHBDD1 ] I RHBODF1 { RHBDF2 RHBDD3

) Derlina-1

| PARL ‘ RHBDLL RHBODL2 |

RHBDL3

A
B . . .
PARL Figura 6. Clasificacion funcional
M—q RHBDL1 de los genes de la superfamilia
0,56 0,80 RHBDL3 Romboide en humanos. A. Los 14
0,78 0.99 2::3'& genes integrantes de esta superfamilia
068 071 ’ RHBDF2 se organizan en dos grandes grupos
RHBDD1 segiin la actividad catalitica de las
RHEDD3 proteinas que codifican: proteasas y
TMEM115 ,
UBAC2 pseudoproteasas. B. Arbol
0,98 Derlina-1 filogenético de los genes romboides
0,68 _OM Der:ina-z humanos y sus distancias
Derlina-3
RHBDD2 filogenéticas. Extraido y adaptado de

Bergbold y Lemberg (2013)27.

Las proteinas codificadas por esta superfamilia se encuentran involucradas en diversos
procesos celulares que comprenden desde la modulacion de la via del EGFR™® vy la fusion de la
membrana mitocondrial®®, hasta la degradacién de proteinas asociada al reticulo
endoplasmatico (ret. end.)*. Si bien sus funciones son diversas, varios de los genes de esta
superfamilia se encuentran involucrados en la regulacion de un mismo proceso biologico por
diferentes vias celulares. Ejemplo de ello seria el caso de RHBDFI*®, RHBDDI’" ¥,
RHBDD3*% y PARL*"* los cuales participan en la regulacion de la apoptosis.

Cabe destacar que varios miembros romboides han sido asociados a enfermedades
5

b

, . . . . , .« 4 , , .« 44 . 4
neoplasicas humanas como la leucemia mieloide crénica®, el cancer esofagico™, de ovario

colorectal®® y de mama*’. Las proteinas RHBDL2*, iRhomI1* e iRhom2™® modularian la
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proliferacion y la supervivencia celular mediante la activacion o transactivacion del EGFR. La

actividad de este receptor ha sido bien documentada por su importancia en el desarrollo y la

., . . 1 .
progresion de las neoplasias malignas humanas®. En particular, se ha demostrado que

RHBDD? estd sobreexpresado en estadios avanzados de carcinomas mamarios’ y

46
colorectales™.

En la Tabla 3 se resume la localizacion celular, los roles biologicos y las patologias humanas

con las que fueron asociados los miembros de la superfamilia Romboide humana.

Tabla 3. Funcion, localizacion subcelular y enfermedades asociadas a los integrantes de la

superfamilia Romboide en humanos.

Superfamilia Romboide

Proteasas

PARL

Se localiza en la membrana interna de la mitocondria®. Participa en el mantenimiento de la
morfologia de la membrana interna de la mitocondria® y en la apoptosis mediante la
regulacion de la liberacién del citocromo-c (es considerado anti-apoptotico)>.

Se encontraria implicado en la patogénesis de la enfermedad de Parkinson®.

RHBDL1

Estaria localizada en la membrana del Golgi. Se predice que posee actividad proteasa pues

conserva el sitio catalitico caracteristico de la superfamilia®.

RHBDL2

Se localiza en la membrana plasmatica celular. Participa en el clivaje del EGF justo por
fuera del dominio transmembrana liberando el ligando para la activacion del EGFR™.
Ademas, presenta actividad catalitica sobre la trombomodulina favoreciendo la proliferacion
y migracion de queratinocitos durante el proceso de cierre de la herida™.

Involucrado en el desarrollo del cancer de mama y cérvico-uterino. Promueve la
proliferacion celular y la resistencia a la muerte celular por anoikis de las células epiteliales

malignas™.

RHBDL3/4

Se localiza en la membrana plasmatica del ret. end. Participa en la via del ERAD
(endoplasmic-reticulum-associated protein degradation, en espafiol, degradacion de
proteinas asociada el ret. end.) reconociendo proteinas mal plegadas, clivandolas y

facilitando su degradacién mediante proteosoma™.

RHBDD1

Se localiza en la membrana del ret. end. y/o de la mitocondria. Regula la actividad
apoptotica mediante su capacidad de clivar BIK (proapoptotico)’’ y la induccién de la
expresion de Bcl3 (antiapoptotico)®. Ademas, participa en el control de la secrecion de
exosomas cargados principalmente con FasL y Trail, inductores de la apoptosis en células

Jurkat®’.
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Involucrado en la patogénesis de la leucemia mieloide cronica™, del carcinoma

hepatocelular®® , el glioblastoma™ y el cancer colorectal®.

Continua en la pagina siguiente.

Continuacion de la Tabla 3.

Pseudoproteasas con funcion conocida

RHBDF1/
iRhoml

Se localiza principalmente en la membrana del ret. end. y también del Golgi. Interactia con
TNFa® (tumor necrosis factor, en espafiol, factor de necrosis tumoral) promoviendo su
secrecion. Participa en la transactivacion del EGFR mediante GPCR, siendo necesario para la
proliferacion, la supervivencia y la invasion celular (en células de cancer de cabeza y
cuello)*”’. Interactia con RACKI previniendo la degradacion de HIFla (estabilizandolo
durante el estado de hipoxia) y promoviendo la resistencia de la célula a la muerte celular®.

Involucrado en la patogenia del cancer de mama, donde se sobreexpresa y correlaciona con
estadios avanzados de la enfermedad, metastasis, mal prondstico y pobre respuesta a la
quimioterapia®. Ademds, promueve la proliferaciéon y la supervivencia celular en células

epiteliales malignas (de cancer de mama y cabeza y cuello)*.

RHBDF2/
iRhom2

Se localiza en la membrana del ret. end. y, principalmente, en el Golgi. Interactia con TACE
promoviendo su translocacion desde el ret. end. al Golgi y de alli a la membrana plasmatica
para que clive a TNF y libere su ligando activo (TNFa) activando el EGFR™.

Participa en la patogénesis de la artritis reumatoidea®, la artropatia hemofilica®, el cancer de

. 4 . . . ST}
ovario® y el cancer de es6fago asociado a tilosis** *.

Derlinas

-1,-2,-3

Se localizan en la membrana del ret. end. Participan en el sistema del ERAD para mantener
la homeostasis proteica celular®® *.

Derlina-1 se sobreexpresa en el cancer de mama humano y correlaciona con un alto grado
tumoral y metéstasis ganglionar. Otorga resistencia a la apoptosis por estrés del ret. end.®®. Se
expresa en la superficie de las células tumorales y se ha demostrado que el uso de
anticuerpos especificos dirigidos contra Derlina-1 suprime el crecimiento tumoral®,
Derlina-2 esta asociado a la patogenia del carcinoma hepatocelular, en el cual su
sobreexpresion favorece la proliferacion celular’.

Derlina-3 exhibe caracteristicas supresoras tumorales. La pérdida de su expresion resulta en
una mayor capacidad de proliferacién e invasion metastasica de las células de cancer
colorectal. Ademas, promueve el cambio del metabolismo energético de las células a una

glicolisis anaerdbica (efecto Warburg)”*

Pseudoproteasas sin funcion conocida

RHBDD2

Se localizaria en el ret. end.*’ y/o el Golgi’* . Promueve la proliferacion y la migraciéon
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celular y la respuesta al estrés del ret. end.*® ",

e Involucrado en la patogenia del cancer de mama y el cancer colorectal, donde se lo encuentra
sobreexpresado en estadios tumorales avanzados y se asocia a mal pronostico de evolucion
de la enfermedad, asi como con la resistencia a quimioterapéuticos’® *’. También est4

involucrado en la patogenia de la retinitis pigmentaria familiar’>.

Contintia en la pagina siguiente.

Continuacion de la Tabla 3.

RHBDD3/ e Favorece la apoptosis celular’’ y regula la respuesta inflamatoria aguda atenuando la
PTGA activacion de las células natural killer en el higado, protegiéndolo del dafio por inflamacion
aguda’. Ademas, controla la respuesta autoinmune suprimiendo la sintesis de la IL-6".

e Involucrado en la patogenia de varios tumores humanos. La reduccion o pérdida de su

expresion favorece la transformacién oncogénica en tumores de la glandula pituitaria® "’ y el
cancer colorrectal®.
UBAC2 e Se localiza en la membrana del ret. end. Participa en el sistema del ERAD, en la

ubiquitinacion de proteinas’®, y en el control del almacenamiento de lipidos en la célula™.

e Involucrado en la patogenia de la enfermedad de Behget®® *'.

TMEMI115 e Se localiza en la membrana del Golgi. Participa en el control del trasporte retrogrado de

proteinas (Golgi=> ret. end.) y en su O-glicosilacion®.

1.8 8L GEN RHBDD2 EN EL CANCER DE MAMA

El gen RHBDD? se localiza en la region cromosémica 7q11.23, en el genoma humano. Se
organiza en 5 exones de los cuales el exon II (de 122 pb) estd involucrado en un proceso de
corte y empalme alternativo. Por este proceso se generan dos variantes de ARNm que
codificarian para dos isoformas proteicas (Figura 7 A)*:

> Variante 1: 1756 nucledtidos (nt), no incluye al exon 11, codificaria una proteina de 364

aminoacidos (aa).

g0 Variante 2: 1878 nt, incluye al ex6n I, codificaria una proteina de 233 aa.

Como fue previamente expuesto, RHBDD?2 ha sido clasificado como una pseudoproteasa
con funcion desconocida. Esto se debe a que las proteinas de RHBDD2 no conservan los
aminoacidos clave del sitio catalitico, los cuales se encuentran en los miembros
proteoliticamente activos de esta superfamilia® (Figura 7 B). Asimismo, se desconoce no solo

su localizacidon, sino también su estructura secundaria en humanos. Se presume que las
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proteinas de RHBDD2 poseen dominios hélice alfa que atraviesan las membranas celulares, los
cuales se organizan conformando el ‘dominio romboide’ caracteristico de la superfamilia®. La
localizacion subcelular de RHBDD2 en células humanas no ha sido claramente establecida,

pero en rata y en raton se localizaria en el Aparato de Golgi’> .
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Hasta el momento, los estudios realizados sobre RHBDDZ2 en mamiferos son muy pocos y
variados, limitandose a trabajos en raton (M. musculus), rata (R. norvegicus) y humanos (H.
sapiens).

En el raton se estudio su expresion en los tejidos embrionarios y adultos, particularmente en
el desarrollo de la retina. Se observd que, a nivel transcripcional, Rhbdd2? se expresa en
diversos tejidos del raton tales como: cerebro, rifidn, corazén, ovarios, entre otros. A nivel
proteico Rhbdd2 se encontraria como mondémero en todas las células del organismo adulto y
embrionario. Pero, en la retina Rhbdd2 se encuentra como homotrimero en los segmentos
externos de los conos del adulto. Asimismo, se determind que Rhbdd?2 se localiza en la region
cis del aparato de Golgi. Ademas, se estableci6 una asociaciéon de co-segregacion entre una
mutacion sin sentido en el exon II de Rhbdd?2 y la retinitis pigmentaria familiar’>.

En la rata se estudio la expresion de Rhbdd? durante el desarrollo embrionario y en los
tejidos adultos. En los estadios embrionarios, los niveles de Rhbdd?2 son variables, se detectan a
partir del dia 16 y se van incrementando hasta el dia 20, manteniendo elevada su expresion en

diversos tejidos del adulto”

El primer estudio sobre RHBDD?2 en humanos fue realizado por Abba et al. (2007) mediante
analisis de SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) de CDIs humanos. En dicho estudio se
describio por primera vez a RHBDD2 como sobreexpresado en CDIs, en pacientes con
metéstasis ganglionar y con recurrencia de la enfermedad®. Posteriormente, se determind que
la sobreexpresion de RHBDD?2 en CDIs seria resultado de eventos de amplificacion génica de
la regién 7q11.23%.

Recientemente, se demostr6 que RHBDD2 se encontraria sobreexpresado en estadios
avanzados del cancer colorectal y que estaria involucrado en la respuesta celular al estrés del
ret. end., mediante la regulacion de la expresion de los genes involucrados en este proceso (ej.:

BiP, IREI, ATF6)*.

Estas observaciones permiten inferir que RHBDD?2 tendria un papel importante en la
patogenia del cancer de mama, pudiendo ser considerado un biomarcador con relevancia
para el pronostico de la enfermedad, asi como un posible blanco terapéutico.

Es por ello que en este trabajo de tesis doctoral se estudia la biologia de RHBDD? y su

relevancia en el cancer de mama humano.
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@ BJETIVOS

1.9 OBseTIVOS

@bjetivo general

(3 Determinar la relevancia y el rol funcional de RHBDD?2 en las células epiteliales

normales y de cancer de mama.

@bjetivos particulares

(3 Analizar la expresion de los genes de la superfamilia Romboide en lineas celulares
de cancer de mama, en muestras de tejidos normales y de carcinomas ductales
infiltrantes humanos.

(3 Caracterizar la expresion de RHBDD?2 a nivel transcripcional y proteico en células
epiteliales de cancer de mama.

£ Analizar las variantes de empalme alternativo de RHBDD?.
%) Determinar la localizacion subcelular de RHBDD2.

(3 Analizar las consecuencias del silenciamiento in vitro de RHBDDZ2 en lineas
celulares de cancer de mama, sobre la respuesta gendmica, la proliferacion celular y
la capacidad de adhesion de las células a la matriz extracelular.

(3 Evaluar la respuesta transcripcional de RHBDD?2 ante estimulos de estrés celular en
lineas celulares de cancer de mama.

(3 Caracterizar la expresion de Ribdd?2 en un modelo de diferenciacion celular normal

mamario murino.
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®ltATERIALES Y METODOS

2.1 @KUESTRAS DE TEJIDOS MAMARIOS HUMANOS NORMALES Y

NEOPLASICOS

Se estudiaron 126 muestras de mama humanas (14 tejidos normales y 112 carcinomas
ductales infiltrantes) obtenidas del Hospital Provincial Neuquén Dr. Eduardo Castro Rendon
(Neuquén Capital, Provincia de Neuquén). En todos los casos se obtuvo el consentimiento
informado de las pacientes y los procedimientos para la obtencion de las muestras se realizaron
siguiendo las directrices de la Declaracion de la Asociacion Médica Mundial de Helsinki
(Finlandia, 1964). Ademas, el uso de muestras de origen humano fue aprobado por el Comité
de Bioética de la Facultad de Ciencias Médicas de la UNLP (protocolo de referencia N°0800-
017399/13-000).

Los carcinomas primarios, incluidos en el estudio, provinieron de mujeres de entre 29 y 86
afios de edad. Los datos clinicos e histopatologicos se obtuvieron de los registros clinico-
patologicos de las pacientes. El estadio tumoral fue establecido al momento del diagnostico
(estadios I, II, III), asi como el grado histolégico tumoral (bajo, intermedio, alto) y el grado
nuclear (grado I, II, III). La definicion del estadio se realizé siguiendo la clasificacion
establecida por The American Joint Committe on Cancer Staging System for Breast Cancer™.

También se considero el estatus de los receptores: RE, RP y HER2.

2.2 GULTIVO DE LINEAS CELULARES HUMANAS Y DE RATON

2.2.1 Lineas celulares humanas de cincer de mama

Para los estudios in vitro se trabajo con células del tipo epitelial, correspondientes a las
lineas celulares de cancer de mama humanas: MCF7, T47D, ZR75 y MDA-MB-231. Estos
modelos celulares expresan los receptores RE, RP y HER2, excepto la linea celular MDA-MB-
231 que es considerada un modelo de cancer de mama triple negativo, pues no expresa ninguno

de los receptores antes mencionados.
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Respecto a la clasificacion de los subtipos intrinsecos del cancer de mama, las lineas
celulares MCF7, T47D y ZR75 presentan caracteristicas del subtipo Luminal, mientras que la
linea MDA-MB-231 se caracteriza como subtipo Basal.

Las células fueron cultivadas en placas de vidrio de 10 mm®, en placas de 6 pocillos y/o en
laminillas de vidrio de 1 cm?, con medio de cultivo RPMI 1640 (Sigma, USA) suplementado
con 10% (v/v) de suero fetal bovino (FBS, Gibco, USA), 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml
de estreptomicina, en estufa de cultivo a 37 °C y 5% de CO,.

Segun el ensayo al que estuvieran destinadas, las células se cosecharon para la extraccion y
purificacion del ARN total y proteinas. Por otra parte, las células cultivadas en laminillas se

fijaron con formol al 4% o acetona, para su posterior utilizacion.

2.2.2 Modelo de diferenciacién celular de glandula mamaria “normal” de ratén

La linea celular HC11 deriva de la linea celular epitelial COMMA-1D y exhibe un fenotipo
normal de mama de ratbn BALB/c. Mantiene funciones especificas de diferenciacion de la
glandula mamaria bajo la dependencia de hormonas lactogénicas como la prolactina (PRL) y la
dexametasona. En respuesta al estimulo de estas hormonas, las células expresan una diversidad
de proteinas tales como la B-caseina, la cual es utilizada como indicador de diferenciacion del
modelo celular. Entre las hormonas lactogénicas, la PRL es la que estimula la expresion de f3-
caseina de manera inmediata y fuerte, tanto a nivel d¢ ARNm como de proteina *> .

Debido a que la glandula mamaria sufre un proceso de crecimiento y diferenciacion

complejo, éste modelo celular resulta muy util y adecuado para estudiar dichos procesos en un

contexto celular normal y con un sistema controlado.

Las condiciones de cultivo fueron las siguientes: se utilizd6 medio RPMI-1640 (GIBCO,
USA), con 10% de suero fetal bovino (GIBCO), 1% de penicilina/estreptomicina (Invitrogen,
USA) y 5 pg/ml de insulina (Sigma, USA). Las células se cultivaron en placas de plastico de
100 mm (Nunc), en estufa a 37 °C y 5% de CO,. Se mantuvieron durante 3 dias al 100% de
confluencia hasta alcanzar el estado de competencia. Se indujo el proceso de diferenciacion
celular por tratamiento con la hormona PRL durante 3 dias. Las células se recolectaron por
tripsinizacion en las fases de proliferacion, competencia y diferenciacion. Se purificé el ARN
total y fue almacenado a -20 °C (Figura 8).

También, se cultivo la linea celular HC11 en su estadio de proliferacion, sobre laminillas de

vidrio de 1 cm?, usando medio de cultivo DMEM D7777 (Sigma, USA) suplementado con 10%
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(v/v) de suero fetal bovino (FBS, Gibco, USA), 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de
estreptomicina, en estufa de cultivo a 37 °C y 5% de CO,. Las células fueron fijadas con formol

al 4%.

Cultivo y diferenciacién celular > PRL

HC11 HC11 HC11 HC11
proliferando 100% confluencia competentes diferenciadas

Cosecha de células

Aislamiento y Bl 5l
purificacion de ARN | ,

v

N

Figura 8. Esquema del procedimiento de trabajo para el analisis de la expresion génica de Rhbdd2 en el

Analisis
de la
expresion génica

modelo celular de mama de raton ‘normal’, HC11. Las células se cultivaron y cosecharon en distintos estadios
para el aislamiento de ARNm y proteinas. Para que las células alcancen el estadio de diferenciacion deben ser
inicialmente cultivadas hasta el 100% de su confluencia y mantenidas en este estado por tres dias, a fin de que
alcancen el estadio de competencia. Luego se cultivan con un medio suplementado con la hormona PRL por 3
dias. La PRL actia como estimulo de diferenciacion. Al cabo de esos 3 dias se obtienen células diferenciadas,

secretoras de proteinas de la leche como B-caseina.
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2.3 @NALISIS DE LA EXPRESION DEL ARNm DE RHBDD2? Y GENES

ASOCIADOS

2.8.1 @islamiento de ARN a partir de lineas celulares y muestras tisulares

A partir de los cultivos celulares y de las muestras tisulares, se aisl6 el ARN total usando
TRI Reagent® (Ambion, USA) siguiendo el protocolo propuesto por el fabricante, con algunas
modificaciones segiin Cox et al. (2006)*”. El protocolo de extraccién y aislamiento de ARN
total se describe a continuacion:

o A partir de células de cultivo. Se quitd el medio de cultivo de las células, se agregd
entre 500 a 1000 pl de TRI Reagent y se homogeneizo hasta levantar completamente las células
de la placa. El homogenado se trasvas6 a un tubo Eppendorf de 1,5 ml libre de RNasas. Se
agregd cloroformo y se centrifugd para la separacion de fases. La fase acuosa superior, que
contiene el ARN total, fue separada en un nuevo tubo donde se precipitdo el ARN total con
isopropanol. Luego se lavo el ARN con etanol al 75% y se dejo secar en estufa a 37 °C.
Finalmente, el ARN fue resuspendido con agua libre de RNasas y se almacend a -70 °C.

e A partir de muestras de tejidos almacenados en RNAlater (Life Technologies, USA). Se
retiré el RNAlater de los tubos Eppendorf de 1,5 ml libres de RNasas y se agregaron 800 ul de
TRI Reagent. Se disgregd la muestra de forma mecénica con el equipo Polytron PT 1200 CL
(Kinematica, Switzerland). Luego se agregd cloroformo y se continud con el centrifugado para
la separacion de fases. La fase acuosa se separd en un tubo nuevo y se continud con la técnica
como en el punto anterior.

o A partir de muestras de tejidos incluidos en parafina. Se obtuvieron laminas de 10 pm
de espesor a partir de muestras tisulares incluidas en parafina. Las laminas se colocaron en
tubos Eppendorf de 1,5 ml libre de RNasas, donde se digirieron con 800 pl de TRI Reagent y
100 pl de Proteinasa K (10 mg/ml). La digestion fue realizada en bafio térmico incubando a 55
°C por 1 h. Luego se elevo la temperatura a 70 °C por 10 min (para inactivar la enzima). Se
agrego cloroformo y se centrifugd para la separacion de fases. Se continu6 con la técnica segiin

lo descripto anteriormente.
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2.3.2 Determinacion de la cantidad y calidad del ARN total aislado

Se determind para cada muestra la concentracion del ARN total aislado y su pureza (segun
la relacion A260/280). Para ello se utilizaron los equipos: Qubit™ 2.0 Fluorometer (Life
Technologies, USA) y NanoDrop Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA).

Posteriormente, se evalud la integridad del ARN total aislado mediante el método de
electroforesis en gel de agarosa desnaturalizante de ARN. Este método permite la visualizacion
de las bandas correspondientes al ARNr 28S y 18S, cuando el ARN no ha sufrido degradacion
(Figura 9). La corrida electroforética se realizo en un gel de agarosa al 1,2% con solucién
MOPS al 1%. Previo a la siembra, el ARN se mezcl6 con solucion MOPS 5X, formaldehido y
formamida; y se incubo a 65 °C por 10 min en calor seco. La corrida electroforética se realizo a
un voltaje de 5 v por centimetro de longitud del gel, en la cuba de electroforesis HoeferTM HE
33 Mini Horizontal Submarine Unit (Amersham Biosciences, Reino Unido). Posteriormente, el
gel se sumergid en bromuro de etidio por 20 min y la visualizacion de las bandas se realizé con

un transiluminador de luz UV.

Figura 9. Gel desnaturalizante

de ARN. Se observan las bandas

= ] 4= ARNr 285 correspondientes al ARNr 28S y
18S en las lineas celulares de

cancer de mama MCF7 y T47D
4= ARNr 18S

(calles 1 y 2) y en una muestra de

carcinoma mamario (calle 3).

2.3.3 %trotranscripcién del ARNm

Se obtuvo ADN copia (ADNc) a partir del ARN total utilizando la retrotranscriptasa
SuperScript™II First-strand Synthesis System (Life Technologies, USA), de acuerdo al
protocolo propuesto por el fabricante.

Inicialmente, el ARN total se trat6 con la enzima DNase I (Life Technologies, USA) para la
digestion del ADN que pudiera encontrarse contaminando el ARN. Luego, se detuvo la
actividad de la enzima agregando EDTA (25 mM) y se procedi6 a la sintesis de la primera
hebra de ADNc agregando, en primera instancia, Oligo dT».13 (100 pmol/pul) y dANTPs (10 mM)

al ARN total (tratado con DNase I) e incubando a 65 °C por 5 min. Luego, se agrego la enzima
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retrotranscriptasa Super Script I, su solucion de reaccion 5X First Strand Buffer y DTT (0,1
M), incubandose a 42 °C por 2 h. Finalmente, se inactivd la retrotranscriptasa elevando la

temperatura a 70 °C por 15 min. El ADNc se almacend a -20 °C.

2.8.4 %acci(m en cadena de la polimerasa Cuantitativa en Tiempo Real

La cuantificacion de los niveles de expresion del ARNm se realiz6 mediante RT-PCR
cuantitativa en tiempo real. Para ello se utiliz6 ADN Taq polimerasa (Life Technologies, USA)
y el fluorocromo EvaGreen Dye (Biotium, USA). Se emplearon tiras de 8 tubos de PCR Strips
Tubes and Caps (Axygen, Corning Life Sciences, USA). Las mediciones se llevaron a cabo con
el equipo Stratagene MX3000PTM Real-Time PCR System y los datos fueron recogidos por el
programa Stratagene MX3000PTM Real-Time PCR Software (Stratagene, Agilent
Technologies, USA).

La solucion de reaccion se realizd a un volumen final de 25 ul, segin se describe a
continuacion: 2,5 pl de Reaction Buffer 10X (Life Technologies, USA), 2,5 pl de dNTPs (2
mM), 1 pl de MgCl, (50 mM), 0,6 pl de cebadores (12,5 pmol/ul), 0,8 pl del fluorocromo
EvaGreen, 0,5 pl de la enzima Taq polimerasa, 5 a 10 pl de ADNc y H,O hasta alcanzar el
volumen final.

Los perfiles térmicos de ciclado fueron programados de la siguiente manera:

1°- una desnaturalizacion inicial de 5 min a 95°C,

2°- 40 ciclos de: 40 s a 95 °C, 30 s a la temperatura de hibridacion descripta en la Tabla 4
(especifica para cada par de cebadores) y 30 s a 72 °C,

3°-un ciclo final de 95 °C por 1 min, 55 °C por 30 s y 96 °C por 30 s.

Los cebadores utilizados en este trabajo de tesis (ver tabla 4) fueron disefiados de modo que
se localicen en exones colindantes. El disefio de los cebadores se llevd a cabo con los

programas Primer-blast (NCBI-NIH, USA, www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) vy

Unipro UGENE 1.14.1 (www.ugene.unipro.ru/)*.

Las reacciones de RT-PCR cuantitativa fueron realizadas por triplicado para cada gen y
muestra estudiada. Se utiliz6 al transcripto del ARNri8S como ARNm de referencia
(normalizador) para el calculo de la expresion relativa de los productos de interés. Los valores
de expresion relativa de los genes fueron obtenidos mediante las ecuaciones que se presentan a
continuacion®’.

Primero se calculd la diferencia de Ct usando la formula:
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dCt = Ct (gen de estudio) — Ct (gen de referencia)
Posteriormente se calculo la expresion relativa para cada gen mediante la formula:

R = 2(_dCt)

Los valores obtenidos para cada gen y cada muestra fueron cargados a una planilla de datos
en el programa SPSS Statistics 17.0, con el cual se realizo el andlisis estadistico teniendo en

cuenta las caracteristicas histopatologicas de las pacientes incluidas en el estudio.

Tabla 4. Lista de cebadores humanos y murinos, utilizados en el estudio.

Cebadores para transcriptos humanos

Gen Cebador Sentido (5- 3") Cebador Antisentido (5'-3") Amplicon T° Hibridacion
RHBDDI GCACCCAGGAACTATGACACG TCTGGTGAGAGATGAAACCCG 137 pb 55°C
RHBDD? GGTGTTTGGCATGGTTGTG CGATGGAATAGCAGTAGGTGA 146 pb 56°C
RHBDD3 GCACCATGGCTGTCCAAGT AACCAACAGTGACACGGCAC 135 pb 55°C
RHBDF1 CAGGCTGGCACCGCATAGCC GCCGAACTGGGAGCCAGCAG 116 pb 55°C
RHBDF2 GGCAACCTCGCCAGTGCCAT GGCCTTCCAGGGCCTCTCCA 135 pb 55°C
RHBDL1 ACCGTCTCCATCACCGACA GCACCATCCTCAGCAACTTGT 139 pb 55°C
RHBDL?2 TGTTGGACATGGGATTTGCTC CACCGTGTAGCCAATGGACA 119 pb 50°C
RHBDL3 ATTGGGCTTGTCTACGTGGC GATAGGCCGACGGGTGGAA 250 pb 60°C
PARL CGCCATGGATACAGCAGGA CACTAGCGGCTCCCTGTTCTT 136 pb 52°C
PAGES TTCCCAGCCAGTTGGACCT CCATCTCCAGGTGCATCCTC 201 pb 63°C
CALCA CCCAGAAGAGAGGCCTGTGACA CTTCACCACACCCCCTGATC 83 pb 57°C
NEURL CATCACGCAGATCCGCATC CAGGCTCACTGGCGAATTG 199 pb 55°C
CHOP AGCCAAAATCAGAGCTGGAA TGGATCAGTCTGGAAAAGCA 104 pb 55°C

Cebadores para transcriptos murinos

Rhbdd2 TGGTGTTCGGTGTGGTGGT GCCATAGGACAGGCCAATCA 125 pb 53°C

Csn2 ACTCTCAAATCCCCAGCCTTG GAAGGAAGGGTGCTACTTGCT 180 pb 64°C

Cebadores para el transcripto de referencia (humano y murino)

ARNr18S GTAACCCGTTGAACCCCATT CCATCCAATCGGTAGTAGCG 151 pb 50°C
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2.8.5 &studio de las variantes de empalme de RHBDD?2

Se analizaron in silico las secuencias de ARNm de las variantes de empalme alternativo de
RHBDD?2. Las secuencias fueron obtenidas de la base de datos del National Center for
Biotechnology Information (NCBI - www.ncbi.nlm.nih.gov/) donde se identifican con los

codigos: NM _001040456.1 para la variante 1 y NM_001040457.1 para la variante 2.

Las secuencias de ARNm fueron alineadas entre si a fin de identificar al ex6n Il en el ARNm
de la variante 2. Ademas, se analizaron en busqueda de marcos de lectura abiertos (ORFs -
Open Reading Frames, en inglés) para detectar los sitios de inicio de la traduccion de las
isoformas proteicas de RHBDD?2. Las secuencias de los ORFs se tradujeron a sus aminoacidos
codificantes para obtener las secuencias proteicas, las cuales se compararon con las anotadas en
el NCBI. El analisis se realizé con el programa CLC Main Workbench 7.0 (CLC Bio-Qiagen,
Dinamarca).

Luego, se estudiaron las variantes de empalme del gen RHBDD?2 mediante RT-PCR a punto
final. Para ello se emplearon los cebadores sentido (5’-TGAAGTCCGAGGCCCTT-3’) y
antisentido (5’-CAAAGCGCCAGATGATGATA-3’), disefiados con el programa Primer-blast
(NCBI-NIH, USA). EI cebador sentido es complementario al extremo 3" del exén I y el
cebador antisentido es complementario al extremo 5° del exo6n III, de modo que flanquean al
exon II (Figura 10). La RT-PCR se realizo a un volumen final de 25 pl, usando Taq DNA
polymerase (Life Technologies, USA), en el equipo SPRT001 (Thermo Electron Corporation,
USA). La mezcla de reaccion fue la misma que para la RT-PCR cuantitativa, pero sin incluir el
fluorocromo. El perfil térmico de ciclado fue el siguiente:

1°-una desnaturalizacion inicial de 5 min a 95 °C,

2°-40 ciclosde 40sa95°C,20sa 64 °Cy30sa72°C,

3°- una etapa final de polimerizacion a 72 °C por 3 min.

RHBDD2 - variante 2

100 200 300 4? S00 600 700 800 800 1k 1.1k 1.2k 1.3k 1.4k 1.5k 1.6k 1.7k A8k 1878

Figura 10. Sitios de mapeo de los cebadores disefiados para la amplificacion de las variantes de empalme de

RHBDD?. Los productos de amplificacion que se obtendrian con los cebadores serian de 111 pb para la variante
1 (no incluye el exon II) y de 233 pb para la variante 2 (incluye el exon II de 122 pb). En rosado se indican los

exones y en verde los cebadores. Imagen generada con el programa Unipro UGENE 1.14.1.
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Se trabajo con muestras de ADNc obtenidas a partir de: lineas celulares de cancer de mama
(MCF7, T47D, ZR75 y MDA-MB-231) y muestras de tejidos humanos mamarios normales
(n=11) y CDIs (n=19). Inicialmente, se amplificaron las variantes de empalme en las lineas
celulares de cancer de mama. Los amplicones de RHBDD?2, obtenidos a partir de la linea
celular T47D, fueron secuenciados con la finalidad de corroborar su identidad.

Para ello se realiz6 una RT-PCR a volumen final de 50 ul (para obtener abundante producto de
amplificacion). Los productos de amplificacion se separaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 3% y su visualizacion se realiz6 en transiluminador de luz azul, donde se extrajeron
las bandas correspondientes a las variantes de empalme. Entonces, se procedio a la purificacion
de los amplicones mediante el sistema NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up (Machery-Nagel,
Germany) (Figura 11). El ADN aislado fue secuenciado por Macrogen Latinoamérica
(www.macrogenlatam.com.ar) y los datos de la secuenciacion fueron procesados y analizados

con el programa Unipro UGENE 1.14.1.

Amplificacion de las Aislamiento de las variantes de empalme
variantes de ARNm de RHBDD2 para secuenciacion
[ \, :
300 pb o )
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Figura 11. Esquema del procedimiento de trabajo del aislamiento de los amplicones de las variantes de
empalme de RHBDD?2. Se amplificaron las variantes de empalme mediante RT-PCR a partir de ARNm de la
linea celular T47D. Los amplicones se separaron por electroforesis en gel de agarosa. Los segmentos de gel
conteniendo los amplicones se aislaron y procesaron para la purificacion del ADN, la cual se confirmé mediante
electroforesis en gel de agarosa y visualizacion en transiluminador de luz azul. E1 ADN aislado fue almacenado

para su posterior secuenciacion. V1: variante 1, V2: variante 2.

Confirmada la identidad de los amplicones, se analizoé la expresion de las variantes de
empalme de RHBDD?2 sobre las lineas celulares de cancer de mama, los tejidos mamarios
normales y los CDIs de mama. Se determin6 la presencia/ausencia de los transcriptos en las
muestras y se estimd la expresion relativa de ambas variantes de empalme, en funcion de la
expresion total de RHBDD?2. Para ello, los productos de amplificacion de las variantes de

empalme se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida y se visualizaron mediante
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tincion con nitrato de plata. Los geles fueron escaneados y las imdgenes se procesaron y

analizaron en el programa ImageJ (www.imagej.nih.gov/ij/). Se midi6 la densidad de las

bandas de las variantes de empalme de RHBDD2 en cada muestra, se sumaron entre si (para
determinar el valor de expresion total de RHBDD?2) y luego se relativizé la densidad de cada
variante de empalme respecto del valor de expresion total. Se interpret6é la densidad de las

bandas como el nivel de expresion del ARNm.

2.3.6 QOisualizacién de los productos de RT-PCR mediante electroforesis en geles de

agarosa y de poliacrilamida

La visualizacion de los productos de amplificacion por RT-PCR se realiz6 mediante
electroforesis en geles de agarosa al 2% y poliacrilamida al 6%.

Para los geles de agarosa se prepard una solucion con 2g de Agarosa D1-LE (Genebiotech,
Argentina), 5 ml de TBE 5X, 0,2 ul de GelGreen™ Nucleic Acid Gel Stain 10000X (Biotium,
Canadd) y agua destilada hasta alcanzar el volumen final de 100 ml. La electroforesis se realizo
en la cuba HoeferTM HE 33 Mini Horizontal Submarine Unit (Amersham Biosciences, Reino
Unido). Para la visualizaciéon de los productos de amplificacion se utilizo el equipo Safe
Imager' ™ Blue-Light Transilluminator (Invitrogene, USA).

Los geles de poliacrilamida se prepararon a volumen final de 10 ml utilizando: 6 ml de H»O,
2 ml de TBE 5X, 2 ml de Acrilamida 19:1, 100 ul de APS 10% y 10 pl de TEMED. La corrida
electroforética se llevo a cabo en la cuba de electroforesis miniVE Vertical Electrophoresis
System (Amersham Biosciences, Reino Unido). La visualizacion de las bandas se realizo
mediante el protocolo de tincién rapida con nitrato de plata, adaptado de Creste ez al. (2001)”,
segun se describe a continuacion. Brevemente, los geles fueron fijados con etanol al 10% por
10 minutos y luego se trataron con 4cido nitrico al 1% por 3 min. Posteriormente, se sumergio
el gel en una solucion acuosa de AgNO; al 0,2% por 20 minutos, manteniéndolo en
condiciones de oscuridad. Finalmente, se prepar6 una solucion de carbonato de sodio al 3% en
H,O destilada, con 54 pul de formaldehido (40%) en la cual se sumergio el gel y se mantuvo en
agitacion hasta la aparicion de las bandas. La reaccion se cortd con acido acético glacial al
10%. Los geles se lavaron con H,O destilada y fueron almacenados a posteridad entre laminas

de papel celofan transparente.
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2.4 @ISLAMIENTO, PURIFICACION Y ANALISIS DE PROTEINAS

2.4.1 @islamiento de proteinas a partir de lineas celulares y muestras tisulares

Las proteinas se aislaron usando TRI Reagent® (Ambion, USA) siguiendo el protocolo
propuesto por el fabricante, a partir de los cultivos celulares y de las muestras tisulares
normales y neoplasicas.

Se inicid con el protocolo de extraccion y aislamiento del ARN (como se describio
anteriormente). Luego de quitar la fase superior (con ARN), a las fases intermedia e inferior se
les agregd etanol (100%) para separar las proteinas del ADN mediante centrifugacion. El
sobrenadante, que contiene las proteinas, fue colocado en un tubo Eppendorf de 1,5 ml, al cual
se le agregd acetona y se centrifugd para la precipitacion de las mismas. El precipitado fue
lavado inicialmente con una solucion de clorhidrato de guanidina 0,3 M en etanol 95% +
glicerol 2,5% (v:v), y posteriormente con una solucion de etanol 100% + glicerol 2,5% (V:V);
centrifugando entre lavados. Finalmente, se dejo secar el precipitado a 37 °C.

Las proteinas se resuspendieron en una solucion de PBS (phosphate buffered saline, en

espanol, tampon fosfato salino) con inhibidor de proteasas y se almacenaron a -20 °C.

2.4.2 @nélisis de la expresion proteica de RHBDD2 mediante Western-blot

Se evalu6 la expresion proteica de RHBDD2 mediante western-blot, utilizando el anticuerpo
primario policlonal anti-RHBDD2 (TA306891, Origene, USA) y el anticuerpo secundario anti-
IgG de conejo (Dako, Dinmarca). La secuencia antigénica reconocida por el anticuerpo anti-
RHBDD2 es: SLMRRISVFKYVSGSSAERRAAQSRKLNPVPGSYPTQSCHPHLSPSHPVS,
la cual se encuentra localizada en la region carboxilo terminal de ambas isoformas proteicas de
RHBDD?2.

Los purificados proteicos se sembraron en geles de SDS-PAGE de dos fases y se sometieron
a electroforesis en condiciones reductoras. Se utilizd6 una mezcla de siembra de SDS, 2-
mercaptoetanol, glicerol y Tris-HCI. Las proteinas fueron transferidas