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El cancer de mama es un problema de salud a nivel mundial y aunque existen diversos tratamientos para
combatirlo, muchas veces éstos no suelen tener éxito. Como el caso de la quimioterapia en la cual diversas
moléculas regulan la generacidn de resistencia a farmacos. Entre estas moléculas se encuentran las
pertenecientes a la familia de los ABC, por lo que se analizo el perfil génico de expresién de ABCC1 mediante
RT-qPCR de las lineas celulares de mama MCF-10A (no tumoral), MCF-7 (luminal-A) y MDA-MB-231 (triple
negativo) en donde se observé una elevada expresion en la linea MCF-7 y MDA-MB-231 al ser comparadas
con la linea MCF-10A, ademas se realizdé un analisis bioinformatico en las plataformas UALCAN y cBioPortal
las cuales permitieron analizar el perfil de expresién de ABCC1 en muestras tumorales y no tumorales de
mama, donde se encontré que la expresion de ABCC1 es diferencial en CaMa. Finalmente, se realizdé un
analisis de sobrevida en donde se encontré que la expresion de ABCC1 no es un candidato a ser un marcador
prondstico en CaMa. En conclusién, ABCC1 es un transportador cuya expresién se altera en cancer y puede
estar relacionada con el desarrollo de quimiorresistencia.

ABSTRACT

Breast cancer is an important health problem in the worldwide, although there are several options for the treatment of
breast cancer, many times are unsuccessful; for example chemotherapy. In chemoresistance, a wide variety of molecules are
involved, including ABC transporters. In this work, the gene expression of ABCC1 in breast cancer cell lines MCF-10A (non-
tumorous), MCF-7 (luminal-A) y MDA-MB-231 (triple negative) was analyzed and a high expression in MCF-7 and MDA-MB-
231 cell lines was detected. Also, a bioinformatic analysis on the UALCAN and cBioPortal platforms was developed, changes
in the ABCC1 expression were observed. Finally, a survival analysis showed no prognostic potential of ABCC expression in
breast cancer. In conclusion, ABCC1 is a transporter with altered expression in cancer and may be related to the development
of chemoresistance.
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Introduccién

El cdncer de mama (CaMa) actualmente ocupa el segundo lugar
en incidencia y mortalidad a nivel mundial segin datos del
GLOBOCAN, se caracteriza por la proliferacion descontrolada de
células epiteliales que revisten los conductos mamarios
formando una masa tumoral, su desarrollo estd relacionado a
diversos factores que se clasifican en modificables dentro de los
cuales se encuentran el consumo del alcohol, la obesidad, la
exposicidon a radiacién asi como la exposicion a hormonas
exdgenas por otro lado, se encuentran las factores no
modificables, en éstos se detallan a la edad, la predisposicion
genética y las exposiciones endégenas.

Una de las cldsicas maneras de clasificar al CaMa es en relacién
a los receptores de membrana presentes en las células,
agrupando a los casos en Luminal (A 6 B), el luminal B puede
catalogarse en B/HER2+ y B/HER2-, finalmente un tipo tumoral
agresivo denominado triple negativo. La segunda clasificacion
considera los aspectos histolégicos del tumor, separandolo en
carcinoma ductal y carcinoma lobulillar, pudiendo ser in situ o
invasivo (Feng, et al., 2018; Palmero, et al., 2021; GLOBOCAN
2022; Izquierdo, et al., 2022).

Existen diferentes tratamientos para el CaMa, entre los cuales se
encuentra la terapia hormonal, los anticuerpos monoclonales, la
radioterapia y la quimioterapia, la asignacién de estos va a
depender de la clasificacién que tenga el tumor. Se han
identificado diversas moléculas que juegan un papel importante
en el desarrollo de resistencia al tratamiento con quimioterapia,
entre estas moléculas se encuentra la familia de moléculas
conocidas como proteinas ABC (ATP-bliding casette) (Sajid, et al.,
2023).

En 2020 Low y colaboradores demostraron que,
especificamente la molécula ABCC1 se encuentra involucrada en
la proliferacién de celulares tumorales de CaMa usando la linea
celular MDA-MB-231. Dado a que investigaciones anteriores han
reportado a ABCC1 relacionado como uno de los participes
responsables de generar quimiorresistencia, se evalud Ila
expresién génica de ABCC1 en las lineas celulares MCF-10A,
MCF-7, MDA-MB-231 y en muestras de cancer de mama para
dilucidar la potencial relacion del gen en mencién con la
presencia de CaMa y quimiorresistencia intrinseca en este tipo
de cancer.

Materiales y Métodos

Se realizé un estudio de tipo observacional en el que se
incluyeron muestras de CaMa a partir de repositorios
digitales, ademas un andlisis de expresidén génica fue realizado
en lineas celulares de CaMa, utilizando como control a células
epiteliales no tumorigenicas de la glandula mamaria (linea
celular MCF-10A) y como grupos de estudio, a una linea
celular con caracteristicas de adenocarcinoma mamario
luminal A de crecimiento adherente y/o suspensivo (MCF-7) y
una linea celular de adenocarcinoma mamario triple negativo
con crecimiento adherente (MDA-MB-231).

Analisis bioinformatico
En la base de datos UALCAN
(https://ualcan.path.uab.edu/analysis.html) se analizé el
perfil de expresion génica de ABCC1 en muestras tumorales y
no tumorales de CaMa.

A partir de la base de datos cBioPortal
(https://www.cbioportal.org/), se identificaron los niveles de
expresion génica de ABCC1 en muestras de CaMa en relaciéon
a su diagndstico molecular e histolégico. En la plataforma The
Human Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org/) se
determind la relacién del nivel de expresién de ABCC1 con la
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supervivencia de pacientes diagnosticados con CaMa.
Cultivo celular

Las lineas celulares MCF-10A, MCF-7, MDA-MB-231 fueron
cultivadas en el medio de cultivo DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium) alto en glucosa suplementado con 10% de
suero fetal bovino y 1% de antibidtico/antimicético en el
Laboratorio de Investigaciéon en Biomedicina Molecular de la
Facultad de Ciencias Quimico Bioldgicas de la Universidad
Auténoma de Guerrero.

Extraccion de RNA y RT-qPCR

Para la extracciéon de RNA total a partir de extractos celulares,
se utilizé el reactivo TRIzol®. La extraccién se realizé de
acuerdo a las instrucciones descritas por el fabricante y se
cuantificé considerando una absorbancia de 260/280 en el
espectrofotémetro Nanodrop 2000c (Thermo Scientific).

Posteriormente, se llevéd a cabo una retrotranscripcién
utilizando 500 ng de RNA total y realizando diluciones a
100ng/uL del cDNA obtenido; la expresidon relativa del gen
ABCC1 se determiné mediante gPCR, para la deteccidén de la
fluorescencia de las reacciones se utilizé el equipo Real Time
System CFX95 (BIO RAD, Foster City, California, USA),
utilizando el kit PCR Master mix Power SYBR® Green de
Applied Biosystem., en un volumen total de 25 plL, el cual
consistié en: 1X SYBR Green, 200ng de cDNA, 2 uM de primers
sentido y antisentido ABCC1 (Grewal, et al., 2017) y agua libre
de RNAsas.

La gqPCR se realizé utilizando las siguientes condiciones: 95 °C
por 10 min, 40 ciclos de 95 °C por 20 s (desnaturalizacion)
seguido de 60°C por 20 s (alineamiento) y para la extension 60
°C por 50 s. Utilizando como control endégeno al gen GAPDH
para normalizar los datos. Cada reaccidon se realizé por
triplicado, considerando los datos de cada triplicado que
resultaron con una diferencia menor a 1 Ct. Todas las
mediciones se realizaron en triplicados independientes.

Analisis estadistico

El nivel de expresién de ABCC1 se determind utilizando el
programa GraphPad Prism (v.5.0; GraphPad Software, Inc., La
Jolla, CA, EE.UU). Las diferencias en la expresion del gen de
interés (ABCC1) en lineas celulares de cancer de mama se
calcularon utilizando prueba ANOVA.

Resultados y Discusion

El gen ABCC1l se encuentra sobreexpresado en la linea
celular MCF-7

Para conocer el perfil de expresion génica de ABCC1 en lineas
celulares de cancer de mama se realizé el método 2-ACt a
partir de los datos obtenidos mediante RT-qPCR; se encontré
que, existe una expresion génica con un valor en la media de
61.33 unidades para el caso de MCF-7 y de 51.64 para MDA-
MB-231 que al ser comparados con la linea celular MCF-10A,
sin embargo el nivel de expresidén en estas lineas celulares no
mostré tener diferencias significativas al realizar el analisis
estadistico (Figura 1).

El resultado localizado en las lineas celulares de CaMa puede
ser reflejo de diferentes variables causales, si bien, la menor
expresion de ABCC1 se localiza en la linea celular MCF-10A,
que representa la linea celular no tumoral; la expresion
localizada en las lineas tumorales muestra una importante
variabilidad entre réplicas, lo que puede ser explicado por el
numero de pases a los cuales cada linea celular ha sido
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expuesta, ya que se ha descrito que a medida de que el
numero de pases aumenta la permeabilidad celular también
lo hace, lo anterior puede ser relacionado con alteraciones en
la expresién de proteinas de membrana, como es el caso del
transportador ABCC1 (Weinskirchen et al., 2023).
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Figure 1. ABCC1 expression in breast cancer cell lines. Figura 1. Expresion
génica de ABCC1 en lineas celulares de cdncer de mama. Se muestra la
expresion relativa de ABCC1 en las lineas tumorales MCF-7 y MDA-MB-231
en relacion a la linea MCF-10A.

Expresion génica de ABCC1l en muestras de cancer y no
cancer

Al realizar la comparativa en la expresion génica de ABCC1 se
encontré que tras la determinacidon correspondiente a 1097
muestras de mama tumorales y 114 muestras de mama no
tumorales, la expresién de ABCC1 muestra una tendencia al
incremento en muestras de tumor (Figura 2).

Expresion de ABCC1 en BRCA
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Figure 2. ABCC1 expression in tumoral and no tumoral clinicals samples.
Figura 2. Expresién de ABCC1 en muestras tumorales y no tumorales. Se
observa la expresién relativa de muestras tumorales y no tumorales de
mama en la plataforma UALCAN. p= 2.66x10"°

Un reporte previo en muestras clinicas de mama detallé de
manera similar a lo aqui mostrado, que el nivel de expresidon
del gen ABCC1 incrementa en el grupo de muestras tumorales
Makuch-Kocka et al.,, (2023); lo anterior pudiera ser
relacionado al papel descrito para ABCC1 en regular
proliferacién celular (Pifieiro et al., 2011) un mecanismo clave
en el desarrollo de cancer.

La expresion génica de ABCC1 muestra un patréon
heterogéneo de acuerdo al fenotipo en CaMa.

El andlisis en la plataforma c-Bioportal permitié identificar
que de acuerdo al diagndstico histolégico, la expresion génica
de ABCC1 es diferencial y que en general, de acuerdo al
fenotipo particular de cancer, la expresion del gen que
codifica para el transportador puede ser similar al localizado
en tejido de mama clinicamente sano, de manera interesante,
la mayor expresiéon de ABCC1 se encuentra en el grupo de
carcinoma lobular invasivo (Figura 3).
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En relacién a lo anterior, previamente ha sido demostrado
que la expresion de ABCC1l es mayor en muestras de
carcinoma ductal invasivo en comparacién con celulas
mamarias normales (Balaji et al., 2016).

§

Figure 3. ABCC1l expression in breast cancer according to histology
diagnosis. Figura 3. Expresion de ABCC1 en muestras de cancer de mama de
acuerdo al diagndstico histolégico. Se muestra el nivel de expresiéon de
ABCC1 en muestras de cancer de mama de acuerdo al diagndstico
histolégico. Valor de p=3.84x107°

Expresion génica de ABCC1 en muestras tumorales con Dx.
Molecular.

Posterior al andlisis centrado en el diagndstico histolégico, en

la misma plataforma de c-Bioportal, se detallé que, de manera
similar a lo encontrado en los grupos de diagndstico
histolégico, la expresién de ABCCl es diferencial si se
considera el genotipo de las células, donde la presencia del
receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
parece coadyuvar al incremento de la expresién del
transportador ABCC1 (Figura 4).
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Figure 4. ABCC1l expression in breast cancer according to molecular
diagnosis. Figura 4. Expresion de ABCC1 en muestras de cancer de mama de
acuerdo al diagndstico molecular. Se muestra el nivel de expresién de ABCC1
en muestras de cancer de mama de acuerdo al diagndstico molecular.
p<0.0001.

Los resultados obtenidos se asemejan con los reportados por
Makuch-Kocka y colaboradores (2023) quienes mencionan
que los niveles de ABCC1 son mas altos en pacientes con un
receptor de estrégenos (ER) negativo, debido posiblemente a
que la negatividad en la expresion de ciertos transportadores
puede ser indicio de un mayor numero de alteraciones
genéticas en otros transportes.

Analisis de sobrevida en pacientes con cancer de Mama

Finalmente, un andlisis de sobrevida fue realizado en la
plataforma The Human Protein Atlas, para explorar la relacion
de la expresion de ABCC1 en pacientes con cancer de mama
con el potencial prondstico de supervivencia, se pudo
constatar que, a pesar de que no existen diferencias
estadisticamente significativas (p=0.36), es notable que la baja
expresion de ABCC1 confiere mayor probabilidad de muerte
tras 4-5 afos de seguimiento, sin embargo, un
comportamiento opuesto ocurre tras 10 afios de seguimiento
(Figura 5).

Un analisis de sobrevida ha sido reportado previamente por
Yamada y colaboradores (2018), quienes demostraron que un
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alto nivel de expresién génica de ABCC1 se relaciona con un
mal prondstico en pacientes con cancer de mama tras ocho
afios de seguimiento. Las ligeras diferencias entre el reporte
en cuestidon y el presente trabajo, puede ser resultado del
tamafio muestral, asi como de los estadios de cancer incluidos
en el andlisis.
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Figura 5. Survival analisys in relation with ABCC1 expression in breast cancer.
Figura 5. Analisis de sobrevida en cancer de mama en relacién a la expresion
de ABCC1l. Se muestra el comportamiento de la sobrevivencia de los
pacientes con cancer de mama en relacién al nivel de expresion génica de
ABCC1.

Conclusiones

En conclusiéon, ABCC1 es un transportador cuya expresion puede verse
involucrada con el desarrollo de quimiorresistencia y potencialmente con un
prondstico de los pacientes con CaMa, por lo que es importante ampliar y
profundizar el estudio de la expresiéon de ABCC1 en muestras clinicas,
considerando el suministro de quimiofarmacos para determinar si se trata
de quimiorresistencia intrinseca o adquirida.
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