UNIVERSITAT .:':: Hospital Universitari
ROVIRA i VIRGILI eoo Ssurét Joan

ESTUDI D’ANXA1 | PGE2 EN EL TRACTAMENT
DEL CANCER DE MAMA

CATALINA PRATS LLUIS

TREBALL FINAL DE GRAU DE BIOTECNOLOGIA

Tutor academic: Pere Puigho Avalos, Doctor per la Universitat Rovira i Virgili i
Docent en Biologia Computacional per la Universitat de Turku (Finlandia),

Departament de Bioquimica i Biotecnologia, pedro.puigbo@urv.cat
En cooperacio amb: Hospital Universitari Sant Joan de Reus

Supervisor/s: Meritxell Arenas Prat, cap del Servei d’Oncologia Radioterapica de
I'Hospital Universitari Sant Joan de Reus, meritxell.arenas@urv.cat. Andrea Jiménez

Franco, Doctoranda a URB, andrea.jimenez@alumni.urv.cat

Juny 2023



Catalina Prats
Estudi d’ANXA1 i PGE2 en el tractament del cancer de mama




9

Jo, Catalina Prats Lluis, amb DNI 47477633K, soc coneixedora de la guia de
prevenci6 del plagi a la URV Prevencio, deteccid i tractament del plagi en la docencia:
guia per a estudiants (aprovada el juliol 2017)

(http://www.urv.cat/calvida-campus/serveis/crai/que-us-oferim/formacio-competencies-
nuclears/plagi/) i afirmo que aquest TFG no constitueixen cap de les conductes

considerades com a plagi per la URV.

Tarragona, 7 de Juny de 2023

ks



9

Algun dia, després de lluitar molt, et donaras compte que no ets una supervivent
mes, ets una guerrera. Et donaras compte que pots treure les forces d’alli on no n’hi
ha. Et donaras compte que la gent que t’envolta t’ha fet gran i forta. Et donaras
compte que tot i les dificultats, mai et vas rendir.

Es necessita més INVESTIGACIO per més VIDA.

El projecte s’ha realitzat durant 'estada de practiques curriculars a la Unitat de
Recerca Biomédica (URB) de Reus i a I'Hospital Universitari Sant Joan de Reus, al

servei d’'Oncologia Radioterapica des de Juny fins Desembre del 2022.
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A

ANXA1L: anexina Al

C

COX-1: ciclooxigenasa 1
COX-2: ciclooxigenasa 2
CM: cancer de mama

D

DAMP: patrons moleculars

associats al dany

E

ER: receptor d’estrogen
F

FPR2: receptor 2 peptid

N-Formil
H

HER2: receptor 2 del factor de

creixement epidermic huma

I

IFN-y: interfer6 gamma

K

Ki67: index de proliferacié
M

MDSC: cél-lules supressores

derivades de mieloides

P

PGE2: prostaglandina E2

PR: receptor de progesterona
R

RTA: radioterapia adjuvant

T

TN: triple negatiu

TNFa: factor de necrosi

tumoral
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Introduccidé i objectius: El cancer de mama (CM) és un dels cancers meés
diagnosticat entre les dones. Es d’alta importancia trobar biomarcadors de diagnostic
i de pronostic per poder determinar el comportament de la malaltia enfront als

tractaments que rep la pacient.

Amb aquest estudi busquem: 1) Determinar la relacié6 entre ANXAl i PGE2 en
pacients amb cancer de mama 2) Estudiar la concentracié de les dos proteines
després dels tractaments 3) Comprovar si hi ha relacié entre subgrups moleculars,

tenint en compte les concentracions de les dos proteines en estudi.

Metodologia: S’ha determinat la concentracié de PGE2 i ANXA1 en 42 pacients amb
CM de I'Hospital Universitari Sant Joan de Reus. Per veure les variacions en la
concentracio de les proteines hem analitzat un grup control de 50 dones sense
evidéncia carcinogénica. Es van realitzar analisis ELISA per tal de quantificar les
proteines d’interés (ANXA1 i PGE2).

Resultats: Hem pogut identificar un comportament contrari general entre ANXAL i
PGE2. Les pacients amb CM tenen baixos nivells d’ANXA1 en el moment del
diagnostic i en la post-cirurgia. En quant a PGE2, presenten alts nivells de la proteina
en post-RTA. La poblacié que ha expressat concentracio per a les dues proteines és
majoritariament luminal B, amb un grau histologic 2 i amb carcinoma ductal. ANXA1
podria ser un bon biomarcador de diagnostic.

Conclusio: S’ha observat una disminucié d’ANXA1 en els pacients amb CM en
comparacié amb el grup control. En canvi, s’ha vist un augment de PGE2 en pacients
amb CM. ANXA1 és un bon biomarcador de prondstic per la patologia. Quan es
presenten valors disminuits d’ANXA1, aquesta no suprimeix PLAZ2 i per tant no es
bloqueja la produccié d’eicosanoides, produint aixi un augment de la concentracio de
PGEZ2.

Paraules clau: ELISA, microambient tumoral, tumor, tractaments, proteines,

subgrups moleculars.
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Introduction and objectives: Breast cancer (BC) is one of the most commonly
diagnosed cancers in women. It’s of great importance to find diagnostic and prognostic
biomarkers in order to determine the behavior of the disease in relation to the

treatments received by the patients.

In the present study the objectives are 1) To determine the relationship between
ANXA1 and PGEZ2 in patients with breast cancer 2) To study the concentration of the
two proteins after the treatments 3) To check whether there is a relationship between
molecular subgroups, taking into account the concentrations of the two proteins under

study.

Methodology: PGE2 and ANXAL concentration has been determined in 42 patients
with BC at the Hospital Universitari Sant Joan de Reus. To determine the variations in
protein concentrations we analyzed a control group of 50 women with no evidence of
carcinogenesis. ELISA analyses were performed to quantify the proteins of interest
(ANXA1 and PGE2).

Results: We identify a general opposite behaviour between ANXA1 and PGE2. BC
patients have low significant levels of ANXAL at the time of diagnosis and post-
surgery. As for PGE2, they have significant levels of the protein in post-RTA. The
population that has expressed concentrations of both proteins is mostly luminal B, with
a histological grade 2 and ductal carcinoma. ANXAL could be a good diagnostic

biomarker.

Conclusions: A decrease in ANXA1 was observed in patients with BC compared to
the control group. In contrast, an increase in PGE2 has been observed in patients with
BC. ANXAL is a good prognostic biomarker for the disease. When decreased ANXA1
values are present, it does not suppress PLA2 and therefore does not block the

production of eicosanoids, leading to an increase in PGE2 concentration.

Keywords: ELISA, tumor microenvironment, tumor, treatments, proteins, molecular

subgroups.



El cancer de mama (CM) és el cancer més prevalent en dones post-menopausiques
que viuen en paisos d’Europa i Nord Ameérica, les taxes d’incidéncia varien molt entre
regions. Europa occidental i Estats Units té les taxes més altes, les més baixes es

troben a I'Africa i Asia.

A Espanya es van diagnosticar 34.722 nous casos de CM durant el 2022, segons les
xifres de I'Observatori de I'Associacié Espanyola Contra el Cancer (AECC). Afecta
sobretot a dones d’edat avancada. La majoria d’afectades tenen 50 anys en el
moment del diagnostic. Aquesta malaltia suposa un 6,6% de les morts a escala

mundial entre ambdds sexes [Epdata 2023].
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Figura 1. Evoluci6 dels casos de cancer de mama cada any a Espanya
Font: Epdata
El cancer estimula I'increment en la proliferacié cel-lular de manera anomala [SEOM
2023].

La majoria d’aquests tumors sén benignes i no cancerosos, és a dir, no es propaguen
a altres regions. En canvi, els tumors malignes sén cancerosos i poden disseminar-
se a altres parts de I'organisme [cancer.org 2019], mitjancant la circulacio, el sistema
limfatic o teixits propers. En el cas del sistema limfatic, trobariem afectacions en els

ganglis.
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La majoria dels vasos limfatics de la mama drenen a ganglis limfatics axil-lars, ganglis

limfatics mamaris interns, ganglis limfatics supraclaviculars i infraclaviculars.

Ganglis limfatics supraclaviculars

Clavicula
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mamaris interns

Figura 2. Ganglis limfatics propers al pit
Font: Metrixlab

Si les ceél-lules canceroses s’han estés als ganglis limfatics hi ha major possibilitat de
metastasi. Tot i aix0, no totes les dones amb cel-lules canceroses als ganglis limfatics
la pateixen. Algunes dones sense cel-lules canceroses als ganglis poden

desenvolupar-Ila.
Si es dissemina a través de la sang pot arribar a altres organs i teixits del cos.

Les metastasis més frequents en CM sbn la oOssia, la hepatica i la pulmonar

[breastcancer.org 2022].

11



9

Un factor de risc en el cancer és qualsevol circumstancia que augmenta les

possibilitats d’'una persona a desenvolupar la malaltia. Tot i que els factors de risc

influeixen en el desenvolupament d’aquest, la majoria no el causen directament.

Els factors de risc que augmenten la possibilitat de patir cancer de mama son els
seguents [Loibl, S. et al. 2021, Kashyap, D. et al. 2022]:

Ser dona i amb un edat avancada

Antecedents familiars

Exposici6 a la radiacio

Factors hormonals

Alteracions genétiques

Densitat de la mama: normalment els tumors sén desenvolupats en teixit dens
de pit, no en teixit gras.

Dieta i estil de vida

Obesitat

Comencar a menstruar aviat 0 menopausa avancada

El tumor s’ha estes més enlla del teixit mamari al qual es va originar. Té capacitat de

disseminar-se cap als ganglis limfatics i altres zones del cos [Akram, M. et al 2017].

Carcinoma_ductal invasiu o _infiltrant: es desenvolupa a partir de ceél-lules

d’origen epitelial que revesteixen els galactofors i envaeix la grassa de la mama
gue rodeja el conducte [breastcancer.org 2023].

Carcinoma lobular invasiu o infiltrant: es desenvolupa a partir de les cél-lules

d’origen epitelial, perd en aquest cas en els [obuls [Reed, A. B. et al 2021].

12
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El tumor no s’ha estés més alla del teixit mamari al qual es va originar. No té capacitat
per propagar-se fora de la mama, pero pot convertir-se en CM invasiu i per tant,

propagar-se.

- Carcinoma ductal no invasiu o in situ: es desenvolupa a partir de cel-lules
d’origen epitelial que revesteixen per dintre els conductes galactofors, perd no
s’ha estés més enlla dels conductes. No és potencialment mortal, perd es
considera precursor del CM invasiu i augmenta el risc de patir aquesta malaltia
meés endavant [Badve, S. et al 2019].

- Carcinoma lobular no invasiu o in situ: es desenvolupa a partir de ceél-lules
d’origen epitelial dels Iobuls, no s’ha estés més enlla d’aquests [Sokolova, A.
et al 2021].

La classificacié del CM en subtipus moleculars es basa en trets moleculars identificats
mitjancant 'analisi de I'expressio genica [Fragomeni, S. M. et al 2018]. S’analitzen els

seguents:

Els receptors hormonals son I'estrogen i la progesterona. La seva expressio indica

bon pronostic i bona resposta a la terapia hormonal [Li, Z. et al 2022].

L'HER?2 és el receptor 2 del factor de creixement epidérmic huma. Es una proteina
gue participa en el creixement de les cel-lules. Els tumors HER2 positiu presenten
sensibilitat al tractament anti-HER2 [Scaltriti, M. et al 2021].

El Ki67 és una proteina que es troba en el nucli de les cel-lules quan es divideixen.
Aquest determina I'index de proliferacid. Els tumors amb indexs de proliferacié alts
(>14%) tenen pitjor pronostic [Hashmi, A. A. et al 2019].

13
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Aquest subtipus presenta receptors hormonals positius d’estrogen i progesterona.
Son negatius per HER2. En quant al biomarcador Ki67 ha de ser menor d’'un 14%
[Gao, J. J. et al 2018, Pellegrino, B. et al 2021].

Formen part del 25-50% de tots els tipus de cancers de mama i tenen un bon
pronostic. Com a tractament es solen fer terapies hormonals per la presencia de

receptors hormonals.

Presenta receptors hormonals positius d’estrogen i progesterona. Formen part del 25-
45% dels tumors de mama [Pellegrino, B. et al 2021, Li, Z. et al 2016].

Dintre d’aquest subtipus hi ha dos grups:

- Triple positiu: presenta HER2 positiu i qualsevol valor tant per Ki67 com per
receptors de progesterona.
- Luminal B1: es caracteritza per un HER2 negatiu, Ki67 major de 14% i

receptors de progesterona baixos.

Com a possibles tractaments adequats per a aquest subtipus tenim la quimioterapia i

també es poden aplicar terapies biologiques contra HER2.

Es caracteritza per tenir receptors hormonals negatius i HER2 positiu. El Ki67 ha de
tenir un valor superior al 14% [Scaltriti, M. et al 2021].

Tenen una frequéncia del 5-15% dels casos totals de cancer de mama. La
quimioterapia i les terapies biologiqgues contra HER2 sén molt Gtils per aquest

subtipus.

Aquest subtipus conté receptors hormonals negatius, és a dir, no presenta ni receptor
d’estrogen ni de progesterona. També son negatius per HER2. El Ki67 és superior al
14% [Yin, L. et al 2020, Derakhshan, F. et al 2022]. Aquest subtipus forma part d’'un

10-20% del total de cancers de mama. Per tractar-lo s’aconsella la quimioterapia.

14
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Taula 1. Resum de la classificacié en subtipus moleculars de cancer de mama

Subtipus Moleculars RE RP HER2 Ki67
Luminal A + + - <14 %
Luminal B

Triple Positiu + +/- + Qualsevol

Luminal B1 + +/- - > 14%
Her2+ s - + > 14%

TN - - - > 14%

RE: receptor d’estrogen; RP: receptor de progesterona

L’eina més comuna que utilitzen els metges per estratificar el CM és el sistema TNM,
implementat per descriure els canvis en el tumor (tamany), noduls i metastasi.
S’utilitza mundialment per descriure I'extensié anatomica del cancer i determinar la

seva etapa [cancer.gov 2022, Giuliano, A. E. et al 2017, cancerresearchuk.org 2023].

Els resultats es combinen per determinar el grau d’extensié del cancer per a cada
persona. El grau es basa en I'aspecte diferent que presenten les cél-lules tumorals
respecte les cel-lules mamaries normals. També determina la velocitat en la que

creixen. Com major sigui el grau del tumor, més agressiu sera.

- Estadi 0: no presenten caracter invasiu i estan localitzades a l'interior dels
conductes mamaris. Cancer in situ.
- Estadi 1: nodul inferior als 2 cm de diametre.
- Estadi 2:
o Eltumor segueix sent inferior a 2 cm, pero s'estén als ganglis de l'axil-la.
o El'nddul ha crescut, sense sobrepassar els 5 cm, 50% de probabilitats
d’haver-se estés als ganglis de l'axil-la.
- Estadi 3:
o Elnddul no arriba a 5 cm, perd s’ha estés ja als ganglis de l'axil-la.
o Eltumor s’estén pels teixits propers a la glandula mamaria.
- Estadi 4: les cel-lules canceroses s’han estés a altres teixits i organs del cos,

proliferant en aquests. Metastasis.

15
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La cirurgia és un procés invasiu on s’extirpa el teixit cancerds i part del teixit

circumdant sa. En general, com més petit €s el tumor, més opcions quirdrgiques tenen
les pacients [McDonald, E. S. et al 2016, Moo, T. et al 2018]. Els tipus de cirurgia
varien depenent del grau d’afectacio i de la valoracio dels professionals:

- Mastectomia parcial o tumorectomia: cirurgia conservadora de la mama,

consisteix en extirpar el tumor i part del teixit que el rodeja. Pot incloure
I'extirpacio d’alguns ganglis limfatics de l'aixella.

- Mastectomia total: cirurgia per extirpar per complet la mama que té cancer.
Es possible I'extirpacié d’alguns ganglis limfatics axil-lars.

- Mastectomia radial modificada: cirurgia per extirpar tota la mama amb cancer,

reseccié de mugro, areola i pell que cobreix la mama. També s’extrauran els
ganglis limfatics axil-lars. Es possible I'aparicié de limfedema.

Ganglios
linfaticos_ < <

P

<
@

W
\ o7, Tejido
= .’}“\\—-Ganglios 4 graeo
Tumor- % (=} 0} linfaticos
| /

Revestimiento
de la pared
toréacica

c Pared toracica
Ganglios
Iinfélieos\; —
- @
T CosiillasQ Tejido
c ___ graso
\. o~
N TGN
Masculo<e SR
a\AVBLT \ O
| A AN
1 Y
LW A A
\ Tumorﬂ— ; \
\ S \
1 i \
1 1 &
1 i
i | >
i |
i 1
1 1 ~
I 2 B
/ < i |
/A i /
|y v
I /
/
\
al S 7

Figura 3. Tipus de cirurgia. (A) Mastectomia parcial (B) Mastectomia total
(C) Mastectomia radial modificada. Font: cancer.gov
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La quimioterapia permet interrompre la formacido de les cél-lules canceroses
[cancer.net 2023]. Pot ser administrada per via oral o injectada per vena. La
quimioterapia es pot administrar abans o després de la cirurgia. Si la pacient té baix
risc de recidiva es realitzara una quimioterapia adjuvant (després de la cirurgia). En
canvi, es realitza la quimioterapia neoadjuvant (abans de la cirurgia) [Takada, M. et al

2020], per reduir la mida del tumor i la quantitat del teixit a extirpar.

La radioterapia consisteix en I'is de raigs d’alta energia per eliminar les cél-lules
canceroses [cancer.net 2023]. Es una técnica obligada després d’'un tractament
quirurgic de tipus conservador, de vegades s'usa com a complement de la

mastectomia.

- Externa: és el metode més habitual, s’acostuma a administrar en breus
sessions diaries i la pacient no té en cap moment contacte directe del cos amb
la maquina a través de la qual rep el tractament.

- Interna: també es coneix com braquioterapia [Takada, M. et al 2020] i
consisteix en col-locar substancies radioactives prop o dintre del tumor.
Aquestes substancies es retiren uns dies posteriors a I'administracié

d’aquestes.

Existeixen altres tipus de tractament per al CM, perd0 ens centrem amb cirurgia,

guimioterapia i radioterapia, ja que son els que estudiem [cancer.net 2023].
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L’ANXAL, també coneguda com Lipocortina I, forma part de la familia de les anexines
i es codificada pel gen ANXA1l en humans. Es una proteina antifosfolipasa,
concretament de la Fosfolipasa A2 (PLA2), conté un lloc d’'uni6 a fosfolipid, és
regulada per Ca2+. Es pot trobar al citoplasma, al nucli i extracel-lularment [Sobral-
Leite, M. et al 2015].

L’ANXA1 s’ha classificat durant molts de temps com una proteina antiinflamatoria
degut al seu control sobre les respostes immunes controlades per leucocits. Aquesta
desenvolupa un paper important en la resposta immunitaria innata com a regulador
del procés inflamatori aportant una activitat antiinflamatoria. També participa en la
resposta immunitaria adaptativa. Tot i aix0, es coneix que aquesta proteina té efectes

meés enlla del sistema immune [Okano, M. et al 2019].

En estudis previs s’ha observat que ANXAL esta implicada en molts mecanismes
cel-lulars, tals com la transduccio de senyals, la supervivencia cel-lular, la proliferacio,
la diferenciaci6, la migraci6 i el desenvolupament de malalties. Alguns estudis ja han
abordat la participacio d’ANXA1 en el desenvolupament i progressié d’alguns tipus de
cancers i també la resisténcia a la terapia en assajos in vitro. No obstant, s’ha vist que
aquesta proteina esta regulada a la baixa en alguns cancers i regulada a l'alga en
altres. Per tant, tenim enfront una dualitat de supressio tumoral i activitat oncogenica
[Sheikh, M. H. et al 2018].

L’ANXA1 suprimeix la PLA2, bloquejant aixi la produccié d’eicosanoides, inhibint varis
esdeveniments inflamatoris. Es a dir, es suprimeix la resposta immune i amb ella els
principals productes de la inflamaci6, les prostaglandines i els leucotriens
[Lyngstadaas, A. V. et al 2021].

En condicions normals les cel-lules immunitaries com els neutrofils i
monocits/macrofags contenen alts nivells d’ANXA1, a nivell citoplasmatic.

En el context del cancer de mama, on les cél-lules immunitaries s’activen, es mobilitza
'ANXA1 a la superficie cel-lular i es secreta. Pot inhibir 'adhesié dels neutrofils i
promoure I'apoptosi d’aquests. Redueix la tendéncia dels neutrofils a penetrar en

'endoteli dels vasos sanguinis.
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S’ha vist que tant 'ANXA1 endogena com l'exdogena en el cancer de mama
contraresten les activitats de les cél-lules immunitaries que van en contra del tumor.
La proteina en questio promou la formacio de cel-lules T reguladores i anergia de
cél-lules T, tot pel mateix objectiu: inhibir la inflamacio i per tant beneficiar al tumor
[Bai, F. et al 2020].

Amb ajuda de FPR2 (receptor 2 peptid N-Formil), el seu receptor, es promou la
polaritzacio dels macrofags de M1 cap a M2 [Moraes, L. A. et al 2017], un fenotip més
antiinflamatori. Aquests macrofags impulsen I'angiogénesi, la progressio tumoral i

promouen la resposta antiinflamatoria [Moraes, L. A. et al 2018].

Els macrofags sén cel-lules heterogénies que s’alliberen de la medul-la 6ssia com a
monaocits immadurs i després de circular pel sistema sanguini, migren als teixits diana
per sotmetre’s a la diferenciacio final en macrofags madurs. Sén cél-lules efectores
immunitaries innates, més conegudes pel seu paper com a fagocits professionals
[Orecchioni, M. et al 2019].

Els macrofags M2 secreten alts nivells de IL-10, la qual atura la maduracio de les
cel-lules dendritigues i per tant es dona menys resposta inflamatoria. També
augmenta el nombre de MDSC (cél-lules supressores derivades de mieloides), les

quals inhibeixen I'activacié de les cél-lules T [Mishra, S. et al 2022].

La interaccié entre els macrofags i el CM reflexa la plasticitat funcional d’aquestes
cél-lules [Locati, M. et al 2020]. Poden diferenciar-se en un espectre de fenotips

funcionals diferents en resposta de les senyals presents al microambient:

- Macrofags M1: son activats classicament, per preséncia de IFN-y, TNF-a i
DAMP. So6n el fenotip dominant observat en les primeres etapes de la
inflamacié. Tenen una potent activitat microbicida. Algunes de les
interleuquines que secreten soén: IL-5, IL-13, IL-12, IL-1pB... [Ochoa-Catrrillo, F.
J. etal 2013, Liu, J., Geng, X. et al 2021]
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- Macrofags M2: s’activen alternativament per exposicié a certes citocines com:
IL-4, IL-10 i IL-13. Estan associats a la cura de ferides i reparacio de teixits.
Sintetitzen les segients substancies: IL-6, IL-12, IL-18, IL-23, TNF-a. El
subtipus M2d és I'associat als tumors. S6n una font important de factors de
creixement endotelial vascular, els quals beneficien al tumor [Ochoa-Carrillo,
F. J. etal 2013, Liu, J., Geng, X. et al 2021].
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Figura 4. ANXA1 en el cancer de mama
Font: Araudjo, T. G. et al 2021
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

S’ha vist en diversos estudis que en el CM, I'expressio alta de TANXA1 condueix a un

mal pronostic i un augment de la metastasis [Pearanpan, L. et al 2022].
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La PGEZ2, prostaglandina E2, és una substancia de caracter lipidic derivada dels acids
grassos de 20 carbonis, els eicosanoides. PGE2 exerceix els seus efectes a través
de la lligadura amb 4 receptors (EP1, EP2, EP3 i EP4) [Ching, M. M. et al 2020]. EP4
s’ha vist incrementat en el cancer i recolza la proliferacié cel-lular, la migracio, la

invasio i la metastasi.

La sintesi de les prostaglandines s’incrementa en resposta a mediadors inflamatoris.
S’inicia quan s’hidrolitza PLA2, provocant que els fosfolipids de la membrana cel-lular
es transformen en acid araquidonic (AA), el precursor de la majoria dels eicosanoides.
La catalisi per ciclooxigenases (COX-1 i COX-2) i prostaglandines sintases converteix
'AA en PGH: (prostaglandina H2). Per acci6 d’altres enzims, la PGH:2 es transforma

en les altres prostaglandines, en aquest cas PGE2 [Walker, O. L. et al 2022].

Arachidonic Acid

]|

3
PGG;,
PGH

&

PGE;
(protumorigenic)

Figura 5. Sintesis de PGE2
Font: Walker, O. L. et al 2022
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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PGE2 exerceix un paper clar en el control de la resposta inflamatoria. També indueix
potents propietats immunosupressores. Aquestes propietats multifacétiques d’aquest
lipid depenen del context i de la localitzacié d’aquest [De Paz Linares, G. A. et al
2021].

Es coneix que PGE2 actua durant la fase inicial de la resposta inflamatoria com a
vasodilatador i per tant facilita I'afluéncia tissular de neutrofils, macrofags i mastocits
del torrent sanguini que condueixen a la inflamaci6. S’ha observat que té un paper en
I'activacio de la resposta Th17, un subconjunt de cel-lules CD4 que produeixen IL-17,

interleucina proinflamatoria.

Paradoxalment, PGE2 també té un control en propietats antiinflamatories. Un efecte
important d’aquest lipid és la seva capacitat d’inhibir directament la sintesi de IL-2 i
I'expressié del receptor d’aquesta interleucina en les cél-lules T, donant aixi una

inhibicio de la resposta proinflamatoria.

En condicions normals, el lipid es alliberat de cel-lules immunitaries. Regula la febre,
la funcio renal, el dolor, la integritat de mucoses, la homeostasi dels vasos sanguinis

i la inflamaci6 [Cheng, H. et al 2021].

En el context del cancer de mama, es produida per cél-lules estromals canceroses i
generalment es considera que posseeix una potent activitat antiinflamatoria, és a dir,
promotora de tumors. Estimula I'angiogénesi, la progressié tumoral i la metastasi.
Investigacions recents indiguen que tenen un paper fonamental en el microambient
tumoral. També participa en la polaritzacié cap a macrofags M2. Per tant, en un mal
pronostic del cancer [Kochel, T. J. et al 2016].
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Figura 6. Algunes funcions de PGE2 en el cancer de mama
Font: Finetti, F. et al 2020
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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Les pacients amb cancer de mama presenten nivells incrementats d’ANXA1T i
disminuits de PGE2, degut a la inhibicid6 de PLA2. S’afavoreix 'ambient inflamatori.
Les pacients que han rebut tractament presentaran una disminuciéo d’ANXA1 i PGE2,

a causa de la seva agressivitat.

Els objectius de I'estudi son:
- Determinar la relacié entre ANXAL i PGE2 en pacients amb cancer de mama.

- Estudiar com aquestes concentracions evolucionen al llarg dels tractaments d’'una

pacient amb cancer de mama.

- Comprovar si hi ha relacid entre subgrups moleculars, tenint en compte les

concentracions de les dos proteines en estudi.
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S’han inclos 42 dones amb CM de I'Hospital Universitari Sant Joan de Reus. Com a

grup control, hem analitzat 50 dones sanes sense cap evidencia carcinogénica.

Per portar a terme aquesta investigacio, es van haver de considerar alguns criteris
d’inclusio i d’exclusié. S’han inclos pacients amb CM invasiu i majors d’edat. S’ha
exclos pacients amb antecedents oncologics, preséncia d’infermetat de Paget,
presencia d’infermetat vascular del col-lagen, Ilupuseritematos sistémic i/o
esclerodermia, embaras o lactancia en el moment d’inclusié, preséncia de trastorns

psiquiatrics i altres infeccions.

Totes les participants van signar un consentiment informat acord amb la declaracio

de Helsinki. L’estudi va ser aprovat pel Comité Etic de I'Hospital Sant Joan de Reus.

Es van recol-lectar 2 tubs de sang (10 ml cada un) en el moment del diagnostic i
després de cada tractament. Un dels tubs era sense anticoagulant i l'altre era ’EDTA.
Les mostres es van processar per obtenir aliquotes de serum i plasma via
centrifugacio (2500 xg, 15 min, 4°C), es van emmagatzemar a -80°C fins ser

utilitzades. Les mostres del grup control es van processar de la mateixa forma.

Les mostres es van identificar amb un codi per mantenir 'anonimat.

Les concentracions d’ANXA1 i PGE2 es van determinar mitjangant kits ELISA de la
casa comercial Elabscience. Per determinar les concentracions es va fer us de les
aliquotes de sérum. Per tal de determinar la concentracié d’ANXA1 es va fer Us d’'un
ELISA tipus Sandwich. En el cas de PGE2, es va realitzar un ELISA de tipus

competitiu.

24



9

Per comparar dos grups independents hem utilitzat el Mann-Whitney U test, les
variables descriptives s’han avaluat a partir del Chi-squared test. Hem considerat
significanca estadistica quan p<0.05. Les variables quantitatives s’han expressat com
mitjana (rang interquartilic), mentre que les variables qualitatives les hem expressat

com frequiéncia (percentatge).

Per tal de realitzar les representacions grafiques es va utilitzar el programa GraphPad
Prism 6.01 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) per realitzar les grafiques de

caixes i de barres.

En quant a les taules, es va fer Us de RStudio 4.2.2, vam utilitzar la llibreria Tableone.

Es va utilitzar la versié més recent disponible al CRAN (cran.r-project.org).

Finalment, es va utilitzat el MetaboAnalyst 5.0 (www.metaboanalyst.ca) per realitzar

les corbes ROC (receiver operating characteristic), ens ha permes determinar
potencials biomarcadors a partir d’integrar diferents variables. Les dades es van

normalitzar mitjancant la transformacié logaritmica.
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Les caracteristiques cliniques principals han estat recollides a la Taula 2. La majoria
de pacients desenvolupen el cancer en estat de postmenopausia. La poblaciéo mostra
un alt percentatge d’antecedents familiars oncoldgics. En general, les pacients no
mostren ganglis positius o metastasi en el moment del diagnostic. El carcinoma ductal
és el tumor més comu diagnosticat, hi ha predominancia del grau histologic 2 i del

subtipus molecular luminal B.

Taula 2. Caracteristiques cliniques i tumorals

Cancer de mama

(n=42)
Caracteristiques cliniques
Edat de diagnostic 59.8 (31-82)
Tabaquisme 6 (14.3)
Hipertensio 14 (33.3)
Diabetis mellitus 8 (19.1)
Dislipemia 11 (26.2)
Patologia pulmonar 5(11.9)
Patologia cardiaca 6 (14.3)
Antecedents familiars oncologics 26 (61.9)
Anticonceptives 11 (26.2)
Paritat 35 (83.3)
Caracteristiques del tumor
Mida del tumor (TNM)
Tl 13 (29.5)
T2 23 (52.3)
T3 8 (18.2)
Noduls (TNM)
NO 29 (65.9)
N1 12 (27.3)
N2 3(6.8)
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Metastasi (TNM)

MO

Anatomia patologica del tumor
Carcinoma ductal

Carcinoma lobulillar

Altres

Grau histologic

I

[l

1

Classificacio subtipus molecular
Luminal A

Luminal B

HER?2 positiu

Triple negatiu

42 (100)

32 (76.2)
7 (16.7)
3 (7.1)

7 (15.9)
31 (70.4)
6 (13.6)

11 (26.2)
24 (57.1)
4 (9.5)
3(7.1)

Els valors estan proporcionats com a n (percentatge) o mitjana (rang interquartilic)

p=0.031
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Figura 7. ANXAL es presenta disminuida en pacients amb CM. Hem utilitzat el Mann-
Whitney U test per determinar la significan¢a entre grups.

RTA: radioterapia adjuvant.

En el moment del diagnostic les pacients amb CM presenten baixos nivells d’ANXA1,

cosa que també em pogut observar després de la cirurgia. En el cas de la radioterapia

adjuvant (RTA) no hem pogut determinar diferéncies significatives enfront al moment
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del diagnostic (basal) o la cirurgia. Hem de destacar que no s’observen diferéncies
significatives entre el grup control i la concentracié de la proteina després de la RTA.

El seglient pas ha sigut analitzar les caracteristiques tumorals de les pacients que

han presentat concentracié circulant ’ANXA1.

Taula 3. Caracteristiques tumorals de les pacients amb preséncia d’ANXA1

Cancer de mama

(n=13)
Caracteristiques del tumor
Mida del tumor (TNM)
T1 4 (30.8)
T2 9 (69.2)
Noduls (TNM)
NO 9 (69.2)
N1 4 (30.8)
Metastasi (TNM)
MO 13 (100)
Anatomia patologica del tumor
Carcinoma ductal 9 (69.2)
Carcinoma lobulillar 4 (30.8)
Grau histologic
I 3(23.1)
Il 9 (69.2)
1 1(7.7)
Classificacio subtipus molecular
Luminal A 4 (30.8)
Luminal B 9 (69.2)
Receptor d’estrogen 97 (90-99)
Receptor de progesterona 70 (15-90)
Ki67 en biopsia tumoral
Inferior al 14% 3(23.1)
Superior al 14% 10 (76.9)

Els valors estan proporcionats com a n (percentatge) o mitjana (rang interquartilic)

28



9

Les caracteristiques tumorals de les pacients que han expressat concentracié per a
ANXAL es troben a la Taula 3. EI 70% de la poblacio presenten el subtipus luminal B,
grau histologic Il i carcinoma ductal. La poblacié estudiada expressa més d’'un 90%
del receptor d’estrogen, per altra banda, en cap pacient hem observat preséncia
d’'HER2.

No hem pogut observar diferéncies significatives entre les diferents caracteristiques

tumorals ja que el nombre de pacients que hem trobat en cada grup era massa reduit.

1.0

0.8

*0.778(0.8,0.)

0.6

True positive rate

04

02

AUC: 0.872
(0.705-1)

0.0

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
False positive rate

Figura 8. Receiver operating characteristics (ROC) curva de les concentracions
d’ANXA1 en pacients basals i controls. AUC: area under the curve.

Com podem observar a la Figura 8, TANXA1 podria ser un bon biomarcador de
diagnostic, ja que ens permet diferenciar entre pacients amb cancer del grup control.
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Figura 9. La concentracié de PGE2 incrementa després dels diferents tractaments.
Hem utilitzat el Mann-Whitney U test per determinar la significanca entre grups.
RTA: radioterapia adjuvant.

Les pacients amb CM presenten la concentracié de PGE2 incrementada després de
cada tractament. L’augment s’observa després de la RTA on determinem diferéncies

significatives respecte al grup control.

Per altra banda, no es troben diferéncies significatives en el moment del diagnostic i
després de la cirurgia respecte el grup control. Tampoc hem observat diferéencies

significatives entre els tractaments (Figura 9).

El seglent pas ha estat analitzar les caracteristiques tumorals de les pacients que

han presentat concentracio circulant de PGE2.

Taula 4. Caracteristiques tumorals de les pacients amb presencia de PGE2

Cancer de mama

(n=41)
Caracteristiques del tumor
Mida del tumor (TNM)
Tl 16 (39.0)
T2 20 (48.8)
T3 5(12.2)
Noduls (TNM)
NO 29 (70.7)
N1 11 (29.8)
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Com podem observar en la Taula 4, gran part de la poblacié presenta un carcinoma
ductal, grau histologic Il i luminal B. Tota la poblacié presentava un 97% de preséncia

de receptor d’estrogen, més de la meitat de la poblacié presenten més d’'un 14% de

N2

Metastasi (TNM)

MO

Anatomia patologica del tumor
Carcinoma ductal

Carcinoma lobulillar

Altres

Grau histologic

I

[l

1

Classificacio subtipus molecular
Luminal A

Luminal B

Triple negatiu (TN)

HER2

Receptor d’estrogen

Receptor de progesterona
HER2 positiu en biopsia tumoral
Ki67 en biopsia tumoral

Inferior al 14%

Superior al 14%

2 (4.9)

41 (100)

32 (78.0)
6 (14.6)
3(7.3)

9 (21.9)
28 (68.3)
4 (9.8)

11 (26.8)
25 (61.0)
3(7.3)

2 (4.9)
97 (90-100)
70 (5-90)
4(9.8)

11 (26.8)
30 (73.2)

Els valors estan proporcionats com a n (percentatge) o mitjana (rang interquartilic)

grau de proliferacio Ki67.

Tenint en compte I'observat en la Taula 4, hem volgut determinar com influeix el
subtipus molecular en la concentracié6 de PGE2. Nomeés estudiarem els subtipus
luminal A i B, ja que no tenim suficients pacients que presenten un subtipus TN o
HER2.
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Figura 10. La concentracié de PGE2 no varia en funcié del subgrup. Hem utilitzat el
Mann-Whitney U test per determinar la significanca entre grups.

Tant en luminal A com en luminal B no hem observat diferéncies significatives en la

concentracio de PGE2 després dels tractaments.
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Figura 11. Comparativa enfront luminal A i B en les diferents etapes de la malaltia.
Hem utilitzat el Mann-Whitney U test per determinar la significanca entre grups.

Tenint en compte l'observat, hem volgut determinar si existeixen diferéncies
significatives en la concentracié de PGE2 en funcié del temps de la malaltia i el

subtipus molecular.

Com podem observar en la Figura 11, en el moment del diagnostic (basal) PGE2 no
presenta diferencies entre els subtipus. Després de la cirurgia (primer tractament que
es realitzen les pacients), podem observar un increment en la concentracié de PGE2
en les pacients luminal B enfront les luminal A. En el cas de la RTA no hem pogut

observar diferéncies significatives.
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Figura 12. Receiver operating characteristics (ROC) curve de les concentracions de
PGE2 en pacients basals i controls. AUC: area under the curve.

PGE2 no pot ser un biomarcador de diagnostic ja que 'AUC que obtenim és inferior
a 0.800, concretament 0.546.
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L’estudi del cancer ens permet determinar el comportament de la patologia després
de cada tractament, arribant a obtenir tractaments personalitzats. La investigacio
contra el cancer permet determinar biomarcadors de diagnostic i progressio de la

malaltia.

El present estudi determina I'evolucié d’ANXA1 i PGE2 en pacients amb CM després
de cada tractament i en funcié del subgrup molecular. Es volia determinar si aquestes

proteines podien ser biomarcadors de pronostic del CM.

Estudis previs indiquen que I'expressio alta d’ANXA1 en pacients amb CM, condueix
a un desenvolupament tumoral i la progressié de la patologia [Moraes, L. A. et al
2017], també a un mal pronostic i un augment de la metastasi. Per altra banda,
existeixen estudis que ens indiquen la dualitat d’aquesta proteina, de manera

proinflamatoria i antiinflamatoria [Moraes, L. A. et al 2018].

En el present estudi hem observat una disminucié d’ANXA1 en els pacients amb CM
en comparacio amb el grup control. Aquests resultats també han estat observats en
Yom. C. K. Et al 2011. S’explica que la raé d’aquests resultats indica que la pérdua
d’aquesta expressi6 d’ANXA1 es produeix primerenca durant la transformacio
maligna. Encara que es requereixen estudis de base solida a gran escala per treure
conclusions clinicament significatives, una de les possibles causes d’aquest fet durant
el moment del diagnostic, podria ser que la poblacié que ha expressat ANXAL han
estat gairebé tots determinats com luminal B, essent un subtipus poc agressiu
comparat amb HER2 i TN. En I'estudi de Yom. C. K. Et al 2011, s’analitza teixit de
mama afectat, perd potser I'expressié en sérum, de la qual es basa el nostre estudi,

pot ser similar.

Per altra banda, hem pogut determinar diferencies significatives entre el grup control
i la concentracié obtinguda després de la cirurgia, també en el moment del diagnostic
(basal). Entre el grup control i post-RTA no hem observat diferéncies significatives,
tampoc entre basal, cirurgia i post-RTA. Aquesta relacié €s quelcom que encara no
s’ha estudiat. Podem observar un increment de la concentracié d’ANXA1 en la post-
RTA, pot ser que tendeixi a arribar a la concentracio dels controls i per tant, pot ser

un bon resultat per al pronostic.
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No s’han estudiat les caracteristiques tumorals per falta de n, ja que no serien uns

resultats representatius per la nostra poblacio.

S’ha determinat que aquesta proteina pot ser un bon biomarcador de pronostic per al
cancer de mama, tal i com es va observar en Sobral-Leite, M. et al 2015. Aquest fet
pot ser interessant per tal de veure I'agressivitat del cancer i per tant poder actuar en

consequencia amb els tractaments adequats i possibles cures posteriors.

PGE2 controla la resposta inflamatoria, a més de tenir propietats immunosupressores
[De Paz Linares, G. A. et al 2021]. Estudis previs indiquen que I'expressié de PGE2

condueix a un mal pronostic [Kochel, T. J. et al 2016].

En el present estudi hem observat un increment en la concentracié de PGE2 en
pacients amb CM enfront als controls. S’ha determinat que existeixen Unicament
diferencies significatives entre la concentracié obtinguda després de la RTA i el grup
control, hem observat un increment de la concentracio de la proteina. No hem pogut
determinar diferencies significatives entre la concentracid obtinguda en el moment del
diagnostic (basal) i els dos tractaments analitzats (cirurgia i RTA). Tampoc s’han
observat diferéncies significatives entre la cirurgia i la RTA. Encara no s’ha realitzat
investigacio sobre aquesta relacio, perd una de les raons d’obtenir aquests resultats
pot indicar una resisténcia a aquesta RTA, ja que la majoria de les pacients eren
luminal B, subgrup més agressiu que el luminal A i per tant, fa que aquesta valor no

disminueixi el suficient.

El seglent pas ha estat determinar que succeia en funcié del subtipus molecular.
Primerament, hem volgut determinar si tant pel subgrup luminal A com pel B
existeixen diferencies significatives i no ha sigut aixi. Finalment, hem volgut veure si
existeixen diferencies significatives enfront luminal A i B per a cada etapa de
tractament. Unicament hem observat diferencies després de la cirurgia, on la
concentracio de PGE2 es troba incrementada en luminal B. La raé d’aquesta
significanca pot ser que luminal B, al ser més agressiu que luminal A, pot presentar
majors restes de PGE2 després de la cirurgia, i per tant que aquesta concentracio

estigui incrementada.
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Finalment, si observem els resultats obtinguts d’ANXA1 i PGE2, podem veure que
tenen comportaments contraris. ANXAL es presenta disminuit en pacients amb CM
en el moment del diagnostic mentre que PGE2 es troba incrementat. Per tant, ANXA1
no suprimeix PLA2, aquest fet afavoreix la sintesis d’eicosanoides i per tant obtenim
PGE2. PGE2, com bé s’ha investigat pot actuar de forma dual, en el nostre estudi
hem pogut determinar que indica agressivitat, com bé es reflexa a Kochel, T. J. et al
2016.

Les possibles limitacions de l'estudi han estat el nombre de pacients que hem
analitzat. Potser també ha influit que teniem una n diferent de cada subgrup i per tant,

no hem pogut extreure uns resultats molt significatius de la nostra poblacio.

ANXA1 i PGE2 tenen comportaments contraris durant els tractaments i els subgrups
moleculars. S’ha observat una disminuci6 d’ANXA1 en els pacients amb CM en
comparacié amb el grup control. En canvi, s’ha vist un augment de PGE2 en pacients
amb CM. Finalment, s’ha pogut afirmar que ANXA1 és un bon biomarcador de

pronostic per la patologia.

S’ha trobat una relacié entre les dues proteines d’estudi. Quan es presenten valors
disminuits d’ANXA1, aquesta no suprimeix PLAZ2 i per tant no es bloqueja la produccio

d’eicosanoides, produint aixi un augment de la concentracié de PGEZ2.
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Voldria concloure aquest treball de fi de grau amb una opinié personal sobre I'estancia
de practiques per realitzar aquest projecte, tota la feina que hi ha darrere, les hores

redactant tot I'aprés i els coneixements adquirits.

El pas a través d’aquest aprenentatge m’ha permés formar-me com a investigadora,
adquirir noves habilitats i capacitats cientifiques. EI que més valoro és els
professionals que han estat al meu costat i m’han ensenyat a ser qui soc ara. He
adquirit noves técniques de laboratori, que en un futur seran profitoses en el meu
ambit laboral. He estat capag de superar totes les dificultats que s’han posat al cami
durant aquest treball i amb constancia he aconseguit millorar certes situacions que

fallaven.

La realitzacio d’aquest treball de fi de grau, m’ha fet créixer com a biotecndloga, amb
noves técniques com ELISA. També m’ha fet evolucionar com a persona, ja que no

he tirat mai la tovallola i sempre he seguit endavant.

Finalment amb el tema del cancer de mama, m’he sentit molt util, ja que és un tema
gue avui en dia afecta a una gran quantitat de dones, les quals poden arribar a ser
ben properes a nosaltres. He sentit que per petit que fos, estava aportant un granet
de sorra a aquesta gran investigacié que desgraciadament fa molts anys que esta

oberta.
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