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RESUMEN

Durante la progresion tumoral en el cancer se acumulan mutaciones en los genes
reguladores del desarrollo, proliferacion y reparacion del ADN (proto-oncogenes,
genes supresores de tumor y genes de reparacion). La inactivacion de alelos en
genes supresores de tumor por pérdida de heterocigosidad (PDH) representa el tipo
de mutacion mas frecuente en tumores primarios de mama. El objetivo del trabajo
fue: Determinar la pérdida de heterocigosidad de los loci que contienen a los genes:
NOEY2/ARHI, GSTM1, RASSF1A, DBC2/RHOBTB2, ATM, BRCA2, E2F4, TP53,
BCPR y BRCAL en tejido neoplasico de mama de cinco mujeres mexicanas y
relacionar los resultados con las caracteristicas clinico-patoldgicas de los tumores.
Las pacientes cuya edad se encontraba entre los 41 y 65 afios presentaron
carcinoma ductal (con estadios IIA, 1lIA y IIB con metastasis en ganglio). Los
resultados mostraron la PDH de NOEY2/ARHI en 2 muestras de tejido, RASSF1A
en 2, DBC2/RHOBTB2 en 1, ATM en 3, BRCA2 en 3, E2F4 en 3, TP53 en 2, BCPR
en 2, BRCAL en 4 y GSTM1 no se encontré mutado en ninguna paciente. Debido al
tipo de mutaciones, el estadio en que se encuentran los tumores y la importancia de
estos genes tanto en el control de la proliferacion y en la reparacion del ADN,
sugiere que estos se encuentran involucrados de forma directa en muchos de los

casos de la progresion del cancer de mama.



I. INTRODUCCION

En la actualidad, el cancer de mama se considera la segunda causa de mortalidad femenina por
neoplasias malignas en México despues del cancer cervical-uterino. De acuerdo a registros de la
Secretaria de Salud (2002), durante los afios 2000 y 2001 este padecimiento lleg6é a tasas de
mortalidad de 6.8 y 7.0 por cada 100 mil habitantes respectivamente, lo que represento la muerte de
poco mas de 7,000 mujeres a nivel nacional en estos dos afios. En este mismo periodo se
registraron tasas anuales de incidencia de 3.7 y 3.9 por cada 100 mil habitantes que representaron
un total de 6,845 mujeres con diagnostico establecido de cancer. En referencia al afio 2002 aun no
se encontraban definidas las cifras de mortalidad pero, en relacion a incidencias se tenian hasta el
mes de noviembre de ese afio un total de 4,067 casos nuevos (DGE /SSA, 2002).

La incidencia y mortalidad por cancer de mama se incrementan conforme a la edad de la
mujer, lo que implica una mayor vulnerabilidad de aquellas entre los 35 a 44 afios, pues de acuerdo
a la Secretaria de Salud (2002) a partir de este rango de edad se presenta un aumento considerable
de la mortalidad, que se mantiene creciente hasta los 64 afios. Si se considera el predominio de la
poblacion adulta durante los préximos 50 afios, como lo establecen las proyecciones referentes a la
estructura poblacional por edades de nuestro pais (CONAPO, 1999), también se puede asumir un
aumento en aquellos grupos de mujeres con edades de mayor riesgo para este cancer. Por lo que el
cancer de mama puede llegar a un nivel equivalente o mayor al del cancer cervical-uterino
convirtiéndose en la primera causa de mortalidad femenina en México.

La etiologia del cancer de mama es muy heterogénea porque ademas del sexo y la edad
existen otros factores importantes que pueden predisponer al desarrollo de este padecimiento. De
acuerdo a la Sociedad Americana del Cancer (ACS, American Society of Cancer) cada factor puede
representar de manera individual un grado de riesgo relativo para las personas expuestas (ASC,
2003):

e Factores con riesgo >4.0: edad (>40 afios), mutaciones genéticas heredadas relacionadas
con el cancer de mama (BRCAL o BRCAZ2), dos 0 mas grados iniciales con diagnostico de
cancer de mama a una edad temprana, historia familiar, densidad de la mama
(posmenopausica).

e Factores con riesgo relativo de 2.1 - 4.0: un grado relativo previo con cancer de mama,
biopsia confirmada de hiperplasia atipica, altas dosis de radiacion en el pecho, alta densidad

0sea (posmenopausica).



e Factores reproductivos con riesgo relativo de 1.1 - 2.0: edad tardia al primer parto (>30
afos), menarca temprana (<12 afios), menopausia tardia (>55 afios), ausencia de partos, no
haber amamantado.

e Factores que afectan la circulacion hormonal con riesgo relativo de 1.1 - 2.0: uso de
anticonceptivos orales, uso de substitutos hormonales en terapias a largo plazo, obesidad
(posmenopausica).

e Otros factores con un riesgo relativo de 1.1 - 2.0: historia personal de cancer en el
endometrio, ovarios o colon, el consumo de alcohol, estatura elevada, estatus
socioecondmico alto, herencia judia.

Sin embargo, la misma institucion indica que estos riesgos relativos sélo sirven como una
comparacion porque no proporcionan informacion sobre el valor de riesgo absoluto experimentado
de manera grupal.

Los avances en las diversas técnicas de la Citogenética y la Biologia Molecular han ayudado
a comprender en parte la etiologia del cancer de mama. Sin embargo, estos conocimientos aln se
encuentran limitados en torno a la evolucién genética de la enfermedad. Por lo que son importantes
los estudios relacionados con las alteraciones genéticas que se producen en las diferentes etapas
del cancer. El presente trabajo se enfocd al estudio de la pérdida de heterocigosidad en loci
correspondientes a regiones de repetidos de dinucledtidos (microsatélites) adyacentes a la posicion
de genes supresores de tumor. Se piensa que este tipo de alteraciones genéticas pueden producir
ciertos “perfiles” o patrones de pérdida, distintivos durante la progresion del cancer que podrian
determinarse y ser empleados como marcadores moleculares que complementen tanto al
diagndstico como al prondstico de la enfermedad y favorezcan la eleccion del tratamiento mas

adecuado.



IIl. ANTECEDENTES

2.1 Caracteristicas clinico-patoldgicas del cancer de mama

El cancer de mama se desarrolla a partir de tumores en el tejido epitelial mamario. Este tejido se
encuentra constituido por glandulas secretoras de leche denominadas I6bulos y por conductos, que
conectan a los l6bulos con la areola mamaria. El resto de la mama se forma de tejido graso,
conectivo y linfatico. Existen diferentes tipos de cancer que corresponden al lugar donde se originan
(ACS, 2003, AJCC, 1997) los mas frecuentes son: el carcinoma ductal que se origina a partir de las
células que revisten a los conductos y el carcinoma lobulillar que se genera a partir de las células
glandulares secretoras de leche. Si el tumor presenta proyecciones que han traspasado la lamina
basal extendiéndose hacia los tejidos adyacentes se considera como cancer infiltrante o invasor. Si
se encuentra confinado a los conductos o l6bulos donde se origind se considera no infiltrante o in
situ.

Muchos de los tumores son de tipo benigno, es decir, un crecimiento anormal de células en
una area bien delimitada, con apariencia y comportamiento similar al tejido sano, que no se
propagard mas alla de su lugar de origen, por lo que no comprometera la vida de la persona (ACS,
2003). Los tumores malignos en cambio, pueden invadir al tejido circundante y separarse de su lugar
de origen ingresando al torrente sanguineo o al sistema linfatico induciendo con ello una metastasis.
Cuando esto sucede, las células cancerosas frecuentemente tienen una primera estancia en 10s
ganglios linfaticos de la axila y de ahi se diseminan hacia otros ganglios linfaticos, huesos, higado o
pulmones (ACS, 2003; AJCC, 1997).

En la actualidad, uno de los factores con mayor importancia tanto para el diagndstico como
para el prondstico del cancer de mama es la clasificacion de la etapa o estadio en el que se
encuentre el tumor (AJCC, 1997). El sistema de clasificacion empleado se denomina TNM y se basa
en el tamafio del tumor (T), la region linfatica comprometida por el nodo tumoral (N) y la distancia de
la metastasis (M). Cada uno de los estadios ya diagnosticado, supone una tasa de supervivencia
relativa a 5 afios para la persona: Estadio O (in situ) del 100%, estadio | del 98%, estadios IIA y IIB
del 88% y 76% respectivamente, estadios IlIA y 11IB del 56% y 49% respectivamente y estadio IV del
16%.

Por otra parte, en el &rea de la histoquimica las pruebas de deteccion para los receptores de
estrogeno (ER) y progesterona (PgR) son ampliamente usadas en la seleccion del tratamiento de la



enfermedad. Ademas, la presencia de estos dos receptores sugiere una alta probabilidad de
respuesta a la terapia de hormonas y han sido asociados con un pronostico favorable. Los
biomarcadores, como: Erb-B2, EGF, p53, BCL2, Ki-67 son otro tipo de indicadores usados para
definir el prondstico y seleccionar el tratamiento del cancer (Dickson y Lippman, 1997; Osin y
Lakhani, 1999).

2.2 Evolucion genética del cancer

El cancer es el resultado de la seleccion natural en las células de un organismo que han
experimentado y acumulado alteraciones en su material genético. A partir de estudios en el cancer
colon-rectal, Vogelstein y Kinzler (1998) han propuesto un mecanismo de evolucion de “pasos
multiples” para el desarrollo del cancer. En este modelo, el tejido normal del epitelio evoluciona
gradualmente a diferentes estadios de un adenoma hasta finalizar como un carcinoma invasor
(Figura 1). También sugieren gue son necesarias de tres a siete mutaciones para llevar al desarrollo
de un tumor. En la forma hereditaria, la persona porta alguna mutacion que le hace susceptible al
padecimiento y las otras mutaciones necesarias para la induccion tumoral surgiran en el tejido
blanco especifico. Vogelstein y Kinzler sefialan que cuando se renueva una poblacion celular en
particular, el nimero de células se mantiene constante por la salvaguarda de un gen que es
especifico para el tejido implicado. De manera que las mutaciones en estos genes, a los que han
denominado “gatekeepers” (porteros o guardabarreras) rompen con el balance establecido entre la
division y la muerte celular de una manera permanente. Por el contrario, si el gatekeeper funciona
apropiadamente las mutaciones en otros genes no llegaran a tener un efecto negativo a largo plazo
(Vogelstein y Kinzler, 1998).

Los genes supresores de tumor que se han identificado en los canceres hereditarios se
consideran los gatekeepers para el tejido involucrado. La razén de que un gen ampliamente
expresado deba ser el gatekeeper para sélo un tipo celular, probablemente se encuentre en la
compleja red de interacciones establecida entre el ambiente celular interno y el externo. En el caso
de los canceres que no presentan una version hereditaria, es posible que se encuentre implicado

mas de un gen gatekeeper (Vogelstein y Kinzler, 1998).
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Activacion del
: o oncogen KRAS
Hipo-metilacion del (12p)

ADN
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sobre 18g (SMAD-47)
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Lamina basal

Adenoma tardio

Células de tumor gue han
traspasado la lamina basal.
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Figura 1. Modelo de evolucién de mdltiples pasos del cancer (Vogelstein y Kinzler, 1998). En el cancer colon-
rectal una mutacion en el gen supresor de tumor APC promueve la division de una célula de epitelio normal hasta
formar un masa tumoral benigna. Mutaciones posteriores inducen la activacion del oncogen KRAS vy la pérdida
de los genes supresores de tumor SMAD-4 y TP53 llevando la masa tumoral por los diferentes estadios de un
adenoma. Una vez que la progenie celular es portadora de las cuatro mutaciones el tumor se torna maligno y

contintia su division celular hasta romper la Iamina basal que rodea al tejido transformando.
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Las alteraciones genéticas en las células tumorales convergen en seis cambios que son
caracteristicos (Hanahan y Weinberg, 2000; Ponder, 2001):
= Laautosuficiencia de sefiales de crecimiento.
= Lainsensibilidad a sefiales inhibitorias de crecimiento.
= Laevasion de la muerte celular programada o apoptosis.
= Un ilimitable potencial replicativo.
» La capacidad de invasion de tejidos.
= La capacidad de metastasis.
Gran parte de las caracteristicas se relacionan con eventos genéticos de dos tipos
principales. Aquellos en los que existe la ganancia de alguna funcién involucrando la activacion de
algln proto-oncogen y aquellos eventos en donde se produce la pérdida de la funcion en algdn gen

supresor de tumor (Callahan et al., 1992; Dickson y Lippman, 1997).
2.3 Proto-oncogenes

Los proto-oncogenes se encuentran involucrados en el control positivo del desarrollo y proliferacion
celular. Las proteinas codificadas por estos genes pueden clasificarse de acuerdo a su funcién en:
factores de crecimiento, receptores de factores de crecimiento, transductores de sefiales y factores
de trascripcion (Dickson y Lippman, 1997; Vogelstein y Kinzler, 1998). A la fecha se han identificado
alrededor de 100 proto-oncogenes que pueden ser activados a oncogenes, mediante mutaciones
puntuales, alteraciones estructurales o amplificaciones. En el cancer de mama se conocen al menos
tres amplificaciones importantes en la linea germinal de los proto-oncogenes (Callahan et al., 1992;
Dickson y Lippman, 1997).

La amplificacion que se observa con mayor frecuencia es en la banda cromosémica 8¢24
que hospeda al gen ¢c-MYC, cuyo producto se encuentra relacionado con el oncogen retroviral v-
myc. El gen c-MYC fue descubierto a finales de los 70’s y desde entonces se ha documentado su
papel central en la proliferacion y transformacion maligna de las células humanas y animales (Liao y
Dickson, 2000). Se ha reportado la amplificacion o sobre-expresion de este gen en la mayoria de los
canceres humanos, no obstante la frecuencia de estas alteraciones varia ampliamente entre los
diferentes reportes. En afos recientes, se ha demostrado que este gen regula el crecimiento tanto
en el sentido del tamafio celular, como en el contexto de la diferenciacion de tejidos (Liao y Dickson,

2000). Ademas se sabe que c-MYC participa en muchas funciones celulares como la replicacion,
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crecimiento, metabolismo, diferenciacion y apoptosis pero aun no han sido completamente
elucidadas.

La region 17g12 es otra de las amplificaciones importantes que se presentan en el cancer de
mama, donde se aloja el gen ERBB2 (HER-2/NEU) miembro de la familia de receptores de los
factores de crecimiento epidérmico. Este gen se ha encontrado sobre-expresado en
aproximadamente 20 a 30% de los canceres de mama invasivos de alto grado y ha sido empleado
como un marcador de prondstico y respuesta a terapias antiestrégenos y quimioterapias (Osin y
Lakhani, 1999).

La region 11913 donde se localiza el gen de la ciclina D; se encuentra amplificada en
aproximadamente 20% de los carcinoma de mama en humanos, pero la proteina se encuentra
sobre-expresada en un 50% en el mismo tipo de tumores. Esta puede ser detectada en estadios tan
tempranos como el carcinoma dutal in situ, pero no en lesiones premalignas. Una vez adquirida la
sobre-expresion de la ciclina Dy ésta se mantiene en todos los estadios, incluso en las lesiones
metastasicas. La relacion de este gen en la formacién tumoral de mama ha sido comprobada
mediante modelos experimentales con ratones a los que se les ha inducido su sobre-expresion en el

tejido mamario, llevando eventualmente a la formacién del cancer (Yu et al., 2001).
2.4 Genes supresores de tumor

Los genes supresores de tumor son reguladores negativos del desarrollo y proliferacion celular. La
participacion de estos genes dentro de la génesis tumoral fue inicialmente propuesta por A. Knudson
en 1971 (Knudson, 1989; Callahan et al., 1992) quien se apoyd en estudios epidemioldgicos
relacionados con la agrupacion por edad de la enfermedad del retinoblastoma. En su hipdtesis del
“doble hit" (Figura 2), Knudson sugiere que la inactivacion de ambos alelos del gen RB1 responsable
del padecimiento es necesaria para llevar a la formacion del cancer. En la forma hereditaria, la
persona porta un alelo mutado de alguno de los progenitores que le producird una predisposicion al
cancer y solo se requerira de una segunda mutacion de tipo somatico en el alelo silvestre restante
para desarrollar la enfermedad. En la forma esporadica se necesitan dos mutaciones de tipo
somatico para llevar a la pérdida de la funcion en el gen. Posteriormente, este modelo fue usado
para tratar de explicar el desarrollo de otros tipos de canceres hereditarios (Knudson, 1989; Callahan
et al., 1992; Dickson y Lippman, 1997; Vogelstein y Kinzler, 1998).

13



Homocigoto Heterocigoto Perdida de heterocigosidad
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Fenotipo celular normal con Una mutacion hereditaria o Una mutacion somatica inhabilita
ambos alelos silvestres del gen somatica inhabilita un alelo del el alelo restante del gen
supresor de tumor (M), gen supresor, pero se mantiene supresor, dando inicio a la
el fenotipo normal. formacién de un tumor.

Figura 2. Modelo del “doble hit" para la formacién del cancer (Knudson, 1989). El modelo sugiere que el primer evento en la
formacion de un tumor es una mutacion germinal o somatica en uno de los alelos silvestres de un gen supresor de tumor.
Posteriormente una segunda mutacién (“doble hit") de tipo somatico inhabilita el alelo restante del gen supresor de tumor y da
lugar a la formacion del tumor. En el caso del cancer familiar la primera mutacion es heredada de uno de los progenitores,
mientras que en el cancer esporadico ambas mutaciones son de tipo somatico.
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El alelo silvestre puede ser inactivado por diversos mecanismos, como las mutaciones
puntuales, la pérdida de la regién cromosomica, la pérdida de un cromosoma con la duplicacion de
otro mutado, la alteracion del gen mediante reordenamientos estructurales, la recombinacién mitética
0 las microdeleciones. La pérdida de la region cromosémica o pérdida de heterocigosidad (PDH),
representa el tipo de mutacion mas frecuente en los tumores primarios de mama y sugiere la
presencia de un gen supresor de tumor, dentro de la region afectada en el cromosoma homdlogo
(Knudson, 1989; Callahan et al., 1992).

2.5 Genética del cancer de mama

Diversas técnicas moleculares han proporcionado la capacidad de localizar y caracterizar algunas de
las regiones cromosdmicas que se encuentran alteradas con mayor frecuencia en el cancer de
mama ademas de identificar a los genes involucrados. Gran parte de los casos en cancer de mama
son de tipo esporadico y se han observado en personas que no cuentan con una historia familiar de
la enfermedad. Sin embargo, se han logrado identificar ciertos genes y sindromes hereditarios que
confieren una predisposicion a la enfermedad, ademas de otros genes relacionados con su

progresion, como se indica en la Tabla 1.

Tabla 1. Genes y sindromes relacionados con la predisposicion y la progresion al cancer de mama.

Genes y sindromes relacionados con la predisposicién al cancer de mama.

Gen locus Enfermedad
BRCAl 17g21 Cénceres familiares femeninos de mama y ovario.
BRCA2 13g12.3  Cénceres familiares de mama femenino y masculino.
TP53 17p13.1  Sindrome de Li-Fraumeni.

PTEN 10923 Sindrome de Cowden.
ATM 11923.1  Ataxia telangiectasia.

LKB1/STK11  19p13.3  Sindrome de Peutz-Jeghers.

Genes relacionados con la progresion en el cancer de mama.

Gen locus Clase Funcién
ERBB2 17q12 Oncogen Receptor de factores de crecimiento.
c-MYC 8024 Oncogen Regulador del ciclo y muerte celular.
Ciclina D1 11913 Oncogen Regulador de Gi en el ciclo celular.
RB1 13gq14.3  Supresor de tumores Regulador de G en el ciclo celular.
TP53 17p13.1  Supresor de tumores Regulador del ciclo y muerte celular y reparacion del ADN.

Callahan et al., 1991; Vogelstein y Kinzler, 1992; Dickson y Lippman, 1997; Stankovic et al., 1998; Choi et al., 1999; Broeks et
al., 1998; Connolly et al., 2000; Liao y Dickson, 2000; Welcsh y King, 2001; Eng, 2003.
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2.5.1 Genes BRCAly BRCA2

En 1990 se logré el mapeo mediante ligacion genética del gen BRCAL en el cromosoma 17q12.
Pronto se encontrd una susceptibilidad hereditaria muy semejante entre las familias ligadas que
presentaban casos mdltiples de canceres de mama y de ovarios. Las mutaciones en el gen BRCA1
son responsables de la enfermedad en el 45% de las familias con casos s6lo de cancer de mama y
en més del 90% de las familias con cénceres tanto de mama como de ovarios. EI gen BRCA1 fue
aislado por métodos de clonacion posicional y se encontrd que comprendia 24 exones que
codificaban para una proteina de 1,863 amino&cidos (Dickson y Lippman, 1997).

Posteriormente, se aislo al gen BRCA2 considerado como el segundo gen méas importante
de susceptibilidad para el cancer de mama (Tabla 1). Este gen se ubicd en el cromosoma 13g12.3
mediante estudios de ligacion genética en 15 familias con multiples casos de cancer de mama, que
no tenian ningun vinculo con el gen BRCAL. Las mutaciones en BRCA2, se presentan en cerca de
35% de las familias con cancer de mama y también estdn asociadas con canceres de mama
masculinos, de ovarios, de prostata y pancreaticos. El gen cuenta con 27 exones que codifican para
una proteina de 3,148 aminoéacidos (Dickson y Lippman, 1997).

Tanto BRCA1 como BRCA2 presentan un comportamiento semejante a genes supresores
de tumor con la pérdida del alelo silvestre en las muestras tumorales. Se ha sefialado que los
productos proteinicos de ambos genes interactlan con la proteina RAD51 y otras proteinas
conocidas que estéan involucradas en el mecanismo de reparacion por escision de nucleétidos (NER,
nucleotide excision repair) del ADN. La pérdida de la funcion en mecanismos de reparacion permite
la acumulacion de mutaciones adicionales y finalmente la induccion tumoral (Scully y Livingstone,
2000; Welcsh y King, 2001).

2.5.2 Sindrome de Li-Fraumeni

El cancer de mama también se encuentra dentro del grupo de enfermedades que constituyen al
sindrome de Li-Fraumeni, en este sindrome se presentan 50% de mutaciones en la linea germinal
del gen TP53. La enfermedad se caracteriza por presentar casos de cancer de mama
posmenopausico en combinacion con sarcomas infantiles, tumores cerebrales y carcinomas
adrenocorticales. Los tumores tienden a presentarse tanto en la infancia como en la madurez y con
frecuencia aparecen multiples tumores primarios en un mismo individuo (Guizar-Vazquez, 2001).

El gen TP53 se localiza en el cromosoma 17p13.1 y codifica una proteina nuclear que se

une a secuencias especificas del ADN. Posee una funcién, como regulador negativo del crecimiento
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y proliferacion celular en situaciones de dafio al ADN. Como respuesta al dafio, la proteina p53
detiene a la célula en la fase G del ciclo celular, permitiendo a los mecanismos de reparacion
proceder antes de que continle la sintesis del ADN. Esta proteina también es un componente activo
de la muerte celular programada o apoptosis. Se considera que la inactivacion del gen TP53 o la
disrupcion de su producto proteico permite la persistencia del ADN dafiado y el posible desarrollo de
células tumorales (Vogelstein y Kinzler, 1998).

2.5.3 Sindrome de Cowden

El sindrome de Cowden se caracteriza por una demasia en canceres de mama, tumores malignos
gastrointestinales y enfermedades de la tiroides tanto benignas, como malignas. Como en otras
formas hereditarias, el cancer de mama se presenta a edades tempranas y también puede ser
bilateral. La presencia de multiples manifestaciones anormales en la piel (triquilemomas faciales
multiples, fibromas orales y papilomas, queratosis acral, palmar y plantar), pueden confirmar la
correspondencia con este sindrome (Guizar-Vazquez, 2001).

Las mutaciones en la linea germinal del gen PTEN localizado en el cromosoma 10923 son
las responsables de este sindrome. El gen codifica una proteina tirosina fosfatasa que es homologa
a la tensina. La alta proporcion de la pérdida de heterocigosidad en el locus de este gen sugiere que
se trata de un supresor de tumor y se le ha relacionado con el control de la proliferacion celular. La
pérdida de PTEN se presenta durante la génesis tumoral tardia y se sospecha que interviene como
una molécula reguladora de la funcion citoesquelética (Eng, 2003).

Aun cuando PTEN, se presenta alterado en una pequefia fraccion de los canceres de mama
hereditarios, la caracterizacion de su funcién proporciond un valioso hallazgo en la rutas de

sefializacion y mantenimiento de la fisiologia celular normal.

2.5.4 Ataxia telangiectasia

La ataxia telangiectasia es un desorden autosdmico recesivo caracterizado por deterioro
neuroldgico, estados de inmunodeficiencia, hipersensibilidad a radiacion ionizante y telangiectasias.
Los afectados por este padecimiento normalmente no toleran la radiacion terapéutica que se
suministra a otros pacientes con cancer, por lo que requieren de un tratamiento especial. La mayoria
de los afectados son homocigotos para el gen ATM y tienen un alto riesgo de desarrollar varios tipos

de cancer particularmente leucemias.
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Se han identificado mas de 200 mutaciones en el gen ATM que se localiza en el cromosoma
11g23.1y la mayoria de estas producen el truncamiento de la proteina. La proteina codificada por el
gen pertenece a la familia de cinasas PI3/PI4. Es una proteina que funciona como regulador para
una amplia variedad de proteinas corriente abajo incluyendo supresores de tumor como p53 y
BRCAL, proteinas de puntos de control como CHK2, RAD17, RAD9 y la proteina de reparacion
NBS1. ATMy la cinasa anédloga ATR se consideran controles maestros en las rutas de sefializacion,
en puntos de control del ciclo celular requeridos para la respuesta al dafio del ADN y para la
estabilidad genomica (Stankovic et al., 1998; Broeks et al., 1998).

2.5.5 Sindrome de Peutz-Jeghers

El sindrome de Peutz-Jeghers es un desorden autosomico dominante que se caracteriza por
pigmentacion mucocutanea, poliposis hamartomatosa y tumores benignos y malignos en el tracto
gastrointestinal, mama, ovario, cérvix y testiculo. Las mutaciones en la linea germinal del gen LKB1
localizado en el cromosoma 19p13.3 son las responsables en este sindrome.

El gen codifica para una cinasa serina-treonina también conocida como STK11. Se
considera a LKB1 como un gen supresor de tumor pues se ha comprobado su pérdida en varios
tumores mediante marcadores moleculares. Se ha reportado que las mujeres con este sindrome
presentan un incremento de hasta 20 veces en el riesgo de desarrollar cancer de mama y de ovario
(Choi et al., 1999; Connolly et al., 2000).

2.6 Pérdida de heterocigosidad en el cancer de mama

De acuerdo al modelo de Knudson el primer evento en la formacion de un tumor es una mutacion en
uno de los alelos silvestres de un gen supresor especifico para el cancer, que en la forma hereditaria
se presenta en la linea germinal. El segundo “hit” serd consecuencia de una mutacion somatica que
lleve a la inactivacion funcional de la copia restante del gen. Frecuentemente el segundo “hit” es el
resultado de una gran delecion de material cromosdmico, que también es conocida como pérdida de
heterocigosidad (PDH) que se deriva de una recombinacion aberrante o una disyuncién incompleta.
El modelo también sugiere que las tasas frecuentes de pérdida en un loci cromosémico en un cancer
especifico pueden representar la presencia de un gen supresor de tumor en la region perdida
(Knudson, 1989). Para identificar y determinar la posicion de genes (mapear) que han sido
inactivados por PDH varios estudios se han apoyado en la presencia de polimorfismos presentes a

lo largo del genoma, como los llamados de longitud del fragmento de restriccion (RFLP’s), los
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repetidos en tindem de numero variable (VNTR’s) o los repetidos cortos en tandem (STR’s). La PDH
empleando STR’s o microsatélites puede ser detectada de forma directa mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR, polimerase chain reaction). Para esto se requiere amplificar el loci
correspondiente tanto en las células de tejido tumoral, como en las células de tejido normal de un
mismo individuo. Posteriormente, se comparan los productos obtenidos de cada alelo en el tejido
tumoral contra sus equivalentes en el tejido normal (Osborne y Hamshere, 2000).

Si un individuo es heterocigoto para cierto loci la PDH de éste en células tumorales, puede
sugerir que en el loci se encuentra un gen implicado en la formacion o progresion del cancer. En la
actualidad, se sabe que las regiones cromosomicas donde se localizan los genes BRCAL, BRCA2,
TP53, PTEN, Rb1, ATM y LKB1/STK11 (Tabla 1) son frecuentemente afectadas por PDH tanto en la
formacion como en la progresion tumoral del cancer de mama. Ademas, se han reportado otras
regiones y genes que sufren este tipo de alteraciones pero con menor frecuencia, sin embargo no
dejan de ser importantes para la comprension de la enfermedad. También se han realizado
proyectos con el fin de integrar a todas estas regiones conocidas en una base de datos conjunta,
para identificar las regiones minimas perdidas por delecion que se involucran en la formacion de
tumores en el cancer de mama (Oshorne y Hamshere, 2000). Por la importancia de las alteraciones
por PDH en el cancer de mama, en el presente estudio se proponen 10 loci ligados a genes que son

considerados como supresores de tumor o bien con esta funcién reguladora putativa.
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Tabla 2. Loci seleccionados para el estudio de PDH en cancer de mama. Se anexa la clave de registro de OMIM, en donde se

puede complementar la informacion acerca de cada uno de los locus y genes citados.

Descripcion de los genes asociados

Referencia

Loci Genes
1p31 NOEY2 /ARHI
1p13.3 GSTM1
3p21.3 RASSF1A
8p21.2 DBC2/

RHOBTB2

11922-923 ATM

13g12.3 BRCA2

16021-q22  E2F4

Gen miembro de la superfamilia RAS, se expresa en células epiteliales normales
de mama y ovario, pero no en tejidos cancerosos. Es un gen con impronta
materna y su funcion se asocia con la inhibicion del crecimiento celular.

La funcién de proteinas codificadas por este gen acttian como desintoxicadores de
componentes electrofilicos incluyendo: carcindgenos, drogas terapéuticas, toxinas
ambientales y productos del estrés oxidativo por conjugacion con glutation. Las
mutaciones que anulan a este grupo de genes se encuentran ligadas con el
incremento en un gran nimero de céanceres, como resultado del aumento en la
susceptibilidad a toxinas y carcindgenos ambientales.

La proteina codificada es similar a las efectoras de RAS. La pérdida de este gen o
la disfuncion de su proteina se han asociado con la génesis tumoral de una amplia
variedad de canceres lo que sugiere su funcién como gen supresor de tumores.

Es un candidato a gen supresor de tumores frecuentemente perdido en cancer de
mama. Contiene dominios altamente conservados de RAS y dos proteinas
putativas que interactiian con su dominio. EIl gen se localiza en el epicentro de la
region 8p21 que se pierde en el 3.5% de los tumores de mama.

La proteina codificada pertenece a la familia de la cinasa P13/P14. Esta constituye
un punto de control importante en el ciclo celular por fosforilacion, por ello actta
como regulador para una amplia variedad de proteinas corriente abajo, que
incluyen a las supresoras de tumores p53, BRCAL, los puntos de revision de la
cinasa CHK2 , las proteinas RAD17 y RAD9 y la proteina NBS1 de reparacion de
ADN. Se piensa que la proteina de ATM y su homoéloga ATR, son controles
maestros de las rutas de sefializacion del ciclo celular y son requeridas para la
respuesta al dafio en el ADN, asi como para la estabilidad genémica.

Aligual que con BRCAL, las mutaciones en este gen se han ligado con un elevado
riesgo de canceres de mama tempranos. La similitud y funcionalidad de las
proteinas BRCAL y BRCA2, sugiere que la funcion de estas se encuentra dentro
de la misma ruta génica. Ambas tienen un potencial de activacion transcripcional y
se encuentran asociadas con la activacion del sistema de reparacion por
rompimiento del ADN y/o recombinacion de homdlogos. Se ha demostrado que las
dos proteinas coexisten y se localizan en un mismo complejo bioquimico.

La proteina codificada es un miembro de la familia de factores de transcripcion
E2F. Esta familia tiene un papel crucial en el control del ciclo celular, la accion de
sus proteinas como supresoras pueden ser blanco de proteinas transformantes de
virus de ADN en tumores pequefios. Incluye dominios de unién al ADN, un
dominio de dimerizacion que determina su interaccion con las proteinas de

factores de transcripcion regulados de la diferenciacion celular, un dominio de

Yu et al., 1999.

Zhong et al.,
1993.

Shivakumar et
al. 2002.

Hamaguchi et
al., 2002.

Broeks et al.,
2000;
Stankovic et
al., 1998.

Welcsh y King,
2001.

Hoetal.,
2001.
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Loci

Genes

Descripcion de los genes asociados

Referencia

17p13.1

17p13.3

17q21

TP53

BCPR

BRCA1

transactivacion enriquecido en aminodcidos acidicos y un dominio de asociacion a
proteinas supresoras de tumores que se encuentra contenido dentro del dominio
de transactivacion. La proteina tiene la capacidad de unirse a las tres proteinas
supresoras de tumores pRB, p107 y p130, pero presenta mayor afinidad por las
dos ultimas.

La proteina p53 tiene un papel esencial en la regulacidn del ciclo celular,
particularmente en la transicion de GO a G1. En células normales esta se
encuentra en niveles muy bajos, en tanto en lineas celulares transformadas se
encuentra en cantidades muy altas, por lo que se cree contribuye a la
transformacion. p53 es una proteina que contiene sitios de unién al ADN, dominios
de activacion de la trascripcion y de oligomerizacion. Se sugiere que se une como
tetrdmero a sitios de unién de p53 y activa la expresion de genes corriente abajo
que inhiben el crecimiento y/o la invasién actuando como un gen supresor de
tumores. Las mutaciones pueden ser tanto sométicas, como germinales en
algunas familias con sindrome de Li-Fraumeni.

La region 17p13.3 donde se localiza el gen telomerico BCPR, presenta una alta
frecuencia de pérdida de heterocigosidad en canceres de mama (60%), esta
region se localiza a una distancia relativamente cercana al gen TP53 que se sitla
en 17p13.1.

Tiene una funcién como gen supresor de tumores en células cancerosas de
mama, es una fosfoproteina nuclear que se asocia con la holoenzima de la ARN
polimerasa Il. Las mutaciones en este gen producen el 45% del cancer de mama
hereditario y méas del 80% de céncer de ovarios hereditario. BRCA1 puede servir
de manera normal como un regulador negativo del crecimiento celular del epitelio
mamario. Su relacion con el cancer de mama se debe a mutaciones directas sobre

el gen o por alteraciones sobre su expresion.

Vogelstein y
Kinzler, 1998.

Coles et al.,
1990; Stack et
al., 1995.

Welcsh y King,
2001.
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Ill. OBJETIVO GENERAL

Determinar la pérdida de heterocigosidad de los loci que contienen a los genes: NOEY2/ARHI,
GSTM1, RASSF1A, DBC2/RHOBTB2, ATM, BRCA2, E2F4, TP53, BCPR y BRCAL en tejido
neoplasico de mama de cinco mujeres mexicanas y relacionar los resultados con las caracteristicas

clinico-patoldgicas de los tumores.

3.1 Objetivos particulares

1. Realizar la busqueda y seleccion de marcadores microsatelitales adyacentes a los loci
propuestos.

2. Amplificar mediante PCR los marcadores microsatelitales seleccionados en muestras de
ADN de tejido neoplasico y normal de mama.

3. Determinar la PDH de los marcadores amplificados y relacionar los resultados con los datos

clinico-patoldgicos de las pacientes.
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IV. MATERIAL Y METODOS

4.1 Material biolégico

Las muestras de tejido neoplasico y normal de mama, fueron proporcionadas por el Departamento
de Anatomia Patoldgica del Hospital General de Zona No. 2 del IMSS. Correspondieron a cinco
mujeres de nacionalidad mexicana, con diagnostico clinico e histopatolgico de cancer de mama, en
estadios llA, 1IB y IlIA. Las pacientes no habian recibido tratamientos con quimioterapia o
radioterapia. Dos de ellas contaban con antecedentes familiares de cancer de mama.

Las muestras de tejido de una paciente se encontraban incluidas en parafina. Las muestras
de las otras mujeres fueron proporcionadas como material en fresco. El tejido en fresco fue colocado
en congelacion a =70 °C, hasta que se le realizé la extraccion del ADN gendmico. Entre las
muestras de tejido en fresco se incluia una de tejido ganglionar de la axila adyacente con

metéstasis.
4.2 Extraccion del ADN gendémico

4.2.1 Extraccion del ADN genomico de tejido en fresco

Para la extraccion del ADN gendmico del tejido en fresco se usd el método de extraccion con fenol-

cloroformo-isoamilico (Sambrook et al., 1989; Rapley, 2000):

Solucion amortiguadora de digestion o lisis. Soluciones adicionales:
= 100 mM de NaCl. = Solucién de fenol-cloroformo-isoamilico
= 10 mM de Tris-HCL, pH 8.0. (25-24-1 vlv).
= 25 mM de EDTA, pH 8.0. = Solucion de acetato de amonio 7.5 M.
= 0.5% de SDS. = Etanol absoluto.

= 0.1 mg de proteinasa K por ml de Etanol al 70%.
solucion de lisis.
Procedimiento:
1. El tejido en fresco fue congelado con nitrégeno liquido a =190 °C y se cortd en pequefas
secciones.
2. Se pesaron de 200 a 1,000 mg del tejido y se pulverizaron en mortero con pistilo,

previamente esterilizados y enfriados con nitrdgeno liquido.
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Se agreg6 1.2 ml de solucidn de lisis por cada 100 mg del tejido.
La muestra se incubd de 12 a 18 hrs. a 50 °C, con agitacion constante.

Se realizé la extraccion con 1 volumen de solucion de fenol-cloroformo-isoamilico.

SRS ol

Se centrifugd por 5 min. a 3,000 rpm. El sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo y se
resuspendid con % volumen de acetato de amonio 7.5 My 2 volimenes de etanol absoluto.
7. Se centrifugd durante 3 min. a 15,000 rpm. Se descarté el sobrenadante y la pastilla se lavo
2 veces mas con etanol al 70%.
8. Se centrifugd durante 3 min. a 15,000 rpm. Se descartdo el etanol y se permitio la
evaporacion del etanol residual.
La pastilla de ADN se resuspendié en 50 a 200 pl de agua bidestilada estéril y se almaceno
a-30 °C.

4.2.2 Extraccion del ADN gendmico de tejido en parafina

Para la extraccion del ADN genomico del tejido en parafina, se empled un kit comercial para

extraccion de acidos nucleicos Puregene ® (http://www.gentra.com/home.asp):

Soluciones incluidas en el kit: Soluciones adicionales:
= Solucion de lisis celular. = Xileno.
= Solucién de precipitacion de proteinas. = Etanol absoluto.
= Solucion de hidratacion de ADN. = Etanol al 70%.

Procedimiento:

1. Se removié el exceso de parafina de la muestra, se pesaron de 10 a 20 mg de tejido y se
cortd finamente. Se colocd en un tubo de 1.5 mly se agregaron 600 ul de xileno.

2. La mezcla se incubé 5 min. a temperatura ambiente con agitacion. Se centrifugé durante 3
min. a 3,000 rpm. Se descart6 el sobrenadante y la pastilla se lavd 2 veces més con xileno.

3. Se agregaron 600 ul de etanol absoluto y se incubé 5 min. a temperatura ambiente, con
agitacion. Se centrifugd durante 3 min. a 3,000 rpm. Se descartd el sobrenadante y la
pastilla se lavo 4 a 5 veces mas con etanol absoluto.

4. Se agreg6 600 ul de la solucion de lisis y se homogenizo por inversion durante 25 veces, se
incubd durante 60 min. a 65 °C.

5. La mezcla se dejo templar a temperatura ambiente y se agregaron 200 ul de solucion de
precipitacion de proteinas. Se agitd durante 20 seg. hasta que se obtuvo una mezcla

uniforme.
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6. Se centrifugd durante 1 min. a 15,000 rpm. El sobrenadante se transfirio a un nuevo tubo y
se agregd 600 ul de etanol absoluto. Se mezcl por inversion 50 veces.

7. Se centrifugd durante 5 min. a 15,000 rpm. Se descartd el etanol absoluto y se agregaron
600 pl de etanol al 70%. Se descarto el sobrenadante y la pastilla se lavo 2 veces méas con
etanol al 70%.

8. Se centrifugd durante 1 min. a 15,000 rpm. Se descartd el etanol y se permitié la
evaporacion del etanol residual.

9. La pastilla de ADN se resuspendio en 50 ul de solucion de hidratacion y se incubé durante
1 hr.a 60 °C. EI ADN se almacen6 a -30 °C.

La concentracion y pureza del ADN extraido se evalué mediante espectrofotometria con luz

ultravioleta (UV) y la integridad de las moléculas por electroforesis en gel de agarosa.
4.3 Cuantificacion de la concentracion y pureza del ADN

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) requiere de concentraciones especificas de los
acidos nucleicos que se usaran como molde, ademés de un alto grado de pureza de las moléculas.
Las moléculas de ADN y ARN tienen la propiedad de absorber la luz UV a una longitud de onda (A)
cercana a los 260 nm, que es el promedio de absorcion aproximado de sus bases nucleotidicas (que
van de 256 a 281 nm). Es posible calcular la concentracion de los &cidos nucleicos presentes en una
dilucién acuosa mediante un espectrofotdmetro de luz UV, porque ésta es directamente proporcional
a la absorbancia de las moléculas a 260 nm (ABSze0) (Sambrook et al., 1989; Rapley, 2000). Se
evalué la concentracion y pureza del ADN extraido de los tejidos, usando las siguientes
equivalencias:
= 1 Densidad optica (DO) a ABS260 ~ 50 ug /ml de ADN de doble cadena.
= 1DO aABSz0~ 20— 33 pg /ml de ADN de cadena sencilla.
= 1DO aABSzs ~ 40 ug /ml de ARN
Procedimiento:
1. En una celdilla de 100 ul se agregd agua bidestilada y se calibro la absorbancia del
espectrofotometro en cero, empleando la lampara de luz UV a una A = 260 nm.
2. En otra celdilla se agregaron 2 ul del ADN extraido mas 98 ul de agua bidestilada y se
homogenizo (dilucion 1:50).

3. Laceldilla se coloco en el aparato y se tomaron las lecturas de las ABSz60 Y ABS2s0.
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4. Con estas lecturas, la concentracion se calcul6 de la siguiente forma:
ABS60 x 50 (DO del ADN a ABS260) x 50 (Factor de dilucion) = xg /ml ADN

5. Elindice de pureza se calculd con el coeficiente de la relacion ABSze0 /ABS 0.
4.4 Evaluacién de la integridad del ADN mediante electroforesis

Durante el proceso de extraccion el ADN es sometido a fuerzas que afectan a la integridad de la
cadena. La fragmentacion excesiva de ésta puede influir de manera negativa en el proceso de
amplificacion por PCR, por lo que es importante evaluar la integridad de las moléculas mediante
electroforesis en gel de agarosa. El método consiste en el corrimiento de la muestra de ADN a traves
de una matriz porosa formada por polimeros de agarosa (gel de agarosa). El gel de agarosa se
coloca en una cdmara de electroforesis y se sumerge en una solucion amortiguadora con pH neutro,
a la que se aplica una corriente eléctrica continta y el ADN (colocado en pequefios pozos en el gel)
comienza a migrar en direccion al anodo, debido a que posee una carga negativa facilitada por los
grupos fosfato de las cadenas. Posteriormente el ADN se tifie con una solucion de bromuro de etidio
(que se intercala en las cadenas) y es verificada por la fluorescencia emitida en presencia de luz UV
(Sambrook et al., 1989; Rapley, 2000). Se evalud la integridad del ADN extraido por electroforesis en
gel de agarosa, como sigue:
Solucién amortiguadora de electroforesis TBE 1X.
Solucién para 500 ml de TBE 5X (se diluy6 1:5 con agua bidestilada).
e Tris base 27.79
e Ac.Borico  13.75¢

e EDTA 10 ml

Solucion amortiguadora de carga.
e Azul de bromofenol* 0.25%
e Cianol-xileno FF* 0.25%
e Ficol 15%

*El azul de bromofenol migra con fragmentos aproximados de 300 pb y el cianol-xileno
con fragmentos aproximados de 4000 pb.

= Solucién de bromuro de etidio a una concentracion de 1mg /ml.

= Agarosa (grado molecular).

= Marcador de peso molecular Lambda Hind Il (Invitogen ® http://www.invitrogen.com/)
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Procedimiento:

1.

Se fundié 1 g de agarosa en 100 ml de solucion amortiguadora TBE 1X 'y se agregaron 4 pl
de la solucion de bromuro de etidio.

La mezcla se vaci en un molde con peine para formar pozos y se coloco en una camara
para electroforesis. Se dejd polimerizar a temperatura ambiente.

Se agregd solucion amortiguadora TBE 1X suficiente para sumergir al gel de agarosa
aproximadamente 3 mm.

Se tomaron de 2 a 3 ul del ADN extraido de la muestras de tejido y se mezclaron con 2 pl
de la solucién amortiguadora de carga.

La mezcla se colocd cuidadosamente en uno de los pozos formados en el gel.

Se tomo 1 ul del marcador de peso molecular y se procedio de la misma forma.

Una vez que se colocaron las muestras en los pozos, la cAmara se conecto a una fuente de
poder y se aplicé una corriente eléctrica de 70 voltios, durante 25 a 30 min. (el &nodo se
orientd en contraposicion a los pozos con el ADN).

El gel se extrajo de la cdmara y se colocé en un trans-iluminador de luz UV. Se tomaron
fotografias del gel y se evalug la integridad de las muestras de ADN, comparandolas con el

marcador de peso molecular.

4.5 Selecciéon de los microsatélites

En el presente estudio se consultaron bases de datos publicas disponibles en Internet, para la

seleccion de los marcadores microsatelitales ligados a las regiones cromosomicas de interés.

Ademas de la posicion en el genoma, los marcadores debian tener como caracteristica principal, el

mayor promedio de heterocigosidad posible para poder ser empleados en el andlisis de PDH. Una

vez que los marcadores fueron seleccionados, se buscé el registro de éstos en GeneBank para

corroborar la informacion y facilitar su consulta. A continuacion, se enlistan las bases de datos

publicas consultadas en la busqueda de los marcadores:

Collaborative Mapping Group 1992, Baseline Maps / Copyright © 1995. Helen Donis-Keller
Lab, Division of Human Molecular Genetics, Department of Surgery, Washington University,
St.Louis, MO, USA. Fecha de consulta Nov. 2002.
http://www.genlink.wustl.edu/basemaps/index.html
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e Genetic location database at Southampton University / Human Genetics Division, Duthie

Building (Mailpoint 808), Southampton General Hospital, Tremona Road, Southampton,

S016 6YD, UK. Fecha de consulta Noviembre de 2002.

http://cedar.genetics.soton.ac.uk/public_html/

o National Center for Bioinformatics Human Transcript Map. P. Deloukas, A. Butler, C. Clee, T.

Dibling, S. Gelling, L. Green, P. Harrison, R. Hocking, E. Holloway, S. Hunt, A. Mendis, A.

Peck, D. Simon, C. Soderlund, R. Staples, D. Bentley, The Sanger Centre, Hinxton Hall,

Hinxton, Cambridge CB10 1SA UK. Fecha de consulta Noviembre de 2002.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genemap98/

e RH mapping at Stanford Human Genome Center. Fecha de consulta Noviembre de 2002.
http://www-shgc.stanford.edu/Mapping/index.html

e The GDB Human Genome Database. Fecha de consulta Noviembre de 2002.
http:/iwww.gdb.org/

Los oligonucledtidos especificos para cada marcador microsatelital, fueron sintetizados por
Applied Biosystems®, en donde se solicitd se les aplicase un colorante fluorescente distintivo en el
extremo 5’ de uno de los oligonuclettidos (FAM®, HEX®, NED®), con la finalidad de poder analizar
simultdneamente en un secuenciador automatico, marcadores con alelos de tamafio similar sin

empalme en las sefiales.
4.6 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR, consiste en la amplificacion de un segmento especifico de ADN por la enzima Taq ADN
polimerasa. En la reaccion, se produce la desnaturalizacion de la doble cadena del ADN vy el
alineamiento y extension de dos oligonucleotidos que flanquean a la region blanco y que sirven de
iniciadores (primers) para la enzima. Los tres pasos que constituyen un ciclo de PCR
(desnaturalizacion, alineamiento y sintesis de ADN), se obtienen por la variacion de la temperatura a
partir del punto de fusion de las cadenas complementarias. La cadena sintetizada a partir de un
primer, se extiende a través de la region complementaria del ADN y sirve como molde para el otro
primer, que se extendera en sentido opuesto en la reaccion posterior. Después de varios ciclos de
amplificacion, se produce una acumulacién exponencial de segmentos discretos de ADN que
corresponden a la region blanco especifica (Sambrook et al., 1989; Rapley, 2000). Se amplificaron

mediante PCR los microsatélites seleccionados con los siguientes reactivos y condiciones:
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Soluciones:

= Solucién amortiguadora 1X

= Cloruro de Magnesio 1.5 mM

» Dinucledtidos trifosfatados (ANTP's) 0.2 mM ¢/,
= Taq Gold Polimerasa® 1 Unidades
= ADN gendmico 20 ng

=  Primers 5 pmol ¢y

Las reacciones se llevaron a un volumen final de 25 ul con agua desionizada esteéril.
Parametros de la PCR:
= Activacion de la enzima 95 °C 10 min.

= Desnaturalizacion* 96 °C 10 seg.

= Alineamiento* 55 °C 30 seg.
= Extension* 72 °C 3 min.
= Extension final 72 °C 30 min.

*30 ciclos para el ADN extraido de tejido en fresco y 45 ciclos para el de parafina.
4.7 Andlisis de PDH en secuenciador automatico

Como se indic anteriormente, la PDH en un loci especifico se detecta mediante la comparacion del
nimero de copias de los alelos en las células tumorales, contra el nimero de copias de los alelos en
las células normales de un mismo individuo (Osborne y Hamshere, 2000). En un secuenciador
automatico los productos de PCR del loci de interés (ambos alelos), son desnaturalizados con calor
y sometidos a electroforesis donde son separados por tamafio. El aparato emite un haz de luz laser
que incide sobre las particulas fluorescentes con que son marcados los oligonucle6tidos de ADN. La
luz difractada es captada por un espectrografo que identifica a la molécula como un blanco de
lectura y entonces el sistema comienza a calcular y registrar el nimero de bases de la cadena, asi
como el nimero de copias con el mismo marcador y tamafio. Una vez que se ha completado la
electroforesis y la lectura, los datos registrados para ambos tipos celulares pueden ser comparados.
En este proyecto se empled un sistema de secuenciacion automatizada por capilares ABI Prism 310
de PE Applied Biosystems® en conjunto con el programa GeneScan 2.1®, para establecer el
tamafio y nimero de copias de los alelos correspondientes a los microsatélites seleccionados (Tabla

4). Se emplearon los programas Genotyper 2.5® y MSI/LOH Assay® para realizar el andlisis de
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PDH, estos usan los datos producidos por GeneScan 2.1® y generan electroferogramas que
muestran el estado de los alelos en las muestras de tejido (Figura 3), aplicando la siguiente formula
para comprobar si existio la pérdida del alelo silvestre (Perkin-Elmer Corporation, 1998):

Altura del alelo 2normal

_Altura del alelo Inormal
~ Altura del alelo 2tumoral
Altura del alelo 1tumoral

PDH

Un valor de PDH < 0.67 indicaria la pérdida del alelo, que es igual al 33% de disminucion en
el numero de copias (altura del pico) de uno de los alelos tumorales en comparacion con el alelo
normal. Es esencial que los microsatélites empleados para el andlisis sean heterocigotos en la
persona, porque de otra forma no existiria un punto de referencia para la comparacion (Perkin-Elmer
Corporation, 1998).
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Figura 3. Electroferogramas generados por MSI/LOH Assay®, donde se muestra la PDH de los alelos en el panel inferior de

ambas figuras. Para el andlisis los picos de mayor altura (nimero de copias) se consideran como el alelo 1 en ambos tipos
de tejido: Tumoral (T) y Normal (N). En (A) se observan copias en menor cantidad del alelo 2 tumoral, lo que podria sugerir un
posible estado de heterogeneidad para ese loci entre las células tumorales. En (B) se ha perdido completamente el alelo 2 de

la muestra tumoral, lo que ilustra una clara PDH para ese loci.
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V. RESULTADOS

5.1 Material biolégico

Tabla 3. Datos de las pacientes y caracteristicas de los tumores.

Pacientes
1 2 3 4 5
Tipo de tumor Carcinoma ductal Carcinoma ductal y Carcinoma Carcinoma Carcinoma
Metastasis de Ganglio ductal ductal ductal
Estadio A 1B A A A
Edad 52 60 65 59 41
ER Hiperestrogenismo Normal Normal &? &?
Historia familiar Si No Si No No

Tipo de muestra  Tejido en parafina

Tejido en fresco

Tejido en fresco

Tejido en fresco

Tejido en fresco

5.2 Cuantificacion e integridad del ADN

Las concentraciones de ADN obtenidas de los tejidos en fresco se encontraron entre los 100 y 150

ng/ul (=20 a 30 ug totales por cada 200 mg). La concentracion del ADN extraido de tejido en

parafina fue aproximada a 80 ng/ul (=5 g totales por cada 20 mg). Sdlo se consideraron muestras

con un indice de pureza superior a 1.8. Las muestras presentaban una ligera degradacion (Figura 4).

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1% con ADN de tejido normal de las 5 pacientes, extraido con un kit comercial

(Puregene®). Carril (1) marcador de peso molecular A Hind IlI; carril (2) paciente 2; (3) paciente 3; (4) paciente 4; (5) paciente

1y (6) paciente 5.
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5.3 Microsatélites

Tabla 4. Descripcion de los 12 marcadores microsatelitales seleccionados para el estudio de PDH.

Marcador Genebank Loci Repetidos Alelos % Heterocigosidad Secuencia de los oligonucleétidos Colorante

D1S197 716522 1p31.2 CA 6 80 5- TCATGTCCCTCCTCCCAMG -3 HEX
5- GAGCAAGCATCCAAAAACGA -3’

D1S2627 752171 1p13.3 CA 8 73 >~ CACTTGAACCCTGGGAG -3 HEX
5'- GACATTCTGATGGACAGCAC -3'
5- GAAGCCAGCAGTTTCTC -3

D352338 751546 3p21.3 CA 9 86 FAM
5- CTGTATTGTTTTCCAGGATAAG -3’

D8S550 724258 8p21.3 CA 12 86 >~ CAGGAGTCAATAACCCAARGTCAT-3 FAM
5- TGGCACATCCCGAAGTC-3'

D11S4127 752988 11922.2 CA 7 71 >~ ATGAGAAGTGCCATCCAGC-S NED
5- ACTATGCCCAGTGTGTGTGC-3

D1351247 750650 13132 CA 7 80 5~ TTCCTCAATGTCTTGCAGTTS HEX
5- TCTTCAGCATTTGGCTCTAT-3’

D16S515 724558 16212 CA 1 80 5~ CATTCTGAAATTAGACAGCGATAGG -3 NED
5- TGTGACCAGAGGCTTGC -3'

D16S3106 753781 16021 CA 7 7 5- GAGACCTACAGTCTTTTGCATTTAC-3 HEX
5- TTTTGAAGCTGAGCAGAAGG-3

D1751353 750920 17p13.1 CA 10 87 >~ CTGAGGCACGAGAATTGCAC-3 FAM
5- TACTATTCAGCCCGAGGTGC-3'

D1751866 754044 17p13.3 CA 14 80 >~ TGGATTCTGTAGTCCCAGGS NED
5'- GGTTCAAAGACAACTCCCC-3'

D1751827 753076 17921.3 CA 10 82 >~ GTGAGTGGAGATTGCACC-3 NED
5- CACTGGGCTAAGGCTGT-3

D17S1814 752854 1721.2 CA 7 78 >~ TCCCCAATGACGGTGATG 3 FAM

- CTGGAGGTTGGCTTGTGGAT-3'
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5.4 Amplificacién por PCR

Los marcadores se amplificaron mediante PCR empleando los oligonucleotidos indicados en la
Tabla 4. Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% con los productos de amplificacion,
utilizando un marcador de peso molecular de 50pb (Figura 4).

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% con los productos amplificados de los marcadores de la paciente 1. Carril
(1) y (16) marcador de peso molecular de 50 pb ladder; (2) control negativo; (3) D1S197; (4) D1S2627; (5) D3S2338; (6)
D8S550; (7) D11S4127; (8) D13S1247; (9) D16S515; (10) D16S3106; (11) D17S1353; (12) D1751866; (13) D1751827 y (14)
D17S1814.

5.5 Analisis de PDH

Tabla 5. Resultados del anlisis de PDH de los marcadores microsatelitales de cada paciente. N =normal, PDH =pérdida.

Pacientes
Marcador  Genes asociados 1 2 2G 3 4 5
D1S197 NOEY2/ARHI N PDH  PDH N N N
D1S2627 GSTM1 N N N N N N
D352338 RASSF1A N N PDH  PDH N N
D8S550 DBC2/RHOBTB2 N N N PDH N N
D11S4127 ATM N PDH PDH  PDH N N
D1351247  BRCA2 N PDH PDH PDH N N
D16S515 E2F4 N N PDH  PDH N N
D16S3106  E2F4 PDH N N N N N
D17S1353  TP53 N PDH N N PDH N
D17S1866 BCPR PDH N N PDH N N
D1751814  BRCAl N N N PDH PDH PDH
D17S1827 BRCA1 PDH N N PDH N N
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VI. DISCUSION Y CONCLUSION

Material biolégico

La edad de las mujeres se encontr6 dentro del rango de mayor incidencia y mortalidad establecidos
por la Secretaria de Salud (2002) para México y la ACS (2003) para la Unién Americana. De acuerdo
a este (ltimo organismo también se encontraban dentro del mayor indice de riesgo relativo (>4) para
el desarrollo de la enfermedad. Las pacientes 1 y 3 (Tabla 3) con 52 y 65 afios de edad
respectivamente contaban con antecedentes familiares de cancer de mama, pero se incluyeron en el
estudio porque se considera que el cancer de mama resultado de alteraciones hereditarias por lo
general inicia a una edad mas temprana (ACS, 2003). La posibilidad de conocer los altos niveles de
receptores de estrogeno (ER) en la paciente 1, sugieren que el cancer no se encontré asociado con
alguna mutacion hereditaria en BRCAL, debido a que la presencia de este marcador es expresado
en niveles bajos en cénceres hereditarios asociados con este gen (Osin y Lakhani, 1999). De
manera contraria, en el cancer asociado a mutaciones hereditarias en BRCA2 los niveles de ER son
similares a los del cancer de tipo esporadico. La paciente 1 en particular no presenté PDH en la
region de BRCA2.

Extraccion del ADN gendmico

El tipo de preservacion de la muestra de tejido afecto directamente en la calidad del ADN extraido.
De las muestras de tejido en fresco a las que se extrajo el ADN con fenol-cloroformo-isoamilico, se
obtuvo una concentracion por arriba de los 100 ng/ul con un indice de pureza cercano a 2.0. La
mayor parte del material presentd una degradacion baja, que es recomendable para la mayoria de
los métodos en Biologia Molecular. Por otra parte, en la extraccion de ADN de las muestras incluidas
en parafina la concentracion resultaba por debajo de 40 ng/ul o incluso la recuperacion de los &cidos
nucleicos era nula, del igual forma la pureza y degradacion resultaban deficientes. Por esto se opto
por hacer la extraccion usando un kit comercial (Puregen®) con el que se obtuvo una notable
mejoria en la concentracion que se aproximo a los 80 ng/ul. Ademas la pureza alcanz6 un indice
aceptable mayor a 1.8, sin embargo se percibia un ligero barrido en el gel producto de la

degradacion. Pero fue posible amplificar por PCR cada uno de los marcadores sin mayor problema.
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Microsatélites

Algunos de los microsateélites presentaban un registro ambiguo entre las bases de datos citadas. La
informacion y la posicion de los marcadores era variable entre cada base de datos, por lo que se
decidio verificar la informacion ademas en GeneBank. En esta base de datos los marcadores
también presentaban registros variables a la base de procedencia, pero era posible encontrar los
pseudénimos para cada microsatélite, lo que fue de gran ayuda para corroborar la posicion y

relacion con los genes de interés.
Andlisis de PDH

Un aspecto sobresaliente de los genes ATM, TP53, BRCA1 y BRCA2 es que sus proteinas estan
involucradas en una ruta molecular comdn, que es la relacionada con la respuesta al dafio producido
por el rompimiento de la doble cadena del ADN (DSB, double-strand DNA break). La proteina ATM
es un checkpoint sensible al dafio en la cadena de ADN que se activa después de ocurrir algiin DSB
inducido por radiacion ionizante o algun otro tipo de agente que induce estos rompimientos. La
proteina p53 actua corriente abajo de ATM, es fosforilada y consecuentemente “disparada” iniciando
una respuesta protectora que bloquea al ciclo celular, dando tiempo a la reparacion del dafio o que
induce la apoptosis en células genéticamente dafiadas. Alternativamente las proteinas BRCAL y
BRCA2 pueden trabajar en conjunto con la proteina Rad51, la cual ayuda en la reparacion del DSB
(Hoeijmakers, 2001).

De acuerdo a Ding y col. (2004) las mutaciones en las secuencias de los genes ATM, TP53
y BRCAL son raras en el cancer de mama esporadico, sin embargo la PDH en los loci que contienen
a estos tres genes son relativamente frecuentes. Ademas, los autores mencionan que entre mayor
sea el grado o nivel tumoral se incrementa la frecuencia de la expresion anormal de las tres
proteinas, particularmente de BRCAL lo que resulta en una pobre diferenciacion del tejido
neoplasico. La paciente 2 presentd la PDH de ATM tanto en la muestra tumoral como en la
metastasis, lo que sugiere que fue un evento temprano en la formacién del tumor. Por otra parte,
también presenté la PDH de TP53 pero sdlo en el tejido tumoral, lo que sugiere que la pérdida fue
posterior a la metastasis y que en la clona original se gener6 una heterogeneidad gendmica que
derivo a metastasis con la posterior acumulacion de mutaciones de forma independiente. La
paciente 3 presentd la PDH de ATM, TP53 y BRCAL1 y debido a la importancia de estos genes para
mantener la estabilidad gendémica (Ding et al., 2004), se sugiere que la pérdida de estos fue un
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evento temprano que resulté en el gran nimero de mutaciones acumuladas en el tejido tumoral de
esta mujer.

El loci de BRCA1 flanqueado por los marcadores D17S1814 y D17S1827 presentd PDH en
las muestras de tumor de 4 pacientes (80%). La distancia que existe entre los dos marcadores es de
4.65 cM que representa el tamafio minimo de la perdida en la paciente 3 quien perdid ambos
marcadores. De acuerdo a Welcsh y King (2001), las regiones de BRCA1 y BRCA2 contienen una
alta densidad de elementos repetitivos de ADN que pueden contribuir a su inestabilidad genética. En
la region que constituye a BRCAL existe un 42% de secuencias repetitivas Alu (blancos para la
enzima de restriccion del mismo nombre) y un 5% mas de otro tipo de repetidos. Las regiones ricas
en secuencias Alu se asocian con genes implicados en los intercambios de regiones cromosomicas
homologas y no homélogas, por lo que de acuerdo a estos autores no seria raro que se encuentren
alteraciones como pérdidas o reordenamientos dentro de las regiones de ambos genes. En este
estudio se encontrd que la paciente 2, quien no habia perdido a BRCAL si presentaba mutacion en
BRCA2 tanto en la muestra de tumor como en la de metastasis. Esto concuerda con la propuesta
tanto de Welcsh y King (2001) como de Ding y col. (2004), en relacion a la frecuencia de las
mutaciones en estas regiones, sin embargo se requiere analizar una mayor cantidad de muestras
para corroborar la propuesta. Las células que carecen de BRCAL1 o BRCA2 acumulan un gran
numero de mutaciones, debido a que estas proteinas forman parte de los sistemas de reparacion por
dafio al ADN, particularmente en la recombinacién de regiones homologas cuando se produce algun
rompimiento en ambas cadenas del ADN (Hoeijmakers, 2001; Welcsh y King, 2001 y Ding et al.,
2004). De acuerdo a los resultados obtenidos, podemos inferir que en la paciente 2 ocurrieron al
menos 3 mutaciones esporadicas previas a la metastasis en los genes NOEY/AHRI, ATM y BRCA2
y posiblemente la falta de BRCA2 se relacione con la pérdida de los genes RASSF1A y E2F4 en la
metastasis.

Yu y col. (1999), registraron la PDH del gen NOEY/AHRI en el 41% de los casos de un
estudio con 49 muestras de cancer de mama y ovario. La proteina codificada por este gen inhibe la
sefializacion de RAS inducida por mitdgenos para la liberacion de factores de crecimiento, por lo que
NOEY/AHRI resulta un buen candidato a gen supresor de tumor para este tipo de canceres. Un
aspecto relevante del gen es que presenta una impronta materna, por lo que una sola mutacién en el

alelo paterno llevaria a la pérdida de su expresion lo que facilitarse por la inactivacion de algin
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mecanismo de reparacion, como en el que participa BRCA2 (Yu et al.1999). Probablemente este sea
el caso de la paciente 2 quien fue la Unica mujer en la que se encontré PDH en este loci.

En la region 3p21.3 se encuentra el gen RASSF1A, este loci fue reportado por Shivakumar y
col. (2002) como una region de frecuente PDH durante la génesis tumoral de pulmén, mama, ovario,
nasofaringe y rifion. En el presente estudio se encontrd la PDH de esta region en el tejido
correspondiente a metastasis ganglionar de la paciente 2 y en el tejido tumoral de la paciente 3,
ambas con un estadio tumoral avanzado. Es probable que la pérdida de este loci haya contribuido
en el incremento del nimero celular en ambas pacientes, debido a que RASSF1A es un inhibidor de
la proliferacion que regula el ciclo celular en la fase de transicion de G1/S (Shivakumar et al., 2002).
El resultado de la paciente 2, contrasta con el sefialamiento de los autores de que la PDH de esta
region es mas frecuente en las etapas iniciales del tumor. También sefialan que la regulacion del
ciclo celular mediante RASSF1A se acompafia con la disminucion de la ciclina D1, lo que resulta
interesante debido a que la re-introduccion de la expresion de RASSF1 en las lineas celulares
transformadas es suficiente para inhibir la tumorogenicidad de esas células. Si fuera posible detectar
la pérdida del gen en etapas tempranas, asi como los niveles de ciclina D; seria de gran utilidad
tanto para el diagnostico, como de posible indicador para terapia en los tumores primarios de mama.

El gen E2F4 es un factor de transcripcion que puede contribuir tanto a la proliferacion celular
como a la apoptosis dependiendo del tejido especifico en el que sea expresado. En el estudio
realizado por Ho y col. (2001) encontraron disminuida la expresion de este gen en 7 de 10 de
muestras correspondientes a carcinomas primarios de mamay en el total de 10 muestras de tejido
metastasico cuando fueron comparadas contra el tejido normal. En el presente estudio se observo la
pérdida del marcador D16S515 para el gen E2F4 en la muestra correspondiente al tejido
metastasico de la paciente 2 y en el tejido tumoral de las pacientes 1y 3, a pesar de este limitado
numero de muestras los resultados parecen ser concordantes con el estudio de Ho y col. (2001). De
acuerdo a los autores, la pérdida de este inhibidor podria conferir una resistencia celular a la
apoptosis sin tener efecto alguno sobre la tasa de proliferacion celular y la sintesis del ADN. Por lo
anterior se podria esperar que pudieran acumularse un mayor nimero de mutaciones en la progenie
celular con la PDH de E2F4. Esto sumado a las mutaciones en ATM, TP53 y BRCAL podria explicar
el gran nimero de mutaciones halladas en la paciente 3, quien presenta un estadio relativamente

avanzado sin haber desarrollado metastasis.
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DBC2 fue propuesto como un gen supresor de tumores por Hamaguchi y col. (2002). En su
articulo registran la PDH del loci en 7 de un total de 200 muestras (3.5 %) de tejido tumoral de
mama. En el presente proyecto se observé la perdida de esta region en la paciente 3, quien
presentaba el estadio mas avanzado (II1A). Se sabe que el producto proteinico de DCB2 es capaz de
inhibir el crecimiento de células transformadas que carecen del transcrito. Aldn cuando guarda
homologia con la proteina RAS y se sugiere que es un factor de transcripcion, se desconoce cual 0
cuales son los blancos especificos de este producto proteico. Dado que no se encontraron
mutaciones del gen en estadios mas tempranos a lllA, es posible que este se encuentre involucrado
en la progresion tardia de los tumores, lamentablemente los autores no comentan acerca de 10s
estadios que estudiaron de manera que no es posible inferir mas sobre este gen en particular.

Trabajos previos han sugerido la existencia del gen supresor de tumor BCPR para cancer de
mama en 17p13.3 (Coles et al. 1990 y Stack et al. 1995), una region subtelomérica ubicada
distalmente a 20 Mb de TP53. De acuerdo con ambos estudios es posible advertir la PDH de este
loci hasta en el 60% de los casos esporadicos de cancer de mama y de entre el 50% al 75% en el
cancer de ovario. En el presente proyecto se observé la PDH de este locus en las pacientes 1y 3
(con estadios IIA 'y IlIA respectivamente). Aun cuando ambas mujeres presentan estadios tumorales
diferentes extraflamente ambas presentaban antecedentes familiares de cancer de mama.

El gen GSTM1 fue el Gnico marcador que no presentd PDH en ninguna de las pacientes.
Este gen supresor de tumor se ha ligado principalmente con la susceptibilidad a cancer pulmonar y
colon-rectal y en menor medida con cancer de mama (Zhong et al., 1993). Lo anterior sumado al
reducido numero de pacientes podrian explicar que no fueran encontradas mutaciones en este gen.

Los datos de las pacientes, las caracteristicas de los tumores y el andlisis de PDH en los
marcadores seleccionados, sugieren que los genes estudiados representaron un factor importante
en la progresion tumoral de las mujeres. Sin embargo, es necesario incrementar el nimero de
muestras en este tipo de estudios para definir la frecuencia de las mutaciones en diferentes estadios
tumorales. Ademas es recomendable el emplear al menos 2 microsatélites por cada gen para tratar
determinar con mayor precision la region de la PDH.

En este proyecto se encontrd que aquellas pacientes con estadios menos avanzados (l1A)
presentaron un menor nimero de mutaciones, por el contrario las pacientes con estadios mas
evolucionados presentaron un mayor nimero de mutaciones en los genes estudiados, lo que resalta la
gran importancia de los genes supresores de tumor y de reparacion en el mantenimiento de la estabilidad

genomica.
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