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INTRODUCCION.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

La informacion acerca de proteinas potencialmente interesantes ha venido
del andlisis de expresion de genes donde los genes de interés fueron investigados
para conocer su real traduccion en proteinas. Esta aproximacion permitio la
identificacion de un niumero de proteinas que ahora sirven como parametros de
prondstico o como marcadores biolégicos para enfermedad maligna. Sin embargo,
no todos los genes son traducidos en proteinas y las alteraciones en la expresion
de genes no necesariamente se reflejan en cambios en los niveles de proteinas®.
Mas alla, alteraciones estructurales, formacion de complejos, enzimas
proteoliticas, proteinas de union y muchos otros mecanismos de regulacion

postraduccionales pueden modificar en gran medida la actividad y disponibilidad



de una proteina mas all4 del mero control de su expresién génica®’. Nuevas
tecnologias como electroforesis en dos dimensiones y espectrometria de masas
ahora ofrecen una oportunidad de evaluar alteraciones del proteoma, previamente

no detectadas en cancer de mama?.

Se han realizado algunos estudios que involucran alteraciones en el
proteoma en cancer de mama que han demostrado que en lineas celulares de
cancer de mama como la MCF-7 se expresan varios genes cuyos productos
codifican para proteinas membranales®. Mas del 50% de las drogas usadas para
tratamiento contra el cancer son dirigidas contra proteinas membranales. En
algunos estudios se han encontrado al menos 15 proteinas cuyos cambios en sus
niveles las postulan como importantes en la resistencia al tratamiento con drogas
de ciertos tipos de cancer®. Las proteinas membranales son dificiles de estudiar
debido a su hidrofobicidad lo cual las hace incompatibles con condiciones de
enriquecimiento, fraccionamiento o digestion enzimatica usadas regularmente en
los métodos de purificacién e identificacion de proteinas. Sin embargo, se han

abordado diferentes técnicas para superar este problema®.



MARCO TEORICO

|. ANTECEDENTES HISTORICOS DEL CANCER DE MAMA.

El seno humano, la glandula mamaria humana es un érgano cutaneo
gue produce una sustancia lechosa vital para el recién nacido. En el siglo XVIIl,
el seno se convirti6 en base para la taxonomia. EI médico sueco Carlous
Linnaeus (1707-1778) acufi6 el termino mamiferos para distinguir a los
animales con senos de cualquier otra criatura.

Las enfermedades de los senos, particularmente el cancer, no sélo
atacan la salud y el bienestar de la mujer, también atacan la feminidad,
maternidad y la identidad personal. A lo largo de la historia, el cancer de seno
ha amenazado a la mujer. Los tumores de seno fueron descritos por los
egipcios 3000 afios a. de J.C. Subsecuentemente, médicos griegos y romanos
escribieron acerca del cancer de seno y los registros de esta enfermedad
contindan a través de la edad media hasta nuestros dias.

La cirugia es el intento mas viejo de tratar el cancer de seno. Las
operaciones han sido inventadas, descartadas, redescubiertas, cambiadas y
abandonadas de nuevo, en lo que parece ser una moda interminable de los
médicos por emplear la ciencia y la tecnologia de sus tiempos.

El curso de los eventos en la historia del cancer de seno nos permite

identificar 4 periodos. En tiempos antiguos (aproximadamente del 3000 a. de



J.C. al 129-200 d. de J.C.) el tratamiento fue desaprobado porque la
experiencia habia ensefiado que algunos tumores de seno eran agravados con
la cirugia®, la experiencia de algunos médicos aconsejaba “es mejor no aplicar
tratamiento alguno a los casos de cancer oculto; si son tratados, los pacientes
mueren rapido, pero si no son tratados ellos pueden vivir por un tiempo
relativamente largo”.

Mas tarde, el cancer fue considerado como una enfermedad sistémica;
la remocién quirdrgica podia dar alivio temporal, pero no se podia esperar que
cure®. Este periodo fue de aproximadamente de 129-200 d. de J.C. al 1757 d.
de J.C., siendo muy representativo de este periodo las teorias del medico
Galeno acerca del exceso de bilis negra. El tercer periodo fue uno de los de
mayor optimismo, basados en la creencia de que el cancer de seno era una
enfermedad local que podia ser curada con tratamiento local. Este periodo
abarca aproximadamente de 1757 d. de J.C. al 1900 d. de J.C. En 1957, en
Francia Henri Francois LeDran le dio avance a la teoria de que el cancer en
sus etapas tempranas empieza como una enfermedad local. Se disemina
primero via el sistema linfatico a los nodos de la region y subsecuentemente
entra a la circulacién general®. Esta teorfa ofrecia la posibilidad de que si la
cirugia era hecha suficientemente temprano, posiblemente curaria el cancer.

Finalmente, hoy en dia se han establecido conceptos de cura basados
en tratamientos locales y sistémicos. De acuerdo con el nuevo modelo, el
cancer de seno en la mayoria de los casos es una enfermedad sistémica en la
cual las células tumorales se diseminan de un tumor primario mucho antes de
que la enfermedad se diagnostique”, estas células circulan libremente a través
de los sistemas linfatico y sanguineo y la micro metastasis (diseminacion de
células cancerosas) resultante a sitios distantes dificultan los intentos de curar
solamente con terapia local. La terapia sistémica (quimioterapia, terapia
hormonal) se utiliza para neutralizar y/o destruir la enfermedad a distancia y es
necesaria para coadyuvar el tratamiento clinico. Este nuevo enfoque esta
integrado por un tratamiento multidisciplinario y recientemente tiene como
objeto la prevencion del cancer de seno.

Hasta ahora la causa del cancer de seno todavia no se conoce y los

tratamientos distan mucho de ser perfectos, pero el desarrollo en este campo



parece que ha llevado a disminucion en la incidencia de muertes por cancer de

seno, al menos en algunos paises (Fig. 1).
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Figura 1. Tasas de incidencia y mortalidad por edad en poblacion europea
debidas a cancer de mama, GB, 1975-2004. Fuente:

http://info.cancerresearchuk.orqg

Il. EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER DE SENO.

Mundialmente, el cancer lider en causar muertes de mujeres es el

cancer de seno (Tabla 1), siendo responsable por mas de 300,000 muertes en

1990, de las cuales 174,100 ocurrieron en paises desarrollados y 139,500 en

paises subdesarrollados.

Sitio del No de casos
cancer (1000s)
Pecho 572

Cervix 466

Colonyrecto 286
Estomago 261
Endometrio 149
Pulmén 147
Ovario 138
Bocay faringe 121
Esofago 108
Linfoma 98

%o del total
18 Tablal.Incidencia Global de
15 Canceres En Mujeres (1980).

Fuente: ABC of Breast

Cancer Epidemiology, Risk
Factors, and Genetics, British
Medical Journal 9sep00;321:624-
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628 K McPherson, C M Steel, J M Dixon

Los indices de mortalidad estimados en 1990 (por 100000 mujeres-afio,
edad ajustada, estdndar mundial) varian mas de 6 veces, internacionalmente
hablando, de menos de 4.3 en China a 26.7 en Europa del Norte. Los indices
también son bajos (menos de 15) en Japén, otras partes de Asia, Africa y
Centroamérica, alrededor de 20 en Sudamérica y Sur Europa, y altos (mas de
23) en Europa del Este y Norte América. De mediados de 1970 a mediados de
1980, los indices de mortalidad no cambiaron gran cosa en muchos de los
paises con altos indices, mientras se incrementaron en muchos de los paises
con bajos indices, resultando en un estrechamiento en las diferencias
internacionales (figuras 2-A'y 2_B).

Los indices de incidencia (con edad ajustada, estandar mundial) son
bajos en partes de China, Japon, India y Costa Rica (menos de 32);
intermedios en Sudameérica, el Caribe, y Europa del Este; pero altos en Europa
del Oeste, Canad4, y Norteamérica (Fig. 2-A y 2-B). Los indices en éareas

urbanas generalmente exceden los indices en areas rurales.
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Estudios con inmigrantes: Las mujeres chinas que viven en Shanghai
tienen 2/3 de riesgo de cancer de seno comparadas con aquellas que viven en
Hong Kong o Singapore, mientras que los indices en las poblaciones de
mujeres Chinas que viven en Hawai y San Francisco son mas del doble de
altos. Similarmente las mujeres japonesas que viven en Hawai, San Francisco
y Los Angeles tienen indices del doble comparadas con aquellas que viven en
Japon. Con respecto a Israel, mujeres que nacieron en Africa o Asia estan en
un menor riesgo comparadas con aquellas que nacieron en Israel, Europa, o
Estado Unidos. El riesgo de cancer de seno en emigrantes esta fuertemente

modificado a lo largo de las generaciones sucesivas*.

Cancer de mama en México: México comienza a padecer enfermedades que
caracterizan a los paises desarrollados, entre las cuales esta el cancer de
mama. El Cancer en general se presenta actualmente como la segunda causa
de muerte en nuestro pais, donde mueren alrededor de 3500 mujeres y se
presentan 10000 casos nuevos cada afio. Aproximadamente, el 6% de las
defunciones por cancer corresponden al mamario, ocupando el sexto lugar
dentro de las causas de muerte por cancer, pero, el segundo lugar de muerte
por cancer en mujeres. Se considera hoy que para el afio 2010 habra una tasa
de mortalidad de 13 por 100,000 mujeres adultas y cerca de 4500 defunciones

por afio por esta causa en México®.
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México, Nuevo Ledn y Veracruz , le sigue en orden de importancia al Distrito

Federal®,

Cuadro1: Cortesia de Lopez Rios Oy Col.

RazoN DE MORTALIDAD PROPORCIONAL POR CANCER
DE MaMA EN LA RErOBLICA MExicana 1970-1994

Tatal Tiwnar Ao la manan )
Ao Defupciones Timone MoRTALIDAD POR CANCER DE MAMA POR
malign GRUPCS DE EpaD. Mexico, 1979-1994
70
1970 485656 1841t E.
1980 434379 64T g““
1990 412803 4lléE g o0
1994 413908 4824 g0
=
. 0
{1} Respecto al total de las def E
(2) Respecto al total de los tun g 20
10
A,
BEEEREEEEREEREEEGE
Paricdo da astudio

Para 1979

los estados de
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Fuente: Cireccén General de Estadistica e Indormédtica, Secretana de Salud
Graf. 1: Cortesia de: LIfI[CIEZ Rios O i Cal.
este grupo

presentaban tasas de dos a cuatro defunciones por 100000 mujeres y, en

1994, eran de cinco a ocho defunciones por 100000 mujeres.

Baja California, Coahuila, Chihuahua, Guanajuato, Michoacan, Sinaloa,
Sonora y Tamaulipas compone el grupo 3, con tasas mas bajas que en el
grupo anterior (entre una y dos defunciones en 1979, que aumentaron a 2.5 -
4.5 en 1994.

El grupo 4 esta formado por: Aguascalientes, Chiapas, Durango,
Guerrero, Hidalgo, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Querétaro, San Luis Potosi,
Tabasco, Yucatan y Zacatecas Sus tasas de incidencia se encuentran en
niveles bajos; para 1994, no sobrepasan las 2 defunciones por 100000

mujeres.

Baja California Sur, Campeche, Colima, Quintana Roo y Tlaxcala conforman el

grupo 5y sus niveles son los mas bajos (ver grafical, cuadrol, cuadroll).



Es importante considerar que la distribucion regional que se observa
para la mortalidad por cancer de mama puede asociarse a la distribuciéon
regional del desarrollo socioeconémico: los estados del norte, donde las tasas
son més importantes, son también aquellos donde imperan mejores
condiciones socioecondmicas, que se traducen en mejores condiciones de
vida. Por el contrario, en los del sur, menos desarrollados y donde prevalecen
aun condiciones deficitarias de vida, las tasas de mortalidad por cancer de

mama son mas bajas, predominando otras causas de muerte.

lIl. MORFOLOGIA DEL SENO

El seno es una masa de tejidos glandular, graso y fibroso, ubicado sobre
los musculos pectorales de la pared del pecho y adherido a la misma por unos
cordones fibrosos llamados ligamentos de Cooper. Una capa de tejido graso
rodea las glandulas y se extiende a todo lo largo del seno. El tejido graso le da

al seno una consistencia suave.

El tejido glandular del seno esta constituido por los I6bulos (glandulas
productoras de leche al final de los compartimentos) y los ductos (por donde
pasa la leche). Durante la lactancia los bulbos al final de los I6bulos producen
leche. Una vez que la leche se ha producido, viaja a través de los ductos para

llegar al pezon.



El seno esta compuesto de:

e glandulas mamarias (I6bulos) que producen leche

e ductos que transportan leche de las Glandulas mamarias (I6bulos) al

pezon

« areola (una region pigmentada de rosa y/o café que rodea al pezon)

« tejido conectivo (fibroso) que rodea los I6bulos y los ductos

e grasa

A Ductos

B l6bulos

C seccion dilatada de un ducto para
pasar leche

D pezon

E grasa

F musculo Pectoralis major

G pared del pecho

Ampliacion
A células del ducto
B membrana

C centro del ducto

Figura 3. Corte trasversal del seno. Fuente:

http://www.bccancer.bc.ca.HPI/Nursing/Education/breastcancer/diagnosis/bcba

sics/htm

IV. FACTORES DE RIESGO

IV.1 LA DIETA. La relacion entre la dieta y el riesgo de cancer de seno ha sido

extensamente estudiada, con resultados poco convincentes. Existen estudios

gue apoyan la idea de que una dieta rica en grasas incrementa el riesgo de

cancer de seno. Asi como el riesgo parece reducirse con una dieta rica en



fibra®. Los antioxidantes son objeto de estudio ya que podrian proveer una
proteccion contra las especies de oxigeno muy reactivas que son causantes de
dafios en el ADN. La vitamina C ha sido de interés, no solo por su efecto
antioxidante sino porque también puede bloquear la formacién de nitrosaminas

carcinégenas”’.

Se ha propuesto que el consumo de fitoestrogenos de los productos de
soya puede tener un impacto benéfico, esto se apoya en el alto consumo de
estos productos en paises con bajo indice de casos de cancer como Japon y
China®.

IV.2 LA EDAD. El riesgo de contraer cancer de seno se incrementa con la
edad, (Fig.4) incrementandose al doble cada 10 afios hasta la menopausia,
donde la tendencia al incremento en el riesgo se reduce dramaticamente.
Comparado con el cancer de pulmon, la incidencia el cancer de seno es mas
alta a edades menores, aunque es relativamente raro en adolescentes y

mujeres veinte afieras, cuando ataca a estas edades suele ser mas agresivo®?.
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pot edad especifica, de cancer de pecho, por sexo. Fuente:
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IV. 3 EL FACTOR GENETICO. Mas del 10% de los casos de cancer de seno

en los paises occidentales son debido a la predisposicion genética. Esta



susceptibilidad es generalmente heredada como un factor dominante
autosomal®. Todavia no esta bien conocido cuantos oncogenes de cancer de
seno existen, pero se han identificado BRCA1 y BRCA2 que estan en una
proporcion sustancial en familias con un alto riesgo, aquellas con 4 o mas
parientes con esta enfermedad. Dichos genes son muy largos y lo que aumenta
la probabilidad de que sufran mutaciones. Mutaciones heredadas en otros dos
genes, p53y PTEN, estan asociadas con sindromes familiares que incluyen un
alto riesgo de céancer de seno pero ambos son raros. Existen seguramente
otros genes (aun sin identificar) que incrementan el riesgo de padecer esta
enfermedad. El riesgo de una mujer de desarrollar cancer de seno es de dos o
mAas veces, si se tiene un pariente en primer grado (madre, hermana, o hija)
gue halla desarrollado la enfermedad antes de los 50 afios. Por ejemplo, una
mujer la cual tiene una hermana que desarroll6 la enfermedad a la edad de 30-
39 afios, tiene un riesgo acumulado de desarrollarla ella misma a la edad de 65
afos, pero ese riesgo es de soOlo 5% (cerca del riesgo de la poblacion en
general) si la hermana enfermé a la edad de 50-54 afios. El riesgo se
incrementa entre 4 y 6 veces si dos parientes en primer grado desarrollaron la
enfermedad. Por ejemplo, una mujer con 2 parientes afectados, uno con la
enfermedad antes de los 50 afios, tiene un 25% de probabilidad de desarrollar

la enfermedad a la edad de 65 afios. (Fig. 5)
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IV.4 FACTORES DEMOGRAFICOS

El cancer de seno generalmente esta reconocido como una enfermedad
que ocurre mas frecuentemente en mujeres de alta clase social, medido por su
nivel educativo o ingreso familiar’. Los estudios parecen indicar que estas
asociaciones reflejan el efecto de la correlacion entre factores del estilo de vida,
como la avanzada edad del nacimiento del primer bebe®. Se ha encontrado que
mujeres mayores de 40 que nunca se casaron tienen mayor riesgo de cancer
de mama que aquellas mujeres que estuvieron casadas alguna vez®.
Ilgualmente, se ha encontrado que las monjas tienen en un riesgo méas alto™
que la mujer promedio. Existen referencias comunes al descubrimiento de que
mujeres judias tienen un indice alto de cancer de mama, pero vincular esto con

variables como el nivel socioecondmico, no ha sido posible.

IV.5 FACTORES MENSTRUALES

Numerosos estudios han mostrado que mujeres que tuvieron a una edad
temprana su primera menstruacion (antes de los 12 afos de edad), estan en
riesgo alto de cancer de seno; esto es un 50% mas de riesgo que aquellas

mujeres que empezaron a la edad de 15 afios o después™



Se ha mostrado que mujeres que tuvieron su menopausia a edad avanzada
estan en un riesgo mas elevado de cancer de mama; el riesgo relativo es de
aproximadamente el doble para aquellas mujeres con menopausia después de
los 55 afios comparadas con aquellas cuya menopausia ocurrié antes de los 45

afios de edad®?.

IV.6 TABAQUISMO

Los investigadores siguen estudiando los efectos del tabaquismo en
relacion con el cancer, aunque no se ha encontrado claramente que el fumar
altere el riesgo de contraer cancer de mama. Recientemente, el interés se ha
enfocado en como el fumar cigarro puede ser afectado por factores genéticos,
en un estudio, el fumar aparentemente incrementa el riesgo en aquellos
individuos en los que se encontr6 que son acetiladores lentos, esto ultimo
definido por el genotipo de la N-acetiltransferasa’®, aunque posteriores estudios

fallaron en confirmar esta asociacion.

IV.7 RADIACIONES

A partir de estudios con mujeres expuestas a la bomba atémica en
Japon y de observaciones de mujeres expuestas a tratamientos médicos que
involucran repetidas exposiciones a radiaciones (radiografia fluoroscopica de
pecho para tuberculosis, radioterapia para mastitis aguda postparto). Esta bien
establecido que las radiaciones ionizantes al pecho en dosis que van de
moderadas a altas (entre 5y 3 Gy) antes de 40 afos, incrementa el riesgo de

cancer de mama y una dosis més alta implica un riesgo més alto™.
IV.8 OTROS AGENTES CANCERIGENOS

Un posible papel etiologico de solventes organicos, 6xidos metélicos y

mezclas de acidos se ha estudiado®®, sin obtener todavia resultados claros.

V. ONCOGENESIS:



En términos de patogénesis, la etiologia basica del cancer de mama
todavia permanece obscura. Pero se sabe que es el resultado de un numero de
influencias genéticas, hormonales y quimicas que actian en el ADN de una

célula.

El mantenimiento de una estructura epitelial, como las células de los
ductos de la glandula mamaria, depende de la actividad prolifica de las células,
las cuales tienen la habilidad de proliferar en una forma en la que algunas
retienen la actividad prolifica, mientras que otras maduran en un estado
terminal de alguna forma diferenciada. Las formadoras por definicién, son las
células madre. La actividad prolifica de células madre normales, esta sujeta a
un control por el medio; nutrientes y factores de crecimiento permiten la
replicacion, mientras las hormonas regulan la proliferacion en un patron ciclico
temporal. El destino de estas células determinado por estos controles, puede
ser uno de tres: (1) puede permanecer tal cual y servir para futuras
necesidades; (2) se puede dividir en dos células hijas, una que es otra célula
madre mientras la otra se diferencia; 6 (3) puede formar dos células hijas con
poca capacidad de diferenciacion pero con alta actividad prolifica. Esta Gltima
opcién es bastante rara, pero la posibilidad de que ocurra se incrementa con un
dafio en el ADN. Tal dafio, podria ocurrir durante la mitosis o como resultado
de la exposicion a carcin0genos ambientales. Una vez que el genoma se afectd
por uno o mas de estos factores, existe un incremento en la posibilidad de
alteraciones futuras. Dichas alteraciones son conocidas como progresion
tumoral y la parte critica de ésta es la adquisicién de nuevas propiedades que
favorecen el crecimiento del tumor y nuevas subclonas celulares pueden
aparecer durante este proceso. Estas nuevas propiedades incluyen
anormalidades cromosOmicas mas complejas, decremento en la dependencia
de factores de crecimiento, la habilidad de crecer en ambientes nuevos, que le
permite a algunas células formar micrometastasis y secretar de proteinas que
afectan el metabolismo del huésped. Una de las caracteristicas de la
progresion tumoral es que las nuevas caracteristicas de las células malignas se

adquieren independientemente una de las otras, esto lleva a que la habilidad



de crecer en un tejido (por ejemplo en un nodo linfatico) es independiente de su

habilidad para establecer una colonia en otro tejido (por ejemplo hueso).

VI. HISTORIA NATURAL DEL CANCER DE MAMA:

Aunque existen muchos datos epidemiolégicos de cancer de mama,
para algunos investigadores estos datos no encajan bien juntos en un modelo
racional para el desarrollo del cancer de mama. Dichos modelos son

incompletos o no explican algunos factores de riesgo.

El cancer de mama es es la forma mas comun de cancer en mujeres.

El cancer lo entendemos como la proliferacién incontrolada de células y
la metéstasis de éstas a otros tejidos, lo cual da como resultado final el
inadecuado funcionamiento de la poblacién normal de células.

Visto desde esta perspectiva, uno de los principales factores involucrados en la
génesis del cancer, es la alteracion del ciclo celular, el cual en condiciones
normales consta de mecanismos que le permiten a la célula controlar su
division. Estos mecanismos dependen de sefiales tanto intracelulares como
extracelulares que regulan procesos de transduccion de sefales, permitiendo
de esta forma que una célula entre o no en un ciclo de division celular.

Las células cancerigenas sufren alteraciones en estos procesos de control,
desencadenando una proliferacion descontrolada independiente de los factores
extrinsecos e intrinsecos. Estas alteraciones son el resultado de la suma de
mutaciones, las cuales pueden desencadenar una sefial de muerte celular
programada (apoptosis) o una mejor adaptabilidad al medio, favoreciendo la

supervivencia de la poblacion celular de una misma clona (figura 6).
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Figura 6. Fuente: Juan Fernando Vera, MD.
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VIl. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DEL CANCER DE MAMA:

Una vez generadas las alteraciones suficientes para crear una célula
cancerigena, ésta tiene la capacidad de generar una clona de células con las
mismas alteraciones genéticas pero lo suficientemente heterogéneas, lo cual
les permite ser resistentes a cualquier tipo de medida de control. Es esta
heterogeneidad, dada por la velocidad de mutacion, el numero de individuos de
la poblacién y la velocidad de reproduccion lo que le permite una ventaja

selectiva sobre la poblacién normal de células.

Otro factor molecular importante en la evolucién de cancer es que,
dependiendo del tipo de clona y del grupo de genes alterados, el cancer se
comportara con mayor o menor agresividad. Siendo el ejemplo de esto los
tumores benignos y malignos en donde la diferencia radica en la capacidad que

tiene el tumor maligno de realizar metéstasis.



Los tumores benignos se caracterizan por ser un grupo celular que a
pesar de ser indiferenciadas se encuentran delimitadas por una membrana
basal que hace las veces de cépsula; pero en algunas ocasiones estos tumores
benignos evolucionan a malignos por la acumulacién de mutaciones, las cuales
le permiten desarrollar receptores de laminina para adosarse a la membrana
basal y producir colagenasa IV, que le permite a la célula cancerigena destruir
la membrana basal y pasar al torrente sanguineo.

Pero, para que este fendmeno se pueda desarrollar es necesario que el tumor
estimule mecanismos de angiogénesis para que de esta forma asegurar su
crecimiento y poder realizar metastasis. En la actualidad se consideran que son

6 los pasos en el desarrollo de angiogénesis:

1. Disolucion de la membrana basal que rodea al vaso.

2.- Migracion de células endoteliales del vaso hasta el tumor.
3- Division celular de las células migratorias.

4- Elongacion de los nuevos vasos inmaduros.

5- Formacion de redes vasculares y canalizacion.

6- Maduracion de los componentes de la membrana basal

Una vez que se ha realizado la angiogénesis y la célula cancerigena se
ha capacitado para degradar su membrana basal esta lista para pasar al
torrente sanguineo. Pero para que esta célula pueda vivir fuera de su tejido de
origen debe desarrollar mutaciones que le permitan a la célula vivir sin las
sefales de sobrevida que normalmente envian las moléculas de adhesion del
entorno a la célula y sin las cuales una célula normal no puede vivir. De esta
forma, es posible que la célula cancerigena pueda viajar libremente y ser
sembrada en otro entorno bioldgico diferente, fendmeno que se conoce como

metastasis (ver figura7).
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Figura 7. Evolucion de una célula normal hasta convertirse en un tumor con
metastasis (Fuente: Vera, JF. 2008,
http://www.abcmedicus.com/articulo/medicos/2/id/158/pagina/3/carcinogenesis/
html)

El primer punto de relevancia es el tamafio critico al cual la angiogénesis
debe ocurrir, esto tiene que ser aproximadamente a las 10,000 células porque
es la esfera méas grande de células que puede existir sin necrosis debido a la
carencia de oxigeno y nutrientes. Dicha esfera deberia de tener un didmetro
aproximado de 0.3mm.

Mientras las células contindan acumulandose, el siguiente punto es el tamafio
suficiente para aparecer en las mamografias, ya que segun estudios ningun
cancer menor a 2.1mm es visible en mamografias.

El siguiente punto esta basado en el nUmero de células cancerosas que
deben estar en el seno como para producir una masa palpable.
Aproximadamente de 1cm? el nimero es aproximadamente de 2°° células. La
masa promedio a la cual la mayoria de las cuales son descubiertas por una
simple exploracion personal es de 2°% a 2°°. Desde el punto de vista citocinético

éste es un estado final de la enfermedad.

Por concepto el cancer de mama se desarrolla via un nimero de pasos.
De un ducto epitelial normal progresa a una hiperplasia epitelial, después a una
hiperplasia epitelial atipica, siguiéndole el carcinoma in situ no invasivo. El

cancer no invasivo, puede eventualmente, penetrar la membrana basal del



ducto para convertirse en un cancer invasivo por medio del acceso a los vasos
linfaticos y sanguineos produciendo adenopatia y finalmente haciéndose
evidente en partes distantes del cuerpo. Esta evolucibn no siempre es
demostrable, pero con cada paso del proceso, usualmente se encuentran
remanentes del paso previo. Una hiperplasia atipica frecuentemente se
encuentra con cancer no invasivo y, cancer no invasivo, esta presente con un
50-80% de céancer invasivo, mientras el cancer invasivo avanza, las
posibilidades de supervivencia disminuyen.

Aunque estos pasos representaran el progreso natural de la enfermedad, esto
sélo esta implicito; una progresioén ordenada de la enfermedad de un paciente

en particular no necesariamente sigue estos pasos.

En 1954 la Union Internacional Contra el Céncer inicio un esfuerzo para
perfeccionar una clasificacion que pudiera aceptarse en todo el mundo, la cual
esta basada en la descripcion de un tumor primario (T), los nodos linfaticos de
la regidon (N), y la presencia o ausencia de una metastasis distante (M), TNM

(ver figura 8).
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VII.1. CARCINOMA DUCTAL IN SITU:

Méas comunmente conocido como CDIS, este cancer es un grupo de

lesiones heterogéneas en el cual presumiblemente células epiteliales malignas



proliferan en el sistema de ductos, pero evidencia de invasion a través de la

membrana basal, no es demostrable por microscopia de luz.

La lesion generalmente empieza con un tamafio de pequefio a
moderado en los ductos. Es muy variable en cuanto a su apariencia biologia y
comportamiento. Es una enfermedad muy confusa y es comun que los

pacientes con dicha enfermedad pidan una segunda, tercera y cuarta opinion.

Hoy en dia, esta enfermedad ocupa al menos del 15 al 20% de todos los
nuevos casos diagnosticados de cancer de mama. La pregunta central en estos
casos es ¢Cual o cudles de estas lesiones se convertiran en una forma

invasiva de cancer y cuales no?.

El concepto de carcinoma preinvasivo fue el primero que se acogio,
después se uso el término in situ para describir el paso no invasivo del cancer
de mama. El reto de diferenciar entre lesiones atipicas altamente proliferativas
y carcinoma in situ continua hasta hoy.

Aunque no es universalmente aceptada la clasificacion histopatolégica, la
mayoria de los pat6logos lo dividen en 5 subtipos ( papilar, micropapilar,
cibriforme, sélido, y comedo). El comedo es frecuentemente asociado con un
rango de proliferacibn mas alto y un comportamiento clinicamente mas

agresivo.



Figura 9. Fuente:
http://www.bccancer.bc.ca.HPI/Nursi

ng/Education/breastcancer/diagnosi
s/bcbasics/htm

Perfil del seno:
A ductos
B I6bulos

C seccion dilatada de un ducto para
transportar leche

D pezon

E grasa

F musculo pectoralis major

G pared del pecho
Agrandamiento:

A células de ducto normales

B células de ducto cancerosas
C membrana basal

D lumen (centro del ducto)

La aparicién de microinvasion es dificil de cuantificar ya que no habia

una definicion formal y universalmente aceptada. Pero la edicion mas reciente

de La Junta del Comité Americano Sobre Céancer, define microinvasion como

uno o mas focos de invasion, de los cuales ninguno debe ser mayor a 1mm de

diametro.



Mormal cells

Figura 10. Progreso de lesiones precancerosas hasta cancer invasivo. (Fuente:
http://www.bccancer.bc.ca.HPI/Nursing/Education/breastcancer/diagnosis/bcba
sics/htm

VII.2 CARCINOMA LOBULAR IN SITU:

Carcinoma lobular in situ (CLIS) del seno. Esta es una lesion
comunmente identificada como algo incidental en las biopsias de seno y es
causada por enfermedades quisticas u otras condiciones, causando

anormalidades mamogréficas o0 masas palpables.



Este tipo de cancer es mamograficamente silencioso por eso no se le asocia
con fibrosis estromal y sélo en pocos casos se ven microcalcificaciones. Por

estas mismas razones este cancer no es visible en un examen general.

Histologicamente, los I6bulos involucrados aparecen con una
proliferacion de células distendidas con una falta de cohesion caracteristica;
por eso, aun cuando los I6bulos estdn completamente llenos, no parecen estar
“bien empacados”. Esta propiedad es una importante pista que permite
diferenciarlo de una hiperplasia benigna y del carcinoma ductal in situ. Las
células neoplasicas tienen un escaso o0 moderado citoplasma rodeando un
nucleo uniforme con un pequefio nucleolo. La mitosis es escasa 0 nula. Algo
frecuente que se encuentra en biopsias de carcinoma lobular in situ es el
fendmeno conocido como diseminacion pagetoide, el cual consiste en la
prensencia de células malignas entre el epitelio y la membrana basal del ducto.
El epitelio normal preexistente es frecuentemente adelgazado y atenuado por la
presencia de las células carcinégenas, el mioepitelio puede o no ser visible.
Esta diseminacion pagetoide es frecuente en CLIS pero rara en CDIS y su

presencia es invariablemente un signo de enfermedad maligna.

Es dificil establecer una incidencia de este cancer debido a que es una
lesion clinicamente silenciosa, pero algunos estudios han mostrado una
incidencia de 0.5 al 5%. Con un factor de riesgo relativo de desarrollar cancer

invasivo de 9.0.

En conclusion parece que el CLIS representa un indicador de riesgo mas que

un precursor de cancer invasivo.



Perfil del seno:

A ductos
B l6bulos

C seccion de un ducto transportador
de leche

D pezon

E grasa

F musculo pectoralis major
G pared del pecho
Ampliacion:

A células lobulares normales

Figura 11. Seno normal con B células lobulares cancerosas
carcinoma lobular in situ (LCIS) con
un corte de seccion de l6bulo C membrana vasal

ampliada. Fuente:
http://www.bccancer.bc.ca.HPI/Nursi
ng/Education/breastcancer/diagnosi
s/bcbasics/htm

VII.3 CARCINOMA INVASIVO (A menos que se indique lo contrario se trata de

carcinoma ductal invasivo):

De acuerdo con la definicion, la clasificacion histopatolégica de los
tumores malignos mas comunes en el seno esta hecha por exclusion. Entonces
el carcinoma ductal invasivo (CDI), a menos que se especifique otro, es un
carcinoma invasivo que no cae en las otras categorias de carcinomas de seno.

A grosso modo el CDI es usualmente un tumor solido, pero areas
pseudoquisticas pueden estar presentes como consecuencia de la necrosis. El
tamafio del tumor varia de unos pocos milimetros a varios cetimetros. La

dureza y el color también son variables, pero, frecuentemente, es de



consistencia de firme a dura con un color gris blanquecino. Los margenes son
irregulares en la mayoria de los casos, cuando invade la piel de las capas

superiores se pigmenta, lo cual puede conducir a un error en el diagnéstico.

Histolégicamente CDI estd compuesto de elementos con una cantidad
variable de citoplasma arreglados en nidos cordones y estructuras glandulares.
El grado de los carcinomas mamarios consiste en una evaluacion de la
diferenciacion comparando las propiedades de las estructuras y nucleos del
tumor con aquellas en la glandula mamaria normal. Uno de los sistemas mas
ampliamente usados estd basado en evaluaciébn de hipercromasia y
pleomorfismo nuclear, formacién tubular e indice amitotico.

Perfil del seno:

A ductos
B lobulos

C seccion de un ducto transportador
de leche

D pezo6n

E grasa

F musculo pectoralis major
G pared del pecho
Ampliacién:

A células de ducto normales

B células de ducto cancerosas
rompiendo la membrana basal.

C membrana basal

Figura 12: El cacinoma ductal invasivo. Fuente:
http://www.bccancer.bc.ca.HPI/Nursing/Education/breastcancer/diagnosis/bcba
sics/htm



VIl.4 CARCINOMA LOBULAR INVASIVO:

CLI es un tumor compuesto de células uniformes creciendo tipicamente
en un patron de una sola fila y, frecuentemente, arregladas concéntricamente
alrededor de los ductos residuales. La incidencia de este céncer es del 1 al
20%. Es un tumor de consistencia firme a dura. Microscopicamente esta
compuesto por células que tienen bordes nitidos y escasa cohesion, las
células crecen en un patron difuso formando pequefios cordones compuestos
de una fila de células. En su forma clasica la células neoplasicas de esté
cancer son uniformes, con pequefias cantidades de citoplasma y un nucleo

uniforme*?.

Perfil del seno:

A ductos
B l6bulos

C seccién de un ducto transportador
de leche

D pezon
E grasa
F musculo pectoralis major

G pared del pecho

Ampliacién:

A células lobulares normales

E— L B células lobulares cancerosas
Figura 13: El carcinoma lobular

invasivo. Fuente: _ C membrane vasal
http://www.bccancer.bc.ca.HPI/Nursi
ng/Education/breastcancer/diagnosi

s/bcbasics/htm



VIIl. DIAGNOSTICO DE CANCER DE MAMA:

No existe un método que diagnostique bien (diagnoéstico eficiente,
temprano, rapido, barato, y al alcance del grueso de la poblacién), de hecho ni
siquiera que diagnostique sin falla (es decir, que no de ciertos porcentajes de
falsos positivos y falsos negativos), esto en parte debido a que no se conocen
bien las causas del cancer de mama. Aun asi se tienen varios méetodos de
diagnéstico(referencia el libro).

Los pacientes que se presentan con cancer de mama localmente
avanzado generalmente tienen una enfermedad que es mas o menos obvia,
con masas facilmente palpables en el seno y/o la axila; sin embargo, estudios
de imagen pueden ser Utiles en diagnosticar el estado del tumor. A parte de
que proveen una linea base para suponer en cual sera la respuesta del tumor a

varias maniobras terapéuticas®.

En general, podria describirse un sistema de diagnostico como sigue:
Biopsia de aguja al nucleo para el estudio histolégico y el estado de los
receptores de estrégenos, progesterona y el estado de expresion del gen HER-
2, asi como de otros marcadores como la resistencia apoptética y proliferativa.
La mastografia/ultrasonido del seno (resonancia magnética nuclear [RMN] y
tomografia de electron positron [TEP] pueden ser utiles). Rayos-x del seno o
tomografia computarizada del hueso del pecho, asi como del abdomen.

Estudios de quimica sanguinea, cuenta completa de sangre, etc.... * .

Los métodos usados para detectar el cancer en sus etapas tempranas

son la mamografia, y el auto examen de seno.

VIIl.1 MASTOGRAFIA

El papel de esta técnica es evaluar a mujeres que no presentan
sintomas para asi poder detectar cancer de seno en un tamafio todavia
pequefio y en una etapa todavia mas temprana a la que presentan los que se

encuentran con el auto examen del seno. Las mastografias son indicadas para



mujeres que han sufrido tratamientos quirdrgicos en el seno como reduccién o
aumento. El resultado de una mastografia es un mamograma que es una
radiografia del tejido suave del seno. Los mamogramas no son indicados para
mujeres menores a 20 afos, porgue sus senos son sensibles a los cambios
mutagénicos que causan las radiaciones ionizantes, y porque la probabilidad
de encontrar informacion util es nula, debido a la densidad radiografica de sus
senos. Es (til para detectar lesiones ocultas, existen dos tipos principales de

mastografias, las de exploracién y las de diagnéstico®.
VII.2 ULTRASONIDO O SONOGRAFIA:

El uso de las ondas de sonido para obtener una imagen del seno a
evolucionado rapidamente, con el desarrollo de transductores de alta
frecuencia es ahora una parte importante del diagndéstico junto con el auto
examen y la mastografia. El ultrasonido es capaz de distinguir entre masas
solidas y quistes. El examen es no invasivo y no implica exposicion a
radiaciones, es posible detectar lesiones de s6lo unos pocos milimetros de
diametro, pero también es posible confundir cancer con fibroadenomas. Es
malo para detectar microcalcificaciones, consume tiempo y no se puede estar

seguro de estar examinando el seno entero®.

VIIl.3 TOMOGRAFIA COMPUTARIZADA DEL SENO (CT): Esta técnica puede
detectar canceres que no son detectables por otras técnicas y es util en la
clasificacion y evaluacion de la lesion en situaciones especiales. Tumores del
tamafo de 2mm de didmetro se pueden detectar con esta técnica. Pero tiene
sus limitaciones como la exposicion a la radiacion en esta técnica es muy alta e
incluye radiacion innecesaria a otras partes del térax, se necesita un medio de
contraste intravenoso para incrementar los resultados, las microcalcificaciones

no se pueden ver, y es una técnica cara®.

VIII.4 RESONANCIA NUCLEAR MAGNETICA (RNM): Con esta técnica los
quistes son facilmente distinguibles de tumores sélidos, y masas del tamafio de

2mm se pueden detectar, frecuentemente se puede distinguir entre cancer y



lesiones benignas, puede detectar canceres ocultos en senos de alta densidad,
pero las microcalcificaciones no se pueden ver bien y las caracteristicas
morfolégicas de los tumores no se pueden distinguir facilmente de las lesiones
benignas sin la ayuda intravenosa, no puede distinguir entre malignidad

cicatrices inmaduras, es tecnologia de punta no facilmente adquirible y cara®.

VIII.5 ESCINTIGRAFIA: Obtener imagenes del seno mediante un radio
farmacéutico ha tenido una amplia investigacién “*Tc sestamibi es un catién
lipofilico ampliamente usado, el agente es administrado via intravenosa y con
una cdmara gama se obtienen imagenes planas. Se cree que el mecanismo
esta relacionado con un incremento en los potenciales de membrana
mitocondrial, el potencial de esta técnica esta en detectar cancer oculto,

aunque todavia no se conoce por completo el potencial de esta técnica®.

VIII.6 BIOPSIA: Pretende la remocion del tejido vivo para diagnéstico
histolégico. El diagndstico histologico se basa en la estructura y caracteristicas
celulares de los tejidos. La presicion de la biopsia depende en obtener una
muestra representativa del tejido. Un error de muestreo termina en un
diagnostico incorrecto y el cancer no siempre puede ser excluido, a menos,
que todo el tejido patoldgico se remueva y examine. Existen 3 técnicas de
biopsia para obtener tejido para evaluacion hitolégica, biopsia de piel, biopsia
percutanea de aguja al nucleo y biopsia de cirugia abierta. Todas se realizan
bajo anestesia local, aunque algunas veces es necesario anestesia general*.
VIII.7 EVALUACION DE SINTOMAS CLINICOS COMUNES: Cualquier masa
palpable o nédulo dominante encontrado en una exploracion fisica debe tener
un diagnostico definitivo.

Lactancia inapropiada requiere una evaluacion endocrina o farmacéutica.
Cambios cutaneos en el pezén como dermatitis, ulceracion, o goteo en la
superficie con o sin otras anormalidades en el auto examen o en las
mastografias, lleva practicar una biopsia en la piel anormal.

Edema con tonos rojizos en la piel del seno podria representar carcinoma
inflamatorio.



El diagnostico temprano es mas evidente por el tamafio y estado del
tumor que por la duracion de los sintomas. El intervalo de los sintomas no
siempre correlaciona bien con el diagnéstico. Los sintomas se presentan tarde
en la historia natural del cancer de mama, y el intervalo de los sintomas en el
desarrollo de la enfermedad es una pequefia parte de todo el curso de la

enfermedad.

IX. FACTORES PRONOSTICO EN CANCER DE MAMA:

Genes como BRCAL y BRCA2 se estan investigando a través de
estudios genealdgicos en familias (dichos genes se consideran
biomarcadores). Estos genes de susceptibilidad son considerados
“polimorficos” porque secuencias particulares de ADN varian entre individuos, y
cada variante tiene una frecuencia de al menos 1% en la poblacion. Debido a
gue la exposicion ambiental, que causa la mayoria de los canceres, debe ser
metabolizada y porque este metabolismo esta bajo control genético,
polimorfismos en genes metabdlicos criticos podria explicar porque algunas
mujeres desarrollan cancer de seno cuando se exponen a agentes ambientales
particulares, como terapia de reemplazo hormonal o anticonceptivos orales.
Aunque la lista de genes polimorficos candidatos para cancer de seno continua
creciendo, los estudios hasta la fecha clasifican los polimorfismos en dos
grupos principales: genes hormona-esteroide metabolizadores o genes
carcinogeno metabolizadores. Polimorfismos en el gen del receptor de
estrogenos(ER) o genes esteroide hormona-metabolizadores podrian afectar
en el tejido la disponibilidad relativa de estrdgenos y otros esteroides que
afectan la proliferacion celular o dafio en el ADN en el seno'®. Los estudios
sobre polimorfismos son cuestionables en su plausibilidad, la importancia
funcional de la mayoria de ellos todavia no ha sido determinada, estos estudios
requieren de cantidades grandes de muestras y deben estar disefiados para
evitar variaciones en las frecuencias polimorficas debido a la estratificacion de

la poblacién®’.



Conceptualmente el cancer de mama se desarrolla a través de un
namero de etapas; progresa de epitelio de seno normal a hiperplasia benigna,
a carcinoma in situ, a carcinoma invasivo, se piensa que la hiperplasia atipica
ductal y el CLIS son precursores de riesgo™®, los datos obtenidos indican que
no todos los CDIS u otros carcinomas in situ progresan a carcinomas invasivos
y no todos los carcinomas invasivos se detectan con evidencia de carcinoma in
situ®. Estas y nuevas aproximaciones podrian ayudar a identificar marcadores
moleculares y otros factores que podrian ser usados para distinguir lesiones de
cancer de seno que permaneceran como benignas (y, por lo tanto, sélo bajo

observacién) de aquellas malignas que requieran intervencion.

Los factores criticos para descifrar la biologia de la enfermedad son un
repaso de la histopatologia del tumor, el estado (en el caso de metastasis los
sitios y el volumen) del tumor, el tiempo de la enfermedad, el estado de los

receptores eteroidales y otros factores de pronadstico.

Aunque el cancer de mama es uno de los mas estudiados
epidemiolégicamente hablando, todavia mucho permanece desconocido y, a
pesar del gran numero de factores de riesgo, sélo el 55% de los casos puede
ser explicado por estos factores. Afortunadamente, mas estudios
epidemioldgicos estan integrando la evaluacion de estos factores con
marcadores bioquimicos, los cuales podrian ayudar al entendimiento de los
mecanismos bioldgicos. Se tiene la esperanza de que este conocimiento lleve a

entender las causas de la enfermedad y a un mejor tratamiento preventivo.
X. TRATAMIENTO DEL CANCER DE MAMA:

La terapia de radiacion a sido usada para el tratamiento del cancer de
seno por cerca de un siglo. Poco después del descubrimiento de los rayos-x
por Roentgen en 1895 y el radio por Curie en 1898, los investigadores
empezaron a usar radiacion para el tratamiento del cancer de seno local

recurrente y avanzado®.



La radiacion es usada para tratar todas las etapas del cancer de seno.
La radiacién del seno después de la terapia de conservacion del seno para el
estado temprano invasivo y el carcinoma ductal in situ, constituye la mayor
parte del tratamiento del cancer de seno en la mayoria de las practicas de

radiacion oncolodgicas.

El uso de la radiacion después de la mastectomia es controversial pero
nuevos datos indican beneficios clinicos. Para el cancer de seno localmente
avanzado, una terapia multimodal (necesaria para el manejo) frecuentemente
incluye radiacion en combinacién con quimioterapia y cirugia. El inicio de la
radiacion podria retardarse en aquellos casos donde primero se dio

guimioterapia.

Para mujeres con un cancer mas avanzado que requiere mastectomia,
ha habido considerable controversia con respecto al grado de beneficio
derivado de la terapia de radiacién después de la cirugia.

Por ultimo, la radiacion paliativa puede proveer alivio que se necesita cuando la
enfermedad en metastasis causa dolor o disfuncion.

La terapia de conservacion del seno, una vez controversial, ha demostrado que
es una alternativa a la mastectomia, para el tratamiento de etapas tempranas
de cancer de seno.

El papel de la cirugia en el tratamiento del cancer de seno ha sido muy
discutido, pocos de los pacientes se curan soélo con cirugia, la falla de la
intervencidn quirdrgica para controlar los tumores locales y distantes, lleva al
uso de la terapia de radiacion como el tratamiento local inicial. Posteriormente,
la cirugia se convirti6 en una parte esencial de una terapia con un enfoque

multimodal.

Muchos investigadores apuestan por la cirugia auxiliada por la diseccién

de los nodos linfaticos de la axila seguida de quimioterapia.



Aunque muchos pacientes han sido tratados con mastectomia, la terapia de
conservacion del seno esta en uso creciente en el subgrupo de pacientes que

responden bien a la quimioterapia.

La habilidad de atacar al cancer de seno primario con quimioterapia ha
sido demostrada en muchos estudios®.Los principios esenciales de la
guimioterapia han cambiado muy poco desde el desarrollo de los principios
activos. Asumiendo que la mayoria de los agentes quimioterapéuticos trabajan
por una cinética de primer orden, esto es eliminando una fraccion fija en vez
de un numero fijo de células con cada tratamiento, el éxito del tratamiento
entonces depende del balance entre la masa inicial del tumor, fraccion de
células eliminadas por ciclo (eficacia del farmaco) y el crecimiento de nuevas
células tumorales entre tratamientos. Si la resistencia es parcial en vez de
completa, incrementando la dosis de farmaco, tal vez se incremente el
porcentaje de células muertas, por lo tanto, los resultados clinicos. La terapia
en combinacion rapidamente fue aceptada como una solucidon potencial al
problema de la resistencia a los farmacos. Asumiendo que la resistencia al
tratamiento es farmaco especifica y que diferentes células en el mismo tumor
pueden tener diferentes patrones de resistencia, el uso de terapia combinada
deberia incrementar la fraccion de células muertas por tratamiento.

Aunque el tratamiento estd cominmente basado en un numero de
farmacos relativamente pequefio, estos farmacos pueden ser usados en un
namero infinito de combinaciones e iteraciones.

Como la quimioterapia tiene toxicidad, el arte de la medicina involucra el
balance entre riesgo y beneficio para los pacientes individuales. Aunque no se
aplican reglas inflexibles, existe un grupo de pacientes que probablemente no
se beneficiaria con esto. Los factores que deben tomarse en cuenta para la
seleccion de pacientes que recibiran esta terapia incluyen patologia, edad, las
opciones del médico y las preferencias del paciente.

Quimioterapia basada en antraciclinas tiene barreras potenciales para no
usarse ya que causan la comun caida del cabello, y la cardiomiopatia

congestiva no tan comun.



Multiples agentes quimioterpéuticos han sido usados con éxito en el

tratamiento del cancer de seno.

a)Antibioticos antitumorales: doxorubicina es la antraciclina mas ampliamente
usada en los Estados Unidos. Aunque el mecanismo de accion completo
todavia es tema de controversia, la intercalacion con el ADN vy la inhibicion de
la topoisomerasa Il parecen ser criticos. Epirubicina (4-epioxorubicina) es un
derivado l-arabino semisintético de la doxorubicina en el cual la amino azucar
daunosamina es remplazada con acosamina.

El Mitomicin-C es un antibidtico antitumoral con actividad alquilante
resultando en cadenas de ADN cruzadas y en la formacion de un aducto.

Antimetabolitos: El 5-FU es uno de los primeros agentes activos
disponibles para el tratamiento del cancer de seno. El Methotrexato es
frecuentemente usado en combinacion con otros farmacos. La gencitabina (2,2-
difluorodesoxicitidina) es un analogo nucleétido con actividad antitumoral
especifica del ciclo celular. El mecanismo de accion incluye inhibicion de la
ribonucledtido reductasa y competencia con la desoxicitidina para la

incorporacion en el ADN como base fraudulenta.

b)Inhibidores de microtubulos (taxanos): Los alcaloides de la vinca forman una
familia de farmacos derivados de la planta periwinkle que inhiben la sintesis de
microtubulos, vinblastina, vincritina, paclitaxel, y dosetaxel inhiben a la tubulina
gue es la proteina que forma los microtubulos, aparte son antiangiogénicos en
modelos in vivo e in Vitro, inhibiendo la proliferacion endotelial a niveles
significativamente por debajo de los requeridos para la muerte de las células

tumorales.

c)Agentes alquilantes: Fueron los primeros agentes usados en el tratamiento
contra el cancer de seno en metastasis, agregan grupos alquilo a grupos
guimicamente nucleofilicos y ricos en electrones, formando aductos con el
ADN que alteran su estructura y funcion, la actividad de estos agentes

alquilantes es dependiente del ciclo celular, pero no especifica del ciclo celular.



d)Compuestos de platino: cisplatino y carboplatino, funcionan como agentes
alquilantes, formando aductos con el ADN que alteran su estructura y funcion.
La terapia combinada frecuentemente involucra tres o mas farmacos vy,
generalmente, resulta en una respuesta que esta en un rango del 30 al 60%.
e)Terapia quimihormonal: Para pacientes con cancer en metastasis con

receptor de estr0genos positivo, es un tratamiento viable.

El desarrollo y funcionamiento normal de la glandula mamaria depende
de la accion coordinada de varias hormonas: prolactina, estrogenos,
progesterona, corticoesteroides, insulina, hormona del crecimiento y hormona
tiroidea. El crecimiento de los ductos es provocado por los estrégenos. El
desarrollo |6bulo alveolar es provocado por prolactina y progesterona; la
lactancia por prolactina. Por mucho, las hormonas mas importantes
involucradas en la fisiologia mamaria y, presumiblemente, en la patologia
mamaria, son el estrégeno y la prolactina. El estrégeno es un mitdogeno
mamario potente, de hecho, todas las formas de tratamiento enddcrino para el
cancer de seno estan dirigidas hacia la inhibicion o interfieren con la actividad
del estrégeno. Esta terapia estd avanzando con la introduccién de nuevos
moduladores de receptores de estrégenos mas selectivos, como faslodex,
toremifen y raloxifen.

Se puede observar un tratamiento general recomendado a seguir (Figura 14):
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XI. SISTEMAS MODELO PARA EL ESTUDIO DEL CANCER DE MAMA:

Hoy en dia existen modelos de investigacion con los que se pueden
hacer aproximaciones para el estudio de cancer de mama, por ejemplo para
estudiar los tumores inducidos por carcindgenos. Entre los varios modelos que
se han desarrollado podemos mencionar los tumores inducidos por
metilnitrosourea (MNU) y dimetilbenz(a)antraceno (DMBA) en ratas, que son
hormono-respondedores y expresan receptores de estrogenos. En ratones
tanto el MNU como el DMBA inducen carcinomas mamarios en animales
tratados con progestagenos aungue los tumores inducidos no son hormono-

respondedores.

Estudios de tumores asociados a virus oncogénicos. Las cepas
endocriadas de ratones como C3H, poseen alta incidencia de tumores
mamarios, debido esencialmente a la presencia del retrovirus MMTV (Mouse
Mammary Tumor Virus). El poliomavirus se ha utilizado para el desarrollo de
carcinomas mamarios ductales en ratones adultos inmunosuprimidos o en

neonatos normales.

Se han usado implantes tumorales humanos en animales de laboratorio.
Para estos estudios se utilizan ratones atipicos o “nude” (nu/nu), para prevenir
el rechazo de los tejidos tumorales humanos o de lineas celulares derivadas de
tumores. Las condiciones de cria y cuidado de estos animales son

extremadamente costosos.

También, se usan ratones genéticamente modificados. La investigacion
con animales transgénicos o knock-out (organismos con una supresion
especifica de un gen) permite una integracion completa del 6rgano en estudio y
sus distintos tipos celulares con el status hormonal y fisioldgico del animal.
Podemos citar, entre otros, a ratones modificados en los oncogenes c-myc, v-
Ha-ras, c-neu, wnt-1, los genes supresores de tumores p53, BRCA 1y BRCA
2, y genes de la maquinaria celular como el gen de la ciclina D1. Para lograr

especificidad tisular, algunos genes se encuentran bajo el control del promotor



de MMTV. Es un excelente modelo in vivo, pero en muchos casos surgen
tumores en otros tejidos, no se desarrollaron tumores de mama , o los tumores
generados resultaron morfoldgicamente distintos a los tumores de mama

humanos.

Para un estudio mas practico se utilizan lineas celulares. Las lineas
celulares son valiosos modelos a la hora de analizar ciertos aspectos de la
biologia celular del cAncer de mama. Sin embargo, células transformadas
aisladas creciendo en un frasco de cultivo estan sometidas a estimulos
distintos a los de células in vivo. Esto debe ser tenido en cuenta a la hora de la
interpretacidn de los resultados y al extraer conclusiones. Carecen, entre otros
factores, de una verdadera interaccién epitelio, estroma y matriz, estructura
tisular, respuesta inmune del huésped, exposicién a hormonas y a factores
ambientales, etc.; y, por lo tanto, pueden diferir del tumor que les dio origen.
No obstante, la homogeneidad, reproducibilidad y manipulacion de las
condiciones de cultivo hacen de las lineas celulares buenas herramientas de

investigacion.

Desde que Lasfargues desarrollara la primera linea celular humana de
cancer de mama en 1958, se han establecido muchas lineas celulares. Una de
las lineas celulares de cancer de mama que se utilizara en este estudio es la
MCF-7, desarrollada en 1973 a partir de un derrame pleural de un carcinoma
de mama humano®. Ademas de la MCF-7, existen otras lineas celulares

utilizadas.

Un problema vinculado a la investigacion con las lineas celulares
humanas inoculadas en ratones inmunosuprimidos es que no desarrollan
metastasis, a diferencia de los senotransplantes de tumores humanos.

Se han establecido pocas lineas celulares de ratén, la mayoria de las cuales no
expresan receptor a estrogenos y receptor a progesterona. Entre ellas,
podemos citar a la linea BALB/c-MC y MG1361.

Xll. LA PROTEOMICA EN EL ESTUDIO DE CANCER DE MAMA:



La culminacion de la secuencia del proyecto genoma humano, asi como
las nuevas tecnologias disponibles en los campos de la gendmica, la
Protedmica, y la gendmica funcional, prometen tener un mayor impacto clinico
en la préactica, mientras se desarrollan se acercan a cambiar la forma en que
las enfermedades se diagnosticaran, monitorearan y trataran en un futuro
cercano. Nos movemos cada vez mas del estudio de moléculas individuales al
analisis de sistemas biologicos complejos. Uno de los principales retos es como
podemos aplicar mejor las nuevas tecnologias para que tengan un impacto

clinico relevante en un marco clinico y patolégico bien definido.

El analisis de expresion de genes se ha convertido en una herramienta
prometedora en la prediccion clinica del curso de una enfermedad maligna y su
respuesta a la terapia antineoplasica, pero sorprendentemente muy poco se
conoce acerca del patrén de expresion proteico de tumores humanos. Los
recientes avances en el andlisis protedmico permiten identificar las proteinas
de interés por su patron de expresion y/o modificacion en electroforesis de dos

dimensiones.

Tras la apabullante presencia de la genética en la vanguardia de la
medicina, la protedmica, es decir, los productos de los genes, recupera ahora
el protagonismo perdido. Sus servicios empiezan a ser muy valiosos en
diversas areas, como en la anatomia patoldgica. La protedGmica estudia las
proteinas producidas por genes, ya que estas intervienen activamente en el
metabolismo celular, y ya que las técnicas empleadas en esta area permiten
extraer todas (o por lo menos gran parte) de las proteinas de un determinado
tejido en una muestra concreta fundamentalmente en fluidos, sera en el futuro
de gran utilidad en el abordaje del cancer. La oncoprotedmica, es decir, el
estudio de proteinas y sus interacciones en la célula cancerosa mediante el uso
de tecnologias de la protedmica. El patélogo podra identificar todas las
proteinas y comparar las muestras, por ejemplo, de orina de un paciente con
un cancer de vejiga y de otro que no presenta ese tumor. Ello permitira localizar

proteinas que estan presentes en una muestra y no en otra.

Por ejemplo, las células que se encuentran en la parte términal del

ducto, entre el ducto y el I6bulo, son sensibles a hormonas®. La interfaz entre



el sistema de ductos de la glandula mamaria y el origen de los I6bulos contiene
las células madre que originan I6bulos lactantes. Estas células responden al
estrogeno y a la progesterona, los cuales mandan sefiales inhibitorias del
crecimiento durante los ciclos menstruales pero mandan sefales que estimulan
el crecimiento y la proliferacion durante el embarazo. Estas células madre
estan predispuestas a la enfermedad (es decir a convertirse en cancerosas).
Antes de la pubertad, estas células (las células madre que originan l6bulos
lactantes) estan quiescentes, por lo tanto, no hay peligro de formar tumor
alguno. Cuando estas mismas células se exponen a los estimulos hormonales
de la pubertad, su ADN se duplica para permitir la proliferacion celular; sin
embargo, el control de la duplicacién del ADN no es correcta porque el gen
mutado es defectuoso.

Esto puede explicar las mdultiples lesiones primarias en mujeres que
heredan un gen mutado. Dicha situacién se alcanza por alteraciones en
protooncogenes y en genes supresores de tumores que, probablemente,
fueron heredados (mutaciones de una linea germinal), aunque se pueden dar
en un paciente que no los heredd, como consecuencia de mutaciones
somaticas 6 de accidentes mutagénicos durante la meiosis de la linea celular

germinal.

Dos clases de susceptibilidades genéticas heredables deben ser
consideradas en la etiologia del cancer de seno. La primera es una clase de
alteraciones genéticas que confieren un grado de riesgo relativamente bajo de
cancer de seno, aunque estas mutaciones estan presentes en gran parte de la

poblacion.

La segunda clase incluye genes que confieren un alto grado de riesgo de
cancer de seno, pero dichas variantes en estos genes son raras en el general
de la poblacién®. Estos genes incluyen BRCA1 y BRCA2 (breast-cancerly?),
p53, PTEN, ATM (ataxia telangectasia), y Rad51. Todos estos genes codifican
para una proteina, aunque la funcién exacta de la mayoria de estas proteinas
todavia tiene que establecerse completamente, se sabe que la asociacién de
las proteinas BRCA1 y BRCA2 con la proteina Rad51 enlaza estas proteinas

con el control y la estabilidad genémica, porque Rad51 se requiere para la



recombinacion mitodtica y meiotica, y para reparar las rupturas en la doble hélice
del ADN3*32,

El gen p53 codifica para una proteina de 53KDa (en 393 aminoacidos)
que puede ser dividida estructural y funcionalmente en 4 dominios*. Estos son,
activacion transcripcional, represion transcripcional, y dominios de enlace al
ADN y el ARN, esta proteina se activa cuando el ADN se dafia, despues de
una exposicion a radiacion o luz ultravioleta, o por dafio quimico, la activacion
de p53 da como resultado supresién de crecimiento a través de detener el ciclo

celular o inducir la apoptosis®®.

La familia de factores de crecimiento epidérmico (FCE) estd compuesta
de los factores de crecimiento y sus receptores, estos son un grupo de cuatro
tirosincinasas transmembranales. Los FCE estimulan el progreso del ciclo

celular en direccion del crecimiento de las células del epitelio del seno®*3*,

Hasta ahora , uno de los parametros que sirve como biomarcador
terapéutico (para decidir que tratamiento aplicar) para cancer de seno es si el
tumor resulta positivo (RE+) o negativo (RE-) para el receptor de estrégenos, o
bien, positivo (RP+) o negativo (RP-) para el receptor de progesterona. Cerca
del 50% de los tumores de seno RE+ son también RP+. Estos tumores
doblemente positivos a receptores hormonales, tienen cerca de un 75% de
respuesta a terapias endocrinas, mientras menos de un tercio de los tumores
RE+RP- responden a estas terapias. La proteina antiapoptotica Bcl-2 esta mas

comunmente expresada en células humanas cancerosas del seno con RE+.

Por todo lo anterior se estan abordando técnicas de investigacion que
utilizan la protedmica como medio para la busqueda de nuevos biomarcadores
gue permitan un diagnostico mas temprano y preciso de la enfermedad, asi
como para encontrar posibles blancos susceptibles para ser atacados con
medicamentos, y encontrar posibles proteinas asociadas con la resistencia a

medicamentos*®*!,



OBJETIVO GENERAL

Realizar un estudio de los perfiles de expresion de proteinas en lineas
celulares de céancer con el fin de encontrar proteinas que pudieran ser

consideradas biomarcadores de cancer de mama.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Establecer un protocolo para la extraccion de proteinas totales y
membranales en lineas celulares de cancer de mama.

b) Establecer un protocolo para la separacion de proteinas totales y
membranales en lineas celulares de cancer de mama.

c) Obtener el perfil proteico de muestras de proteinas totales y membranales en
lineas celulares de cancer de mama.

d) Identificar por analisis de espectrometria de masas las proteinas

seleccionadas.

HIPOTESIS

Ya que las lineas celulares derivadas de tumores humanos han sido utilizadas
como modelos para el estudio de cancer de mama, el analisis de su proteoma
membranal y total, a partir de células en cultivo permitira detectar proteinas que
aun no han sido identificadas, o cuya expresion en estos cultivos sea
novedosa, de manera que podrian servir como marcadores bioldgicos de

cancer de mama.



DIAGRAMA DEL PROCESO COMPLETO QUE SE UTILIZA EN ESTE
TRABAJO
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Figura 15: Estrategia experimental para el abordaje en proteémica para la

investigacién en cancer.

DISENO EXPERIMENTAL Y METODOLOGIA

I. MATERIAL BIOLOGICO.



Las células MCF-7 son descendientes de una cepa primaria de tejido de
glandula mamaria, tejido de epitelio de una mujer caucasica de 69 afios de
edad la cual muri6 por un adenocarcinoma, y que expresé el receptor de

estrogenos (Figura 16).

Las células MCF-7 crecieron en un medio minimo esencial el cual
contiene 2 mM de I-glutamina,1.5 g/l de bicarbonato de sodio, 0.1mM de
aminodcidos no esenciales, 1mM de piruvato de sodio y 10% de suero fetal
bovino. Las incubamos a 37°C y al 5% de CO,, cada tercer dia se realiza un
cambio de medio. Para despegarlas de la caja de petri y propagarlas
procedimos asi cuando la caja tuvo una confluencia de 90%: Se lava con PBS,

posteriormente se utiliza tripsina.

Figura 16. Microfotografia de células MCF-7 en una caja de cultivo.
Microscopio invertido marca Zeiss modelo Axiovert 40 CFL. Aumento 10x y
20x.

Las células Hs578Bst provienen de tejido normal de la glandula mamaria de
una mujer caucasica de 74 afios, estas células provienen de tejido periferico a
un carcinoma ductal infiltrante, probablemente provenientes de mioepitelio.
Presentaron receptores a factor de crecimiento epidérmico pero no presentaron

receptores a estrogenos (Figura 17).



Figura 17: Microfotografia de células Hs578Bst en una caja de cultivo.
Microscopio invertido marca Zeiss modelo Axiovert 40 CFL. Aumento 10x y
20x.

Se puede apreciar en la figura 17 que las células tienen una morfologia tipo
fibroblasto.

Las células Hs578T provienen del tejido de la glandula mamaria de una mujer
caucasica de 74 afios (la misma mujer de la cual provienen las células
Hs578Bst), estas células provienen del tejido del carcinoma. No presentaron

receptores de estrégeno (Figura 18).




Figura 18: Microfotografia de células Hs578T en una caja de cultivo.
Microscopio invertido marca Zeiss modelo Axiovert 40 CFL. Aumento 10x y
20x.

Se puede apreciar en la figura 18 que las células tienen una morfologia tipo

epitelial.

II. RUPTURA CELULAR

Después se agregd PBS y se rasparon las células de las cajas petri
para colectarlas en un solo tubo falcon de 15ml. Se centrifuga a 1500r.p.m.
porl5-20minutos a 4°C. Se desechd el sobrenadante y se repiten estos pasos
2 0 3 veces para lavar las células. Después del ultimo lavado, se decanto el
liquido del tubo y se coloco sobre un pedazo de papel absorbente para quitar el
exceso de PBS de la pastilla. Se afiade amortiguador de lisis con inhibidor de

proteasas 10ul de inhibidor por cada mililitro de disolucién, (ver tabla 2).

Tabla 2: Amortiguador de extraccién para la ruptura celular

Conc.
Reactivo Cantidad Final
Urea 5.49g oM
CHAPS 0.4g 4%
amort.
IPG* 50uL
DTT 0.077g 50mM
c.b.p.
AguamiliQ| 10ml

* anfolitos de ph3-10(GE Healthcare)

En el caso de ruptura celular para extraer proteinas de membrana, el

medio de lisis es la disolucion hipoténica (ver tabla 3).



Tabla 3: Disolucién hipotonica para la ruptura celular
DISOLUCION HIPOTONICA

Conc.
SUSTANCIA final Cantidad
Tris (M.W.121.14)" 20mM 0.242g
MgCl2 (M.W.95.21) 10mM | 0.0952g

CaCl22H20
(M.W.147.02) 10mM | 0.147g
TOTAL 100ml

"El TrisHCI, estaa pH 7.4

En el caso de ruptura celular para extraer proteinas de membrana, se

resuspende brevemente y se deja reposar a 4°C por 20 minutos.

Se transfirio el amortiguador de extraccion (o amortiguador de lisis) al
tubo, utilizando una micropipeta, en una proporcién de dos voliumenes de
amortiguador de lisis por cada volumen de pastilla.

Se dio un vortex suave al tubo para resuspender la pastilla. Se afiadio

amortiguador IPG 50ul por cada 10ml de amortiguador de extraccion.

lIl. OBTENCION DE UN EXTRACTO DE PROTEINAS.

Se transfirio el lisado a un tubo apropiado de ultracentrifuga y se
centrifuga a 100,000g, por 20 minutos a 4°C. Se colecto el sobrenadante
cuidadosamente. Se observa en el fondo del tubo un liquido viscoso, que es
ADN y ARN. El sobrenadante es mi extracto de proteinas. En caso de no
usarse inmediatamente, la muestra de proteina (el sobrenadante) siempre se
almacenoé a -80°C. En caso contrario se resuspendié en el volumen minimo

necesario de disolucion de rehidratacion de la tira (ver tabla 4).

.1 LIMPIEZA



Cuando fue necesario, se hizo una limpieza con acido trifluoroacético
(TCA) y acetona al 77%:
La muestra de proteina se llevd a 900ul con agua miliQ. Se agregaron 100ul de
TCA al 77% en acetona fria, se mezclé lentamente y después la mezcla se
incubd a -20°C durante 30minutos. Se centrifugaron las muestras a 15000g y
4°C por 15 minutos, se descart6 el sobrenadante y se lavo 3 veces (en cada
lavado se centrifug6 a 15000g 4°C por 7minutos) con 400 pl de acetona fria.
Posteriormente se secd a temperatura ambiente con los tubos destapados pero
con una cubierta para que no les entrara polvo y
Finalmente, las pastillas de proteina se resuspendieron en el volumen minimo

necesario de disolucion de rehidratacion de la tira (ver tabla 4).

Tabla 4. Disolucion de rehidratacion de la tira

Sustancia Concentracion final Cantidad
Urea(FW 60.06) 8M 06 9, 9.8mM 10.5¢g
CHAPS 4%(w/v) 1.0g
Thiourea (FW 76.12) 2M 3.89
Pharmalyte o amortig. 2%(V7V) 500uL
IPG
DTT(FW 154.2) 40mM 154mg
Agua miliQ Para 25mL(13.5 son

requeridos)

1.2 OBTENCION DE UN EXTRACTO DE PROTEINAS DE MICROSOMAS Y
SOLUBLE DE CELULAS.

En el caso de ruptura celular para extraer proteinas de membrana. Se
transfirié el lisado a un tubo apropiado de ultracentrifuga y se centrifuga a
3000g (8000r.p.m.) por 20 minutos a 4°C, esto para remover &cidos nucleicos y
componentes del citoesqueleto.

Se recupero el sobrenadante y se centrifugd a 100000g (47000r.p.m.) durante
2 horas para obtener la fraccion microsomal, que es la pastilla del fondo del
tubo.

La fraccion soluble es el sobrenadante del tubo el cual se almaceno a -
80°C hasta que se uso.



La fraccion microsomal se resuspendio en el volumen minimo necesario

de disolucion de rehidratacion de la tira (ver tabla 4).

Los primeros resultados se obtuvieron de la cuantificacion de proteina
usando amortiguadores de lisis de Amersham que lo proporciona el fabricante,
se investigo en la literatura sobre amortiguadores de lisis distintos, se
encontraron los siguientes: El amortiguador de Richard J. Simpson?’, otro
propuesto en un articulo por Ludovic Canelle, y finalmente uno propuesto por
Frank A. Witzmann. Esto fue para comparalos y ver cual era el mejor para
nuestro caso.

De los cuatro amortiguadores que se probaron, el amortiguador de lisis
gue se decidio utilizar, por dar la mayor cantidad de proteina e interferir poco
con la determinacion espectrofotométrica, fue el propuesto por Richard J.

Simpson?’.

IV. CUANTIFICACION DE LA PROTEINA.

Se utiliza un estuche de cuantificacion de proteina. Como preparacion
previa, se mezcla 100 partes de reactivo A por una parte de reactivo de color B,
esto da como resultado la disolucién de color que se usa mas adelante en la
cuantificacion. Se realiza una curva estandar de albumina de suero bovino
como se describe en la tabla 5.

Tabla 5. La curva patron para la cuantificacion de proteina

No. Tubo 1 2 K] 4 5 6 7 8 9 10
ASB(2mg/Ml) |0 25 |5 75 |10 [125 |15 [17.5[20 |25
Cantidad 0 5 10 15 20 25 30 35 40 | 50
proteina (g)

Se adicion6 50000L de precipitante para cada tubo (incluyendo tubos que
contienen el estandar de Albumina de suero de bovino), se agité e incubo 2-3
minutos a temperatura ambiente y después se adicion6 500C0L de co-
precipitante, se mezclé brevemente y posteriormente se centrifugé al menos
10,0009 por 5 minutos.




Se quitd el sobrenadante y se centrifugd brevemente, después se removié el
sobrenadante con micropipeta. Esto rapidamente para evitar la resuspension
de la muestra. El liquido remanente no fue visible.

Se agreg6 1000L de solucién de cobre y 40000L de agua desionizada en cada
tubo, se agitd y se disolvio el precipitado de la proteina.

Se adicion6 1mL de solucion de de color para cada tubo, se incub6 a
temperatura ambiente por 15-20 minutos, y finalmente, se ley6 la absorbancia a

480nm para cada muestra.

Curva patrén para cuantificaion de prot. (2D-Quant)

0.8 ¢
0.6
0.4

0.2 4

S. (480nm)

Ab:

0 20 40 60

microgramos de ASB

Grafica 2. Curva estandar para la cuantificacion de proteina (estuche 2D-Quant
GE Healthcare).

Las muestras se hicieron por triplicado y la absorbancia promedio es la
gue se usa, a la cual se le resta la absorbancia del amortiguador para obtener
la absorbancia que se introduce a la ecuacién para asi calcular la cantidad de
proteina. Para medir absorbancia, se utilizé el espectrofotometro UV/Visible

Ultrospec 2100 de Amersham Biosciences.

V. ISOELECTROENFOQUE.

Se prepara una disolucion con la cantidad necesaria de proteinas,
ditiotreitol, amortiguador IPG, y amortiguador de equilibrio. La cantidad de
disolucién asi como todas las cantidades depende del tamafio de tira y rango

de pH que abarca la tira que se elige.



Para la eleccion de la tira se debe de tomar en cuenta el rango de pH :

Figura 19. Tiras para IEF con sus respectivos intervalos de pH
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Fuente: 2-D Electrophoresis Principles and Methods, GE Healthcare

Una vez elegido el tamafio e intervalo de pH de la tira, se preparo la disolucion
(tabla 4) para rehidratarla.

Ya que la muestra de proteina esté resuspendida en esta disolucion (con
urea y tiourea), se toma el volumen necesario (de la disolucion que contiene la
proteina) para completar los g de proteina necesarios en cada caso (por
ejemplo 60 ug de proteina para una tira de 7cm que se tifio con Commassie).
Este volumen se mezcla con la disolucién de urea y tiourea en un volumen que

no exceda del volumen que soporta la tira elegida.

Tabla 6. Volumen de solucion de rehidratacion que se le afiade a las tiras de
IEF
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Se agrego inhibidor de proteasas en una relacién de 10uL de inhibidor

por cada mililitro de disolucion.

La disolucion se coloca en los carriles de la charola y a ésta se le ponen
las tiras. Las tiras se dejan hidratando con el lado que contiene el gel viendo

hacia la parte de abajo (Figura 20).
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Figura 20. Fuente: 2-D Electrophoresis Principles and Methods, GE Healthcare

Se dejaron hidratando las tiras elegidas en esta disolucion que se
prepard, el tiempo de hidratacion fue siempre de 13-20horas.
Se prepararon las tiras para el GE-IPGphor3 (aparato de isoelectroenfoque GE-
Healthcare) y se aplican los Volt/hora necesarios para que se enfoquen las
proteinas, generalmente de 3-8horas dependiendo de la longitud de la tira'y el
intervalo de pH.
El Isoelectroenfoque (IEF) es una técnica que se usa para separar proteinas de
acuerdo con su punto isoeléctrico. Para ello, las proteinas se colocan en un
gradiente de pH y se someten a la accién de un campo eléctrico en el que las

proteinas migran, a través del gradiente de pH, hasta alcanzar su punto



isoeléctrico. La forma y el tiempo de aplicar el campo eléctrico asi como el
tamafio de tira y el gradiente de pH de la tira varian, segun el tipo de
separacion deseada (ver figura2l).

Figura 21. Condiciones tedricas para IEF de diferentes tiras
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Fuente: 2-D Electrophoresis Principles and Methods, GE Healthcare

Para estandarizar la técnica, primero se realizd un isoelectroenfoque con
una muestra de proteinas obtenidas de higado de ratén, en el aparato
EttanIPGphor3 de General Electric, el cual posee un programa que arroja una
pantalla donde se muestra una gréafica de Voltaje vs Tiempo (ver figura 22),
esta gréfica es la que usa el programa del aparato para ilustrar como se llevo a
cabo el isoelectroenfoque. La linea azul representa la curva teérica que debe
de sequir la corrida segun el programa que se le indico el tamafio de la tira 'y el
rango de pH de la tira, la linea roja representa la curva real (experimental) que
siguié la corrida.

Aunque en este caso se alejaron una de la otra, posteriormente se observo que
no es indicativo de que el experimento completo saldra deficiente, asi como
tampoco es indicativo de que el experimento saldra bien si las dos curvas se

empalman perfectamente.
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Figura 22. EttanIPGphor3 de General Electric, grafica de Voltage vs Tiempo.

VI. PREPARACION PARA LA ELECTROFORESIS EN SEGUNDA
DIMENSION.

Se sacaron las tiras del aparato y se pusieron a equlibrar (para tiras de
7cm) cada una con 5ml de una disolucion de amortiguador de equlibrio con
ditiotreitol por 15min. y después se pusieron a equlibrar cada una con 5ml de
una disolucion de amortiguador de equlibrio con yodoacetamida por 15min. En
el caso de tiras de 24cm las cantidades de disolucion fueron de 15ml en ambos

casos.

Tabla 7. Disolucion SDS amortiguador de equilibrio de tiras

Reactivo Concentracion final Cantidad

Urea(FW 60.06) 6M 72.19




Tris-HCI, pH 8.8 75mM 10.0mL
Glicerol(87% w/w) 29.3%(Vv/v) 69mL(84.29)
SDS(FW 288.38) 2%(W/V) 4.0g

1% azul de bromofenol 0.002%(w/v) 4000L
Agua miliQ - p/200mL

Si no se procedia con el siguiente paso, se almacenaban a — 80°C las
tiras, si se procedia se equilibraba con DTT agregando DTT 100 mg por 10 ml
de disolucién de equilibrio por 15minutos, yodoacetamida 250 mg por 10 ml de
disolucién de equilibrio.

VIl. ELECTROFORESIS SDS-PAGE (SODIUM DODECYL SULPHATE-
POLIACRILAMIDE GEL ELECTROPHORESIS).

De acuerdo al numero y tamafio de tiras con las que se trabajé, fue el
namero y tamafio de geles que se preparo, se prepararon geles de
poliacrilamida al 12%.

Tabla 8. Disolucion para geles de poliacrilamida al 12%.

O aclon para ge D,
Didolucion cantidad
Acrilamida 40ml
AguamiliQ 33.5ml

1.5M tris-HCI de
pH8.8 25ml
SDS 10%(w/v) Iml




PSA 10% (fresco) 500pL

TEMED 50uL
Total 100ml

Y se prepararon la o las camaras para correr el o los geles afadiendo

amortiguador Laemli a las camaras.

Tabla 9. Amortiguador Laemmli SDS de electroforesis (10X).

Sustancia | Concentracion final Cantidad
Tris base(FW 121.1) 250mM 303g
Glicina(FW 75.07) 1.92M 14419
SDS(FW 288.38) 1%(w/v) 100g
Agua miliQ - p/10L

A los geles preparados se les pone la tira equlibrada en las disoluciones
antes mencionadas cuidando de que no haya burbujas entre la tira y el gel, se

agrega agarosa para “sellar” la tira con el gel de la segunda dimension.

Tabla 10. Solucion de agarosa para sellar

Sustancia Concentracion final Cantidad
Buffer laemmli 1x 100mL
agarosa 0.5% 0.5¢g
1% azul de bromofenol 0.002%(w/v) 200001

Finalmente, al pozo que se le formo al gel cuando polimerizo, se le
agrega 1pL de marcadores de peso molecular; Aunque no siempre fueron los
mismos marcadores de peso molecular, principalmente los que se usaron
fueron: marcadores Low molecular weight calibration kit for SDS electroforesis,
(Amersham). La identidad de las proteinas que corresponden a estos
marcadores es:

1- Fosforilasa (b) de musculo de conejo, de 97kDa.
2- Albumina de suero de bovino de 66kDa.
3- Ovoalbimina de huevo (blanco) de gallina de 45kDa.

4- Anhidrasa carboénica de eritrocito de bovino, de 30kDa.



5- Inhibidor de tripsina de frijol de soya, de 20.1kDa.

6- a-Lactoalbumina de leche de bovino, de 14.4kDa.

Se programo el voltaje y la corriente a la que se dejaron los geles en la

camara vigilando que no baje el nivel de amortiguador en la cadmara.

VIII. TINCION DE LOS GELES CON AZUL DE COMMASSIE Y PLATA.

Se procedio con la tincion elegida para cada uno de los geles (esto
depende entre otras cosas de la cantidad de proteina cargada inicialmente en
la tira de isoelectroenfoque), generalmente fue la tincion con azul de
Commassie.

Se fij6 el gel en una solucion de 10% acido acético y 40% etanol al menos 30
min, Se decanto la solucion de fijacion y se coloco la solucion de anfolitos (100

a 300mL) dependiendo del tamafio del gel.

Tabla 11.

DISOLUCION COMMASSIE

Metanol 1500ml
Agua miliQ 1500ml
Acido acético 300ml
Azul brillante R de | 69
Commassie(SigmaB-0630)

Se dejo6 toda la noche o mas; la tincion se logr6 mas o menos intensa
después de 2 dias, Se enjuag6 el gel en agua hasta remover los residuos del
tefiido. Se tomaron imagenes de los geles con el scanner (Imagescanner

Amersham Biosciences GE Healthcare).

Tincion con plata; También se probo tefiir con plata utilizando el paquete
Silver Plus de BioRad:
Las preparaciones son adecuadas para tefiir dos geles de 8 por 10cm, y de

0.75-1.0mm de grueso.




Primero la fijacion : después de la electroforesis el gel se colocé en la solucion

fijadora (ver tabla 12) y se dejé en agitacion suave durante 20minutos.

Tabla 12. Disolucion fijadora

Porcentajes

Sustancia Cantidad v/iv
Metanol 200ml 50%
Acido acético 40ml| 10%
Concentrado incrementador de
la fijacion (BioRad) 40ml 10%
AguamiliQ 120ml 30%
volumen total 400ml 100%

Posteriormente los lavados: Se decanto la disolucién fijadora, se le agrego
100ml de agua miliQ y se dejé en agitacion durante 10 minutos. Se decanto la
disolucién y se agreg6 100ml de agua miliQ.

Después la tincion y revelado (se preparé 5 minutos antes de su uso) Se
colocaron 35ml de agua miliQ en un matraz Erlenmeyer y se afiadieron los
siguientes reactivos en el orden en el que aparecen a continuacion:

a) 5.0ml de disolucién de complejo de plata

b) 5.0ml de disolucién moderadora de la reduccion

c) 5.0ml del agente desarrollador de la imagen

Inmediatamente antes de su uso se agregaron 50ml de disolucién aceleradora
del desarrollo al matraz, se mezclé y trasvaso la disolucion a los recipientes
gue contenian los geles. Se agitdé suavemente por un tiempo hasta lograr la
mejor intensidad.

Finalmente, detencion de la reaccion: Se preparé 100ml de una disolucién de
acido acético al 5%, para parar la reaccion de tefiido (5-10minutos), después se
desechd esta disolucion y se agreg6 agua miliQ para lavar, se hicieron 3 6 4

lavados con agua miliQ y se obtuvieron las imagenes de los geles.

IX. MARCAJE DE PROTEINAS POR EL METODO DIGE (DIFERENTIAL IN
GEL ELECTROPHORESIS).



Se utilizaron fluor6foros GE Healthcare de Amerhsham CyDye (minimal
dyes) para DIGE.La electroforesis fluorescente diferencial en gel de doble
dimensién(2-D) es un método para marcar proteinas con fluoroforos CyDye que
son posteriormente separados usando electroforesis en gel de doble
dimension. Esta técnica permite detectar e identificar proteinas mediante la
separacion de hasta tres diferentes muestras de proteinas en el mismo gel de
doble dimension. Cada una de las tres muestras de proteinas etiquetada con
un CyDye(fluoroforo) diferente. Después del marcaje(etiquetado) de las
proteinas, las tres muestras se mezclan y juntas se corren en el mismo gel de
isoelectroenfoque asi como el mismo gel de electroforesis de doble dimension
con SDS (dodecilsulfato de sodio). Cada tipo de muestra de proteinas puede
ser visualizada individual e independientemente de las otras, seleccionando la
longitud de onda de excitacion y emision de cada CyDye cuando el gel de 2-D
se pasa por el escaner de fluorescencia.

Los geles 2D-SDS-PAGE se pasaron por un escaner de fluorescencia de Ettan
DIGE anfolitos de GE Healthcare.

Los fluoréforos CyDye DIGE tienen un grupo reactivo esterNHS y estan
disefiados para enlazarse covalentemente al grupo [J-amino de la lisina de las

proteinas via un enlace amida (el CyDye?2 tiene la formula C3,H2sN306C2F305).
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Figura 23 : Proceso general del método DIGE.

Todo el procedimiento que implica manipulacion de los fluor6foros se
hizo en la oscuridad(con la luz apagada), esto incluye reconstituirlos mezclarlos
con la proteina y todos los procedimientos que implican IEF y SDS-PAGE, asi
como la manipulacion del gel al pasarlo por el scanner, ya que los mismos son

sensibles a la luz.

Este es el procedimiento por pasos:

Antes de empezar, los fluoréforos se debieron reconstituir(preparar para ser
usados), esto se hizo agregando el tubo donde estaban, 5ul de
dimetilformamida(DMF), a cada uno de los fluoroforos.

Se tomo 1.4 ul de cada uno de los CyDye (los fluoréforos) reconstituidos y se
colocaron en un tubo cada uno.

Se agreg6 50ug de proteina (la muestra de proteina seleccionada para cada
fluoréforo) a cada uno de los tubos donde estan los fluoréforos.

Se dejo reposar 30 minutos en hielo la reaccion.



Se paro la reaccidén agregando a cada tubo 1.4 ul de lisina 10mM.

Se juntan las muestras de los tres tubos en un solo tubo y se determina el
volumen total que se tiene en este tubo.

Se siguio el procedimiento para rehidratar tira y correr la primera(IEF) y
segunda (SDS-PAGE) dimensiones con la excepciones de que aqui todo fue
en la obscuridad, se usaron tiras de 24cm de intervalo de pH de 3-11NL lo que
implica un volumen de rehidratacién de 450 pl, y las muestras de proteina iban

resuspendidas en amortiguador DIGE (ver Tabla 13).

Tabla 13: Amortiguador DIGE para lisis.

Concentracion

Sustancia Cantidad final

Urea(F.W.
60.06) 4.20g ™
CHAPS, pH
8.5 0.4g 4%(w/v)
Tris HCI, pH
8.8 0.2ml 30Mm
c.b.p.
Agua miliQ 10m|

Se agregan anfolitas (amortiguador IPG) e inhibidores de proteasas en
las proporciones usadas consideramos para los volumenes de este
experimento, asi como los volimenes de equilibrio de las tiras previo a la doble

dimension.

X. OBTENCION DE IMAGENES Y ANALISIS DE GELES TENIDOS CON

TINCION DE AZUL DE COMMASSIE.

Se utilizé el Image Master 2D Platinum para analizar los geles y

descartar las impurezas de las proteinas verdaderas en cada uno de los geles.



XI. OBTENCION DE IMAGENES Y ANALISIS DE GELES DE PROTEINAS
MARCADAS CON METODO DIGE.

Todo el proceso que involucra el método DIGE se lleva a cabo con la luz
apagada, es decir, en la oscuridad o con luz muy tenue.
El gel se saca de la camara donde corrio la segunda dimensién y se coloca en
un vidrio de baja fluorescencia.
Para tomar simultdneamente las tres imagenes del mismo gel (una imagen por
cada fluoréforo utilizado) se utiliza el escaner the Ettan DIGE system, el cual
automéaticamente arroja las imagenes en un formato de archivo que es
compatible con el DeCyder 2-D Differential Software . Este programa se utiliza
para comparar y analizar las imagenes de las proteinas marcadas con los

fluoréforos en el mismo gel.

Xll. PICADO Y DIGESTION DE LAS MANCHAS DE PROTEINAS
SELECCIONADAS DE LOS GELES.

Se seleccionaron las proteinas de interés y se extrajeron del gel
utilizando una micropipeta, se pusieron a digerir (en tubos eppendorf tapados
con parafilm) en un termoblock con tripsina toda la noche (aproximadamente
12 horas) a 37°C. Después de esto se sacaron del termobloock y se llevé cada
una de las muestras a un pH menor 6 igual a 4, utilizando una disolucién de
acido trifluoroacético al 0.1%, verificando el pH con papel Pehanon de pH 1-12.
En un nuevo tubo (Eppendorf) se agregd 40ul de una disolucion que contiene
0.1% de &cido trifluoroacético/50% de acetonitrilo, ésta fue la disolucién de
elusion.

En otro tubo se colocaron 40ul de acetonitrilo 100%.

Se utiliz6é una punta Zip-Tip Millipore y se aspir6 la disolucién de péptidos
digeridos a través de la punta de 20 a 30 veces manteniendo la punta dentro
del tubo. Esto para que los péptidos se queden en la columna (la punta).

Para lavar los péptidos (librar de iones la columna), se aspiré y expelié

10pl de una disolucion de acido trifluoroacético 0.1%, tres veces.



Para la elusion de péptidos, se aspiraron 50ul de la disolucion de elusion (es
decir, se hace pasar la disolucién de elusion por la columna), de 20 a 30 veces
manteniendo la punta dentro del tubo.

Finalmente los péptidos quedaron en disolucion y listos para su analisis en el

espectrometro de masas.

XIIl. ANALISIS POR ESPECTROMETRIA DE MASAS.

Se analizaron los péptidos con el equipo de espectrometria de masas
con un sistema de ionizacién por electrospray y un detector de trampa lineal de
iones (LTQ- Orbitrap, Termo Electron Corporation). Los espectros de los iones
especificos de cada muestra se compararon en base de datos UniProtKB

(http://www.uniprot.org) con el algoritmo de busqueda en base de datos

SEQUEST (www.sequest.com) para la identificacion de las proteinas

seleccionadas.



RESULTADOS

|. RENDIMIENTO DE LA EXTRACCION Y LIMPIEZA DE PROTEINA DE
CELULAS DE CANCER EN CULTIVO

Inicialmente, se trabajo con células C33-A (cancer de cérvix), sin
embargo para la estandarizacion de las siguientes técnicas se utilizaron las
lineas celulares de cancer de mama. La concentracion promedio de la
extraccion de proteinas de 3-6 cajas de estas lineas celulares con un 80% de

confluencia se presenta en la Tabla 14.

Tabla 14. Concentracion de los extractos de proteinas obtenidos de las

lineas celulares y sus fracciones.

Linea celular Promedio de la
(fraccién) concentracion de
proteina (mg/ml)
C33-A (extracto 2.23
total)
Hs578T (extracto 1.17
total)
Hs578Bst (extracto 2.33
total)
MCEF-7 (extracto 4.99
total)
MCF-7 (fraccion 3.66
membranal)
MCEF-7 fraccion 15.65
soluble (citosol)

Como se puede observar los valores de concentracién se encuentran
entre 1.17 hasta 4.99 mg/ml que es una concentracién suficiente de proteina
para la realizacion de la electroforesis en isoelectroenfoque en tiras de 7 cm. El

volumen final de la extraccién se encontré entre 60-700 microlitros.



ll. ISOELECTROENFOQUE DEL EXTRACTO DE PROTEINAS DE CELULAS
EN CULTIVO.

Se realiz6 el IEF (isoelectroenfoque o primera dimension), el cual se
lleva a cabo con las condiciones que se describen en la metodologia. Las
lineas tedrica y experimental no se empalman en el experimento representativo
de la figura 24a.
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Figura 24a. Curva Voltaje vs Tiempo aplicada al IEF.
En la figura 24b, las lineas teorica y experimental corrieron empalmadas

pero en el gel de segunda dimensién no se ven bien enfocadas las proteinas

como se puede observar en la figura 25.
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Figura 24b. Curva Voltaje vs Tiempo aplicada al IEF.




Esto nos indicaba que en el medio de solubilizacién de las proteinas se
presentan impurezas que interfieren con la corrida del isoelectroenfoque como
en el caso de la figura 24a. Sin embargo, se presentan casos como el de la
figura 24b donde la interferencia con el isoelectroenfoque no se detecta en la
grafica. Por lo que, esta grafica sélo se utiliz6 como un indicador util de la
corrida de isoelectronfoque pero que no garantizaba que las proteinas se
enfocaran correctamente.

lll. ELECTROFORESIS EN DOBLE DIMENSION DEL EXTRACTO DE
PROTEINA DE CELULAS EN CULTIVO.

A continuacion (figura 25), se observa un gel tefiido con commassie, a la
izquierda del gel estan los pesos moleculares (en daltones) de los marcadores
de peso molecular.
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Figura 25 : Gel de segunda dimension de un extracto de proteinas de células
C33-A.

Se puede observar que se esta llegando a la estandarizacion de
condiciones para obtener geles con los que se pueda trabajar, aunque, todavia
existe el problema del fondo en el gel tefiido con plata el cual se realiz6 por
duplicado, y el problema de la



falta de enfoque de las proteinas (es decir, se observan rayas en vez de

puntos) en ambas tinciones.

Se realiz6 el experimento de estandarizacién en el que se varian la
cantidad de marcadores de peso molecular. Por otro lado, se modifico la
concentracion de las anfolitas (amortiguador IPG) para mejorar el
isoelectroenfoque y la cantidad de proteinas agregadas para mejorar la
resolucion en el gel 2D. Sin embargo, se debe de considerar que todas las tiras
contenian el mismo tipo de muestra, eran de igual tamafio asi como del mismo

intervalo de pH.

Fueron 4 geles en total, a) el primero con 0.6ul de anfolitas, 60ug de
proteina cargada, 1ul de marcadores de peso molecular, y tefiido con
Commassie. b) el segundo con 1.2ul de anfolitas, 60ug de proteina cargada,
1pl de marcadores de peso molecular, y tefiido con Commassie (figura 26). Los
otros dos geles fueron tefiidos con plata, cargando 10ug de proteina 0.3ul de
marcadores de peso molecular, e igual que en los geles anteriores, a uno se le
agrego 0.6pl de anfolitos y a el otro 1.2l de anfolitas, pero los geles tefiidos
con plata resultaron con un fondo muy intenso que no permitia diferenciar en el
gel las proteinas menos abundantes, por lo cual se abandond la tincién con

plata.

De estos geles se determind que la cantidad adecuada de proteina para
un gel que se tifie con azul de Commassie es de 60ug para un gel de 7cm, la
cantidad de amortiguador IPG es de 1.2uL, y la cantidad de marcadores de

peso molecular es de 1 pL, todo esto para geles de 7cm.

Figuras 26. Gel de poliacrilamida con proteina de células C33-A, con 1.2ul de

anfolitos.
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IV. ELECTROFORESIS EN DOBLE DIMENSION DE PROTEINAS DE
EXTRACTO TOTAL PROVENIENTES DE TRES LINEAS CELULARES
DISTINTAS.

Después se trabajé con células Hs578Bst (tejido de seno sano
adyacente a un tumor), células Hs578T (tumor primario de seno), y con células
MCF-7 (tejido canceroso metastasico de seno). Todas las células cultivadas in
vitro.

Se utilizaron los procedimientos mencionados en la seccion de materiales y
métodos para la extraccion y cuantificacion de proteinas totales de estas lineas
celulares. Posteriormente, se hizo el isoelectroenfoque. En el
isoelectroenfoque, las tres tiras con las proteinas provenientes de las tres
lineas célulares se enfocaron en una sola corrida (figura 27), y los geles de

doble dimension, se obtuvo el patron de proteinas de las figuras 28-a,b, y c.
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Figura 27 : Curva Voltaje vs >Tiempo del IEF de las proteinas del extracto total
de células MCF-7, Hs578T, y Hs578Bst.

A simple vista, se puede observar un patrén de manchas de proteinas en
los geles que contienen las proteinas provenientes de las lineas celulares
Hs578Bst y Hs578T, diferenciandose Unicamente en los niveles de expresion
(intensidad de las manchas) de algunas proteinas. Sin embargo, en el gel que
contiene las proteinas provenientes de la linea celular MCF-7, si se puede
apreciar claramente cambios en el proteoma. Estos tres proteomas (figuras
28a-c), contienen proteinas de extracto total de sus respectivas lineas

celulares.

A pesar de que el intervalo de pH de estos geles no es lineal (en la parte
superior del gel se indica NL que significa no lineal), en la zona que
corresponde al intervalo de pH de aproximadamente 3.5 a 5, se puede ver la
mayor concentracion de las proteinas mas abundantes. Aparentemente dichas
proteinas se empalman en algunas zonas del gel, esto llevo a “ampliar” este

intervalo de pH.
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Figuras 28a-c. Geles bidimensionales de proteina total de las células
a)Hs578Bst, b)Hs578T, c¢)MCF7. Intervalo de pH de 3-10NL de poliacrilamida
al 12%, de 7cm.

Despues de su respectivo isoelectroenfoque, se corrid la segunda
dimensién de extracto total de proteinas provenientes de células Hs578T (figura
29), pero ahora “abriendo” el intervalo de pH 4-7. En este gel se identifico por
espectrometria de masas la proteina tubulina. Lo mismo se hizo con el extracto
total de proteinas provenientes de células MCF-7 (figura 30). En este gel se
identifico por espectrometria de masas a las proteinas: queratinal9, queratina
tipoll 1B, queratinal8, y la proteina de choque termico de 60kDa. También,

estos dos geles fueron de siete centimetros.
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Figura 29. Gel de segunda dimension con proteinas de células Hs578T.
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Figura 30. Gel de segunda dimension con proteinas de células MCF-7.

Se puede observar que en el gel con proteinas de células Hs578T se
separaron mejor las proteinas de la zona de interés, aunque la separacion es
mucho mejor en el caso de las proteinas de células MCF-7 y, también, se
puede observar en este Ultimo gel que las proteinas mayoritarias en el gel de

pH 3-10, en realidad son mezclas de distintos tipos de proteinas empalmadas.

Ya que se tuvieron las condiciones para lograr la separacion de
proteinas totales de este tipo de células en un gel bidimensional, se procedi6 a
separar el extracto total, que contiene el total de proteinas de las células, en
dos fracciones principales las proteinas de la linea celular MCF7:
a)Fraccion microsomal (microsomas): Que contiene Unicamente las proteinas
contenidas en membranas de las células.
b)Fraccion Soluble: Que contiene Unicamente las proteinas contenidas en el
citosol de las células.

Por lo que, el extracto total se puede ver como la suma de las dos
fracciones anteriores, es decir, juntando las proteinas de la fraccién soluble y
las proteinas de la fraccion microsomal se obtienen las proteinas del extracto

total.



Se sigui6 el procedimiento descrito en el apartado 1.2, de materiales y
métodos para la extraccion de las proteinas de membranas y de este mismo
método se obtuvo la fraccion soluble. Con cada una de las fracciones se obtuvo

un gel de 7cm tefiido con azul de Commassie (Figuras 31a-c).
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Figuras 3la-c: Geles bidimensionales de a)fraccion soluble, b)extracto total,
c)fraccion membranal de células MCF7. Con numeros de identificacion en las
proteinas diferenciales més abundantes de cada fraccion que se seleccionaron
para su analisis por EM, segun la seccién V.
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Figuras 32a-c. Proteinas diferenciales encontradas entre las 3 fracciones celulares
obtenidas de los geles 2D de proteinas de células de cancer de mama MCF7. Se
compararon las manchas de proteinas por regiones en el gel de pl de 3-6 y 6-10 para los
intervalos de peso molecular de 20-97 kDa.

V. ANALISIS DE LAS IMAGENES OBTENIDAS EN LOS GELES DE
ELECTROFORESIS EN 2D.

El andlisis de los geles tefiidos con azul de Commassie de las tres
fracciones de proteinas de las diferentes partes de la célula se hizo con el
programa ImageMaster 2D platinum. Las zonas donde se tuvo duda al
discriminar si la mancha detectada correspondia o no a proteina, se confirmé
con una proyeccion en tercera dimension. En la cual aparece una vista de

curvas de nivel de la zona estudiada, y aqui las proteinas aparecen con



pendientes pequefias (parecido a montafias pero con puntas redondeadas), es
decir, con los bordes curvos y lo que no es proteina aparece como picos (ver
Figuras 32 y 33).Al final, sélo las manchas que se considera que son proteina'y
que pertenecen a la muestra aparecen en el gel marcadas con un contorno
rojo. Los datos obtenidos del conteo de manchas de algunos de estos geles
son: El gel de la figura 28a es de un extracto total de proteinas que provienen
de la linea celular Hs578Bst, con un intervalo de pH de 3 a 10 no lineal y con
134 manchas después del andlisis. El gel de la figura 28b es de un extracto
total de proteinas que provienen de la linea celular Hs578T, con un intervalo de
pH de 3 a 10 no lineal y con 300 manchas después del andlisis. El gel de la
figura 28c es de un extracto total de proteinas que provienen de la linea celular
MCF-7, con un intervalo de pH de 3 a 10 no lineal y con 180 manchas después
del analisis. El gel de la figura 29 es de un extracto total de proteinas que
provienen de la linea celular Hs578T, con un intervalo de pH de 4 a 7 y con 551
manchas después del andlisis. El gel de la figura 30 es de un extracto total de
proteinas que provienen de la linea celular MCF-7, con un intervalo de pH de 4
a 7 y con 489 manchas después del analisis. El gel de la figura 31-a es de la
fraccion soluble de proteinas que provienen de la linea celular MCF-7, con un

intervalo de pH de 3 a 10 no lineal y con 472 manchas después del analisis.

Esto significa que, por ejemplo en uno de los geles, el gel resulté con un
total de 472 manchas, es decir, un total de 472 proteinas que son consideradas
proteinas lo suficientemente enfocadas y abundantes para ser extraidas del gel

e identificadas por espectrometria de masas.



Figura 33a-b : Imagenes del andlisis del gel de la fraccion soluble de células
MCF-7, se puede observar (en a) un ejemplo de manchas que NO son
proteinas. Y se puede observar (en b) un ejemplo de manchas que si son
proteinas, para ambas imagenes la vista en tres dimensiones que aparece a la
derecha es una zona del gel, para la imagen 33b esta zona del gel esta
marcada en el rectangulo con lineas punteadas.



VI. ELECTROFORESIS EN DOBLE DIMENSION DE PROTEINAS
MARCADAS POR EL METODO ELECTROFORESIS FLUORESCENTE EN
GEL DIFERENCIAL (DIGE).

Antes de decidir que proteinas se picarian del gel para su digestion y
extraccion en gel para su posterior identificacion se escogieron las proteinas
gue presentan diferencias entre una y otra fraccion, se realizé una serie de
experimentos haciendo geles de 24cm de intervalo de pH de 3 a 11 no lineal
pero con el método electroforesis diferencial en gel (DIGE), esto para comparar
mejor las imagenes de las proteinas de las tres fracciones, procurando que
cada comparacion de fracciones, se hiciera usando imagenes de un solo gel
(ver Figuras 34-ay 34-b) y asi poder ubicar las proteinas que realmente
variaran en sus niveles entre las fracciones comparadas. A este respecto, el

método de electroforesis diferencial en gel (DIGE) permite empalmar casi

perfectamente las imagenes obtenidas de estos geles.

T & T

Figura 34a: Extracto de proteina total y Figura 34b: Proteina de microsomas
|marcadas con CyDy. marcadas con CyDy.

&

Figura 34¢: Proteing de fraccidn olable ¥ Figura 34d; Las profeinas de las fracciones soluble
minrcadas con Oyl ¥ macrozomas empalmadas y marcadas con Oy,



Como se puede observar se presenta un patron de proteinas similar
entre si, sin embargo, el analisis de expresion de proteina muestra diferencias

como se observa en la siguiente seccion.

VII. ANALISIS DE LAS IMAGENES DE PROTEINA MARCADA POR EL
METODO DIGE OBTENIDAS DE LOS GELES DE ELECTROFORESIS DE 2D

En este andlisis, el programa que se uso fue el Decyder 6.0 (GE-
Healthcare), en tal programa, las manchas se analizan una por una. En la
esquina superior izquierda aparecen las imagenes de los geles que se estan
comparando en el momento, en la esquina superior derecha aparece una
grafica que contiene el total de las manchas del gel en la esquina inferior
izquierda aparece una imagen en tres dimensiones de la mancha estudiada en
el momento con sus datos, en la esquina inferior derecha aparece una lista de
todas las manchas de la imagen que se esta comparando con sus datos y

estadisticas.

En las figuras 35a-d, se muestra un ejemplo el programa para analizar
geles hechos con el método DIGE, en este caso una comparacion entre la
fraccibn membranal (las imagenes del lado izquierdo de las figuras) y el

extracto total (las imagenes del lado derecho en las figuras).
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Figura 35a : Analisis de las manchas de proteina obtenidas en geles 2D por el

método DIGE. En esta imagen se realza una mancha que aparece en cantidad

similar en ambas fracciones celulares (los dos recuadros de la esquina inferior
izquierda de la imagen).

Figura 35b : EI mismo gel que la figura 35a, pero en este caso, se realza una
mancha que aparece disminuida en su cantidad en las dos fracciones
celulares.



e |
Figura 35c : El mismo gel que la figura 35a, pero en este caso, se realza una
mancha que aparece incrementada en su cantidad en las dos fracciones
celulares.
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Figura 35d : En este caso una mancha que aparece en las dos fracciones
celulares pero que NO es proteina sino un contaminante desconocido, esto se
deduce de la forma de picos de los dos recuadros de la esquina inferior
izquierda de la imagen y por los valores que muestra la lista de la esquina
inferior derecha de la imagen.



Extracto total Microgomas

Figura 36. Representacion de los resultados del analisis DIGE. Se compara la
fraccibn membranal con el extracto total de proteinas. Se observa 611
proteinas que aparecen en ambas fracciones, 126 proteinas que sélo aparecen
en el extracto total y 104 proteinas que sélo aparecen en la fraccién
membranal.

Fraccion soluble Microsomas

Figura 37. Representacion de los resultados del andlisis DIGE. Se compara la
fraccion membranal con la fraccidn soluble de proteinas. Se observa 841
proteinas que aparecen en ambas fracciones, 123 proteinas que sélo aparecen
en la fraccibn membranal y 115 proteinas que s6lo aparecen en la fraccion
soluble.



VIII. IDENTIFICACION DE LAS PROTEINAS SELECCIONADAS DE LAS
IMAGENES DE GELES 2D TENIDOS CON COOMASSIE.

Con todos los datos obtenidos de los geles tefiidos por commassie y de
la informacion obtenida por el método DIGE. Se decidi6 picar las manchas de
proteina (ver niumeros en las figuras 31a-c) que resultaron tener diferencias
entre las distintas fracciones celulares. Aparte en el gel de la fraccion soluble,
se pic6 por duplicado un marcador de peso molecular para usarlo como control
en la identificacion por espectrometria de masas. El marcador que se pico fue
el de 30000Da que corresponde a la proteina anhidrasa carbdnica de bovino;
Esta proteina estd marcada en la tabla como marcad en las columnas que

corresponden a numero de mancha y fraccion.

La identificacion de proteinas por espectrometria de masas y los datos

derivados de esto se presentan en la tabla 16; para las 3 fracciones.

Existen proteinas que no arrojan ningun resultado en la identificacion por
espectrometria de masas, tal vez fue muy poca la cantidad de proteina

contenida en la mancha como para poder ser detectada por el espectrémetro.



TABLA 15: Resultados de la identificacion por espectrometria de masas de las proteinas sefialadas como diferenciales

P.M.
No.de |k accion Nombre de la proteina No. de b ohabilidad % de No-deacceso | Pl | I.exper P experime | Score

mancha péptidos cobertura UniprotkB  |tedrico [imental tedrico ntal
marcad | marcad Anidrasa Carbdnica de bovino 4 2.5*10-7 20 P00921 6.41 30000 29113.7 40.2
10 Ext. Tot. Queratina tipo 1l de citoesqueletol 8 4.3*10-11 11.3 P04264 8.6 8.7 66017.67 | 65977.9 80.2
10 Ext. Tot. Cofilina-1 2 8.4*10-10 19.3 P23528 8.22 8.7 18502.49 18490.7 18.2
9 Ext. Tot. Cofilina-1 1 8.5 8.4 P23528 8.22 9 18502.49 18490.7 10.2
8 Ext. Tot. Queratina tipo 1, de citoesqueletol19 1 3.7*10-7 3.3 P08727 5.05 4.8 44091.97 | 44065.2 10.2
8 Ext. Tot. Queratina tipo2, de citoesqueletol 4 1.9*10-5 7.3 P04264 8.16 4.8 66017.67 | 65977.9 40.2
8 Ext. Tot. Proteina parecida a actina 1 3.0*10-4 175 Q562M3 6.19 4.8 11536.27 11528.9 10.2
7 Ext. Tot. Queratina tipol, de citoesqueleto 18 1 4.4*10-10 4.2 P05783 5.34 5.2 48057.81 | 48028.6 10.2
7 Ext. Tot. Actinal, esquistosoma Mansoni, (sangre) 2 8.0*10-9 9 P53470 5.3 5.2 41731.7 41704.8 16.2
6.3 Ext. Tot. Queratina tipoll, de citoesqueleto 8 5 1.6*10-6 13.5 P05787 5.52 5.6 53704.25 | 53671.2 50.2
6.2 Ext. Tot. Queratina tipol, de citoesqueleto 14 1 2.7*10-8 3.2 P02533 5.09 5.5 51621.51 | 51589.5 10.1
6.2 Ext. Tot. Queratina tipol, de citoesqueleto 9 2 4.7*10-7 5.9 P35527 5.19 5.5 62129.44 | 62091.8 20.2
6.1 Ext. Tot. Queratina tipol, de citoesqueleto 10 2 4.6*10-10 4.7 P13645 5.13 5.4 59510.68 | 59474.8 20.2
5 Ext. Tot. Ubiquitina carboxiterminal hidrolasa 14 2 6.1*10-9 5.5 P54578 5.2 5.2 56069.07 | 56033.1 20.2
5 Ext. Tot. Queratina tipoll, citoesqueleto2, epidermal 4 3.2*10-8 8.4 P35908 8.07 5.2 65865.32 | 65825.4 40.2

Proteina de golpe de calor 60kDa,
5 Ext. Tot. mitocondrial 2 4.1*10-7 6.1 P10809 5.7 5.2 61054.64 | 61016.5 20.2
4 Ext. Tot. Proteina disulfuroisomerasa (precursor) 2 7.9*10-4 5.7 P07237 4.76 4.7 57116.37 | 57080.8 20.2
1 Ext. Tot. Proteina de golpe de calor HSP 90-a 2 1.5*10-6 3.6 P07900 4.94 4.7 84659.71 | 84606.7 16.2
3 Ext. Tot. | Calrreticulina (precursor) 1 1.6*10-6 3.4 pP27797 4.29 4 48141.6 48111.9 10.2
3 Ext. Tot. | Complejo-T proteina 1 subunidad ® 4 1.8*10-7 9.5 P50990 5.42 4 59620.58 59582.6 40.2
3 Ext. Tot. | Proteina disulfuroisomerasa (precursor) 1 1.0*10-4 1.8 P07237 4.76 4 57116.37 | 57080.8 10.1
2 Ext. Tot. | Proteina reguladora de glucosa (precursor) 3 2.6*10-8 6 P11021 5.07 4.8 72332.96 | 72228.5 28.2
2 | Ext. Tot. | Receptor de crecimiento epidermico, sustrato 1 2.0¢10-7 13 QoUBC2 | 4.93 48 | 9425500 | 94197.1 | 10.2
1-parecido a-15

2 Ext. Tot. | Proteina disulfuroisomerasa A4(precursor) 1 1.7*10-7 2.3 P13667 4.96 4.8 72932.5 72887.1 10.2
1 micros | Queratina tipo | de citoesqueleto 18 2 1.6*10-10 10.2 P05783 5.34 5.4 48057.81 | 48028.6 20.2

Proteina que representa la mancha en la
fraccion




TABLA 15: Resultados de la identificacién por espectrometria de masas de las proteinas sefialadas como diferenciales

. P.M.
No. de Fracci Nombre de la proteina l}lo..de Probabilidad % de No. de acceso | P.I. P.l.exper P.M. experim | Score
mancha |6n péptidos cobertura | UniprotkB | tedrico |imental tedrico ental
3.1 soluble NO HUBO RESULTADOS
3.2 soluble NO HUBIERON RESULTADOS
VALORES DE PROBABILIDAD
4 soluble NOACEPTABLES
6.1 soluble Queratina tipo Il de citoesqueleto 8 3 1.2*10-6 6.8 P05787 5.52 5.2 53704.25 | 53671.2 | 30.2
6.1 soluble Queratina tipo | de citoesqueleto 18 1 5.9*10-2 3 P05783 5.34 5.2 48057.81 | 48028.6 | 10.2
6.2 soluble Queratina tipo | de citoesqueleto 18 4 3.7*10-12 13.3 P05783 5.34 5.3 48057.81 | 48028.6 | 40.2
6.3 soluble Queratina tipo | de citoesqueleto 18 4 5.9*10-8 13.5 P05783 5.34 5.4 48057.81 | 48028.6 | 40.3
6.3 soluble Queratina tipo Il de citoesqueleto 8 2 1.6*10-7 5.2 P05787 5.52 5.4 53704.25 | 53671.2 | 20.1
6.3 soluble | Serpina B6 6 Antiproteinasa citoplasmica 1 6.3*10-6 2.7 P35237 5.18 5.4 42589.83 | 42562.1 | 10.2
6.4 soluble Queratina tipo | de citoesqueleto 18 2 9.4*10-13 10.2 P05783 5.34 5.5 48057.81 | 48028.6 | 20.3
6.4 soluble Actina citoplasmatica 1 6 B-actina 2 1.6*10-6 5.9 P60709 5.29 5.5 41736.73 | 41709.7 | 20.2
6.4 soluble Queratina tipo | de citoesqueleto 13 1 7.0*10-6 2.6 P13646 4.91 5.5 49586.24 | 49555.4 | 10.1
NO EXISTEN CANDIDATAS EN LOS
6.5 soluble DATOS DE LA BASE
8 soluble Cofilina 1 2 1.5*10-4 13.3 P23528 8.22 7.8 18502.49 | 18490.7 | 20.2

Proteina que representa la mancha en la
fraccion




TABLA 15: Resultados de la identificacion por espectrometria de masas de las proteinas sefialadas como diferenciales

No. de

No. de Fraccion Nombre de la proteina NO'.de Probabilidad % de acceso P'I,' . P.l.experimental pM P.M. . Score
mancha péptidos cobertura| ypiprorke | t€Orico tedrico |experimental
2 micros | Queratina tipo | de citoesqueleto 10 3 1.2*10-6 3.9 P13645 | 5.13 4.9 59510.68 59474.8 30.2
2 micros | Queratina tipo |l de citoesqueletol 2 3.6*10-5 3.4 P04264 | 8.16 4.9 66017.67 65977.9 20.2
2 micros | Queratina tipo 1l de citoesqueleto 2, epidermal 2 3.6*10-5 4 P35908 | 8.07 4.9 65865.32 65825.4 20.2
3 micros | Queratina tipo Il de citoesqueleto 2, epidermal 4 1.4*10-6 8.4 P35908 | 8.07 5 65865.32 65825.4 40.2
3 micros | Queratina tipo 2 de citoesqueleto 1 2 2.6*10-6 3.4 P04264 | 8.16 5 66017.67 65977.9 20.2
4 micros | Cognado de golpe de calor, proteina de 71kDa 3 8.6*10-6 3.9 P11142 | 5.37 5.4 70898.09 70854.4 30.2
7 micros | Queratina tipo Il de citoesqueleto 1 4 1.5*10-6 7.6 P04264 | 8.16 6 66017.67 65977.9 40.2
7 micros | Queratina tipo | de citoesqueleto 9 1 1.6*10-7 2.2 P35527 | 5.19 6 62129.44 62091.8 10.2
8 micros | Proteina 1 complejo-T subunidad 4 9.8*10-6 5.4 P78371 | 6.01 6 57488.21 57452.3 40.2
8 micros | Queratina tipo Il de citoesqueleto 1 2 9.8*10-7 3.4 P04264 | 8.16 6 66017.67 65977.9 20.2
8 micros | Queratina tipo Il de citoesqueleto 2, epidermal 1 3.9*10-6 1.9 P35908 | 8.07 6 65865.32 65825.4 10.2
8 micros | Queratina tipo | de citoesqueleto 10 1 5.8*10-6 1.9 P13645 | 5.13 6 59510.68 59474.8 10.1
10 micros | Inosina-5'-monofosfato deshidrogenasa 2 5 1.8*10-7 13.2 P12268 | 6.44 6.2 55804.98 55769.7 50.2
10 micros | Queratina tipo Il de citoesqueleto 2, epidermal 2 2.0*10-4 3.7 P35908 | 8.07 6.2 65865.32 65825.4 20.2
11 micros | a-enolasa, especifica de pulmon 2 4.5*10-7 6.8 Q05524 | 5.78 6.6 49477.34 49446.4 20.2
11 micros | a-enolasa 3 5.2*10-7 10.4 P06733 | 7.01 6.6 47168.96 47139.4 30.2
12 micros | Piruvato cinasa isozimas M1/M2 23 1.1*10-10 42.9 P14618 | 7.96 7.4 57936.89 57900.2 228.3
12 micros | Proteina 1 complejo-T subunidad n 3 3.7*10-11 5.5 Q99832 | 7.55 7.4 59366.62 59329 30.2
12 micros | Queratina tipo Il de citoesqueleto 1 4 3.8*10-7 7 P04264 | 8.16 7.4 66017.67 65977.9 40.2
12 micros | Proteina 1 del complejo-T subunidad & 3 9.2*10-9 7.8 P50991 | 7.96 7.4 57924.23 57887.9 30.3
13 micros | Subunidad-a tipol del proteosoma 1 6.5*10-4 4.6 P25786 | 6.15 6.1 29555.59 29536.9 10.1
14 micros | Subunidad-a tipo 6 del proteosoma 1 3.2*10-7 5.3 P60900 | 6.35 6 27399.45 27381.8 10.2
14 micros | Proteina C140rf166 1 1.5%10-7 6.6 Q9Y224 | 6.19 6 28068.09 28050.7 10.2
14 micros | Fosforribosiltransferasa hipoxantina-guanina 1 2.2*10-6 6 P00492 | 6.21 6 24579.38 24563.6 10.2
1 soluble | 14-3-3 Proteina p/a 1 1.2*10-6 7.7 P31946 | 4.76 4.9 28082.4 28064.8 10.3
1 soluble | 14-3-3 Proteina ® 1 5.2*10-6 7.3 P27348 | 4.68 4.9 27764.25 27746.8 10.2
1 soluble |14-3-3 Proteina ¢/d 1 1.2*10-5 7.8 P63104 | 4.73 4.9 27745.1 27727.7 10.3
2.4 soluble NO IDENTIFICADO
2.5 soluble NO IDENTIFICADO

Proteina que representa la mancha en la
fraccion




DISCUSION

La protedmica estudia las proteinas utilizando técnicas que permiten
extraer todas (o por lo menos gran parte) de las proteinas de un determinado
tejido en una muestra concreta fundamentalmente en fluidos, por lo que es de
gran utilidad en el abordaje de sistemas bioloégicos complejos.

Mientras que los micro arreglos de ADN (gendmica) pueden identificar
un amplio nimero de genes cuya expresion se modifica durante la
transformacion de una célula normal a célula maligna, no aportan informacion
acerca de la presencia de la proteina correspondiente, ni de la existencia de
modificaciones postraduccionales. Las proteinas celulares son las que
catalizan y controlan el metabolismo de la célula, y las vias de sefalizacion, por
lo tanto, el estudio de los cambios en las proteinas es esencial para descifrar el
proceso que sigue la enfermedad. La protedmica es el estudio a gran escala de
los cambios de proteinas. Estos cambios pueden incluir alteraciones de la
cantidad total, modificaciones post-traduccionales e interacciones proteina-
proteina. Las técnicas y meétodos incluyen separaciones por geles de dos
dimensiones seguida por identificacion por espectrometria de masas, asi como
el uso de microarreglos. Se espera que en un futuro cercano la proteémica
pueda dar a conocer una buena cantidad de informacién acerca de
interacciones y alteraciones de las proteinas que permitan un mejor
entendimiento de las neoplasias, asi como ayudar en el desarrollo de nuevas

terapias para los pacientes con cancer.

Para este trabajo se utilizaron tres lineas celulares distintas, Hs578Bst
(de mama normal), Hs578t (de tumor primario) y MCF7 (de metastasis). Al
compararse los perfiles de proteinas de los extractos totales de proteinas
provenientes de las tres lineas celulares se observaron diferencias de
expresion entre las 3 lineas celulares, tanto a nivel de intensidad de la mancha
de proteina, como en la cantidad de proteinas detectadas en el gel de doble
dimensién. Si comparamos las diferencias entre las lineas celulares de cancer,
MCF7 y Hs578T, entre estas mismas se observan diferencias con 180
proteinas detectadas para MCF7 y 300 para Hs578T. Se compararon los

perfiles obtenidos de proteinas con los reportados en la literatura y coincidieron



con los perfiles reportados. Encontrandose manchas de proteina

representativas como la a-enolasa®’ y la piruvato cinasa isozimas M1/M2*’.

Se debe de tomar en cuenta que las lineas celulares Hs578Bst vy
Hs578T provienen del mismo paciente, mientras que las células de la linea
celular MCF-7 provienen de un paciente distinto a la mujer de la cual se
obtuvieron las otras dos lineas celulares. Esto es un factor que podria explicar
la similitud de los proteomas provenientes de las lineas Hs578Bst y Hs578T,
asi como también en las diferencias entre proteomas cuando se comparan
estas dos lineas contra el proteoma de la linea MCF-7. Sin embargo, no se
puede asegurar que todas las diferencias y similitudes entre proteomas se
deban Unicamente a este hecho. Actualmente, debido a que mas del 50% de
las drogas usadas para tratamiento contra el cancer son dirigidas contra

proteinas membranales®”**

se ha despertado un gran interés por estudiar el
proteoma de membranas de células de cancer. Ademas, de que varias de esta
podrian ser antigenos de superficie para deteccion de células de cancer o ser
secretadas hacia el torrente sanguineo para servir como biomarcadores de
diagnostico. Inicialmente, tratamos de realizar la obtencién de una fraccién
membranas totales (microsomas) de las 3 lineas celulares estudiadas, pero
debido a que el crecimiento de las lineas celulares Hs578Bst y Hs578t era muy
lento en comparacion con la linea celular MCF7, no obteniamos la cantidad de
proteina necesaria para realizar geles de doble dimensién de la fraccidn
microsomal. Por lo que, decidimos continuar el analisis con mayor detalle del
proteoma de la fraccibon membranal, asi como de la soluble con la linea celular
MCF7. Esta es una linea celular que se ha utilizado en estudios protedmicos
sobre el efecto de drogas anticancerigenas como tamoxifen o el efecto de la
radiacion ionizante en éstas, por lo que se ha descrito extensamente su
proteoma en extracto total bajo estas condiciones®’. Sin embargo, sobre su
fraccion membranal practicamente son pocos los reportes®’ .

Como se puede observar en las figuras 29 y 30 en el extracto de
proteinas totales se empalmaban proteinas que son mayoritarias y estan en
una de las zonas de mayor interés a pH entre 4 y 7. Por lo que, el
fraccionamiento en proteinas solubles en el medio y proteinas microsomales

del mismo extracto (figuras 31a-c), permitiria separar proteinas abundantes de



la fraccién soluble que pudieran estar “ocultando” a otras proteinas. Se lograria
asi una mejor separacion e identificacion de las proteinas de microsomas
(Figura 32a-c). De esta separacion e identificacion se obtuvo la tabla 15. De los
experimentos de extracto total, fraccion soluble y microsomas hubieron
proteinas que se observaron en gel en ambas fracciones y en el extracto total.
Lo que indica que, en la fraccion microsomal, se arrastraron muchas proteinas
de la fraccion soluble. Sin embargo, cuando en el laboratorio se intento realizar
una mayor purificacion mediante gradientes de sacarosa, el rendimiento
disminuia aun mas y, en muchos de los casos, resultd casi nulo. Sin embargo,
el andlisis por zonas del gel muestra que varias proteinas se enriquecian en la
fraccion microsomal.

Ya que las proteinas membranales son proteinas que se encuentran en
bajas concentraciones en extractos de proteina total. Se decidié realizar un
experimento de electroforesis diferencial en gel (DIGE) en el que, se
etiquetaron las lisinas de la proteina con un fluoréforo comercial Cy3 o Cy5
(Amersham, GE Healthcare). Asi, se pudieron detectar un numero mayor
proteinas de la fraccidbn microsomal, que no observamos por la tincion de
coomasie ni en un extracto total de proteina. Los resultados se resumen en las
figuras 36 y 37 en las que se muestran 104 manchas de proteina que se
encuentran en la fraccion microsomal y no se encuentran en el extracto total ni

en la fraccion soluble.

Con la informacion de ambos tipos de experimentos en geles de doble
dimensién se decidi6 seleccionar aproximadamente unas 40 manchas de
proteinas de los geles de doble dimension para su identificacion por
espectrometria de masas (Fig 31a-c). Con los resultados de la tabla 15 se
asigné la identidad probable que corresponde a cada una de las manchas
seleccionadas en el gel, utilizando para esto diferentes criterios. Por ejemplo: el
namero de péptidos, el porcentaje de cobertura de la secuencia proteica y la
calificacion que arroja el programa de busqueda.

Para la asignaciéon de la identidad también se compararon otros datos
como el punto isoeléctrico (pl) y peso molecular. En el caso de la mancha
namero 10 de la fraccidbn del extracto total en donde la identificacion por

espectrometria de masas sugiere dos probables identidades, entre las que se



propone la Queratina tipo Il de citoesqueleto 1; en un analisis del gel que se
obtuvo (Figura 31-b), se observa que dicha proteina tendria que aparecer a un
peso molecular mas alto en el gel, en cambio la mancha esta ubicada muy
cercana al marcador que indica 14400 Da, lo que lleva a proponer que en
realidad es la proteina Cofilina-1 de aproximadamente 18.5kDa. En otros
casos, influyod en la decision el punto isoeléctrico como en el caso de la mancha
8 de la fraccidn de extracto total, pero estos resultados (de punto isoeléctrico)
fueron tomados con reserva, ya que fueron un parametro muy variable al
comparar el dato tedrico (obtenido de bases de datos de geles 2D) contra el
resultado experimental de cada gel. De la misma forma, comparando los
resultados de peso molecular tedrico y experimental de la tabla 15, se observa
variabilidad en los resultados, pero esta variabilidad se mantiene con una
misma tendencia a lo largo de todas las manchas y proteinas de las tres
fracciones. Dicha variabilidad (en la que el peso molecular tedrico es mayor al
peso molecular experimental) no es tan grande como en el caso de los puntos
isoeléctricos. En otros casos, como el de la mancha numero 7 de la fraccion de
extracto total, influyé de manera determinante la clasificacion taxondmica del
tejido de donde se extrajo la proteina para su identificacion la proteina probable
no pertenecia a un ser humano, en este caso particular, pertenecia a un
platelminto.

Otro aspecto a considerar es el hecho de que existen proteinas que
aparecen en dos fracciones distintas, como en el caso de la mancha 2 de
microsomas que parece ser la misma proteina que la mancha 6.1 del extracto
total. Si bien es cierto que es logico encontrar las proteinas de membrana (y las
citosolicas) en las proteinas totales. Existen casos como el de las manchas 6.2,
6.3, y 6.4, de la fraccion soluble (citosodlica); cuya identidad es la misma, la
Queratina tipo 1-18 de citoesqueleto. Podria tratarse de la misma proteina que
se encuentra modificada post-traduccionalmente o alguna de sus isoformas. La
proteina queratina tipo IlI-1 de citoesqueleto es otra proteina que aparece como
candidata en muchas manchas distintas, lo cual parece objeto de una
investigacion especifica y con mas detalle, ya que esta proteina (queratina tipo
Il de citoesqueleto 1), aparece como candidata en manchas que estan muy
alejadas en punto isoeléctrico y peso molecular, es muy dificil (si no es que

imposible) que una misma proteina presente dicha variedad de punto



isoeléctrico y peso molecular. Podria ser contaminacién, pero, es improbable
que todas las queratinas se deban a contaminaciéon ya que en otros trabajos
donde se estudia el prote6ma de células MCF7, también aparece un nimero
considerable de queratinas®’, algunas de las cuales coinciden con manchas
gue se identificaron en este estudio.

De las proteinas identificadas, como en el caso de la mancha numero 10

de la fracciéon microsomal, en donde se identificé a la inosina-5’-monofosfato

deshidrogenasa 2 ; La cual se sabe que esta involucrada en la sintesis de

nucledtidos y, por lo tanto, en la regulacion del crecimiento celular, ademas, se
sospecha que juega un papel en el desarrollo de enfermedad y crecimiento de
algunos tumores™. La mancha ndmero 11 de la fraccién microsomal, que es
una proteina del tipo a-enolasa, la cual se sabe que es una enzima
multifuncional que aparte de su participacion en la glucdlisis, toma parte en
varios procesos como en el de control del crecimiento, tolerancia a la hipoxia, y
respuestas alérgicas; ya es usada como biomarcador de varios tumores®®. La
mancha namero 12 de la fraccibn microsomal, esta formada de proteinas del

tipo Piruvato cinasa isozimas M1/M2. Se sabe que es una enzima glucolitica

gue cataliza la transferencia de un grupo fosforilo del fosfoenolpiruvato al
adenosindifosfato y la isozimaM2 se encuentra en las primeras etapas de los
tejidos fetales, asi como en la mayoria de las células cancerosas™. La mancha
namero 14 de la fraccion microsomal esta formada de proteinas del tipo

Proteina C140rf166, la cual se sabe que esta sobre expresada en muchos

tumores cerebrales'®. La mancha nimero 6.2 de la fraccion soluble esta

formada de proteinas del tipo Queratina tipo | de citoesqueleto 18. Se sabe que

se encuentra en la region peri nuclear y tiene un incremento en su expresion en
los nodos linfaticos de los carcinomas de seno™®.

Se debe hacer un estudio més profundo y detallado de los niveles de expresion
de estas proteinas y si se presenta el mismo patrén en el tumor o biopsia de las
candidatas a ser biomarcadores de cancer de mama: inosina-5-monofosfato
deshidrogenasa 2, a-enolasa, Piruvato cinasa isozimas M1/M2, Proteina
C140rfl166. Sin embargo, se ha propuesto que no es conveniente proponer
una sola proteina como biomarcador. Es mejor proponer varias proteinas o
subproteomas, por ejemplo: el perfil de expresion de la familia de las

gueratinas. Esto podria llevar a proponer un método de diagndéstico confiable



gue incluyera varios biomarcadores para diagnéstico temprano, prondéstico o
para decision de terapia.

Se necesita realizar la identificacion de las proteinas de este estudio en las
muestras de pacientes con cancer de mama para proponer las proteinas como

biomarcadores de éste cancer.



CONCLUSIONES

1) El procedimiento para la extraccion y separacion de proteinas a partir de las

lineas celulares utilizadas nos lleva a patrones reproducibles en geles 2D.

2) La identificacion de las proteinas reprodujo lo que se ha obtenido
experimentalmente en otros laboratorios pero ademés llevé a la identificacion
de proteinas que anteriormente no habian sido asociadas con cancer de

mama.

3) Los resultados obtenidos en este trabajo son insuficientes para sustentar la

propuesta de biomarcadores especificos de cancer de mama.



ABREVIATURAS

MCF7: Linea de células humanas cancerosas de tejido de mama.

BRCAL: Abreviatura en ingles (breast cancerl) gen o proteina proveniente del
gen de cancer de senol.

BRCAZ2: Abreviatura en ingles (breast cancerl) gen o proteina proveniente del
gen de cancer de seno 2.

p53: Gen o proteina proveniente del gen p53, la proteina codificada es de
53KDa, de ahi su nombre.

PTEN: Abreviatura en ingles (phospatase and tensin homolog) homologo de
fosfatasa y tensia, gen o proteina proveniente de dicho gen.

CDIS: Carcinoma ductal in situ.

CLIS: Carcinoma lobular in situ.

CDI: Carcinoma ductal invasivo.

CLI: Carcinoma lobular invasivo.

HER-2: Abreviatura en ingles (human epidermal growh factor receptor 2) factor
de crecimiento epidérmico humano receptor 2, gen o proteina proveniente de
dicho gen.

RNM: Resonancia nuclear magnética.

TEP: Tomografia de electron positron.

RE: Receptor de estrogenos.

ATM: Abreviatura en ingles (ataxia telangiectasia mutated) gen mutado de
ataxia elangectasia.

FCE: Factor de crecimiento epidérmico.

Hs578t: Linea de células humanas cancerosas de tejido de mama.

Hs578Bst: Linea de células humanas sanas de tejido de mama.

PBS: Abreviatura en ingles (phospate buffer sline) amortiguador salino de
fosfatos.

CHAPS: Detergente zwiterionico

DTT: Ditiotreitol.

Amortiguador IPG: Amortiguador para permitir el mejor enfoque de las
proteinas en primera y segunda dimensién (anfolitos).

ASB: Albumina de suero de bovino.



IEF: Isoelectroenfoque.

SDS Abreviatura en ingles (sodium dodecyl sulfate) dodecil sulfato de sodio.
SDS-PAGE: Abreviatura en ingles (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis) electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de
sodio.

PSA: Persulfato de amonio.

TEMED: Abreviatura en ingles (tetramethylenediamine) tetrametiletilendiamina.
2D: Segunda dimension.

DIGE: Abreviatura en ingles (differential in gel electrophoresis) electroforesis
fluorescente en gel diferencial.

DMF: Dietilformamida.

C33-A: Linea de células humanas cancerosas de tejido de la cerviz.

pl: Punto isoeléctrico.
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