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1. GLOSARIO

ABLACION OVARICA: Cirugia, radioterapia o tratamiento con medicamentos que

detienen el funcionamiento de los ovarios. También se llama supresion ovarica.

ALBUMINA: Es una de las principales proteinas que se encuentra en gran cantidad en
el plasma sanguineo. El higado es el encargado de sintetizarla y es la mas abundante en

el hombre.

ANGIOGENESIS: Formacion de vasos sanguineos. La angiogénesis tumoral es el
crecimiento de vasos sanguineos nuevos que los tumores necesitan para crecer. Esto
ocurre porque el tumor descarga productos quimicos a las células huésped cerca del

tumor.

APOPTOSIS: Tipo de muerte celular en la que una serie de procesos moleculares en la
célula conducen a su muerte. Este es un proceso en el que el cuerpo se deshace de
células innecesarias o0 anormales. El proceso de apoptosis se puede bloguear en las

células cancerosas. También se llama muerte celular programada.

AUTOFAGIA: Proceso normal mediante el cual una célula destruye proteinas y otras
sustancias en su citoplasma (el liquido que esta dentro de la membrana celular, pero
fuera del nacleo), que pueden producir la muerte celular. La autofagia puede prevenir
que las células normales se vuelvan cancerosas, pero también puede proteger a las
células cancerosas al destruir los medicamentos anticancerosos o las sustancias que

estos toman.
BSA: Albdmina de suero de bovino.
BRCA 1y BRCA 2: Abreviatura del inglés Breast Cancer gene 1y 2.

BRCAL: Gen en el cromosoma 17 que, por lo general, ayuda a suprimir el crecimiento
de las celulas. Una persona que hereda ciertas mutaciones (cambios) en un gen BRCA1
tiene un riesgo mayor de contraer cancer de mama, de ovario, de prostata y de otros

tipos de cancer.

BRCAZ2: Gen en el cromosoma 13 que, por lo general, ayuda a suprimir el crecimiento

de las células. Una persona que hereda ciertas mutaciones (cambios) en un gen BRCA2



tiene un riesgo mayor de contraer cancer de mama, de ovario, de prdstata y de otros

tipos de céncer.

BIOMARCADOR: Los biomarcadores son biomoléculas que sirven como indicadores
de procesos biologicos y patoldgicos, o como indicadores fisiologicos y de respuestas

farmacoldgicas.

BIOMARCADORES DE CANCER/ (MARCADOR TUMORAL): Molécula, proceso
0 sustancia que es alterada cuantitativamente o cualitativamente en condiciones

precancerosas 0 cancerosas, la alteracion puede ser detectable por un ensayo

BIOPSIA: Extraccion de tejido de un organismo vivo para examen microscopico con
fines diagndsticos.

CANCER: Enfermedad caracterizada por el crecimiento anormalmente réapido de las
células las cuales van perdiendo sus funciones originales, al tumor maligno en general
que se caracteriza por pérdida en el control de crecimiento, desarrollo y multiplicacién

celular con capacidad de producir metéastasis.

CANCER INVASOR: Tumor que se disemind més alla de la capa de tejido en la cual

comenzo y crece en los tejidos sanos que lo rodean.

CANCER DE MAMA HEREDITARIO: Es la condicion transmitida genéticamente que

incrementa el riesgo de cancer de mama.
CARCINOMA: Término que se refiere a una neoplasia epitelial maligna.

CARCINOMA IN SITU DE LA MAMA: Tumor maligno confinado al epitelio que

recubre un conducto o un lobulillo sin rebasar la membrana basal.
cm: Centimetros.

COMEDO: Tipo de carcinoma ductal in situ (estadio muy temprano del cancer de

mama).

CRIBIFORME: Perforado con orificios pequefios como en un colador. Se refiere a la
apariencia de un tumor cuando se observa bajo un microscopio. El tumor parece tener

espacios abiertos u orificios pequefios en su interior.



CROMOSOMAS: Se denomina asi a los cuerpos que contiene el material genético, los
cuales se encuentran en el nacleo de la célula, siendo visibles durante la meiosis y la

mitosis.

DISECCION AXILAR: Es la reseccion de la zona linfoportadora ya sea total o parcial

con fines de estadificacion.

DR5: Proteina de la superficie de ciertas células que se une a otra proteina que se llama
TRAIL, que puede destruir células cancerosas. Un aumento de la cantidad o actividad
del DR5 en las células cancerosas puede destruir mas células. También se llama
miembro 10B de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral, receptor de
muerte 5, receptor TRAIL 2, y TRAIL-R2.

ELECTROFORESIS: Se llama asi a un método que permite separar moléculas, como
proteinas o fragmentos de DNA, en una mezcla de moléculas similares. Se pasa una
corriente eléctrica por la suspension y cada molécula se mueve por el medio a

velocidades diferentes dependiendo de su tamafio y carga eléctrica.

ESCIRRO: Especie de cancer que consiste en un tumor duro de superficie desigual al
tacto y que se produce principalmente en las glandulas. Variedad de céncer con

abundante tejido conjuntivo muy duro y de evolucién lenta.

ESTADIFICACION: Describe la extension o gravedad del cancer que aqueja a una
persona. El conocer el estadio (o etapa) de la enfermedad ayuda al médico a hacer un

plan del tratamiento y a calcular el pronéstico de la persona.

FACTOR DE RIESGO: Es la caracteristica o circunstancia personal, ambiental o social
de los individuos o grupos, asociada con un aumento de la probabilidad de ocurrencia

de un dafio.

FIBRINOGENO: Es una proteina soluble del plasma sanguineo y precursora de la

fibrina durante la coagulacion.
g: Gramos.

GANGLIO: Es la estructura diferenciada que se encuentra rodeada por una céapsula de
tejido conjuntivo y algunas fibras elésticas que forma parte de las cadenas del sistema
linfatico.



HER-2: Abreviatura en inglés (Human Epidermal Growth Receptor) para el receptor del
factor de crecimiento epidérmico humano 2, gen o proteina provenientes de dicho gen.

A la proteina también se le conoce como HER2/neu o c-erbB-2.

Hiperplasia: Aumento anormal del nimero normal de células en un 6rgano o tejido.
IMC: indice de masa corporal.

INEGI: Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica.

LOCUS: Se le conoce asi a la posicion fija, que ocupa un determinado gen en un

cromosoma.

LUMPECTOMIA: Cirugia para extirpar un tumor (masa) de la mama y una pequefia
cantidad del tejido sano que rodea el tumor. Es un tipo de cirugia para preservar la

mama.

MASTECTOMIA: Es la reseccion de tejido mamario con fines terapéuticos que acorde

a su extension y elementos se clasifica en:

MASTECTOMIA SUBCUTANEA: Es la reseccion del tejido mamario, dejando el

pezon y la areola en su sitio.

MASTECTOMIA TOTAL (SIMPLE): Es la reseccion de todo el tejido mamario,

incluidos el pezon y la areola sin la reseccion de ganglios axilares.

MASTECTOMIA RADICAL: Es la reseccion total del tejido mamario con o sin

musculos pectorales y la diseccion axilar completa.

MASTOGRAFIA O MAMOGRAFIA: Es el estudio radioldgico de las mamas, tomado

con un aparato (mastografo) disefiado especialmente para este fin.
mg: Miligramos.
mm: Milimetros.

MTBP: La proteina de union MDM2 (MTBP) a través de su interaccion con p53, juega

un papel importante en la regulaciéon de G (1) punto de control del ciclo celular.

NEOPLASIA: Es la formacién de tejido nuevo de caracter tumoral.



NODULO: Es la agrupacion celular o fibrosa en forma de nudo o corpusculo,
identificable por exploracion clinica o imagen en dos planos en estudio mastografico.

NOM: Norma Oficial Mexicana

NULIGESTA: Es la condicion de la mujer que nunca se ha embarazado.
NULIPARA: Es la condicion de la mujer que no ha parido.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

ONCOGEN: Este es un gen activado o anormal que procede de la mutacion de un gen
normal que se le denomina protooncogen. Estos oncogenes son los responsables del

desarrollo de algun tipo de cancer.

ONCOLOGIA: Es la rama de la medicina que estudia los tumores benignos y malignos,

con especial atencion a los malignos.

P53: Proteina proveniente del gen p53, la proteina codificada es de 53 KDa, de ahi su
nombre. Es un factor de transcripcion cuyo gen esta localizado en el brazo corto del

cromosoma 17.
PBS: Abreviatura en inglés (Phosphate Buffer Saline) amortiguador salino de fosfatos.

PERP: es una proteina de membrana de plasma, y de manera importante, su expresion
causa la muerte celular en los fibroblastos. Juega un papel en la integridad del epitelio
estratificado , en la adhesion célula-célula y como un efector de la ruta apoptética
dependiente de TP53.

PSA: Persulfato de amonio.

PROTEOMA: Se llama asi a la totalidad de las proteinas codificadas por un genoma.
Por ejemplo, proteoma humano es el conjunto de la totalidad de las proteinas que

codifica el genoma humano.

PROTEOMICA: Es la ciencia y tecnologia de separacion e identificacion de proteinas

de muestras bioldgicas crudas.
PUMA: Modulador de apoptosis sobre regulado por p53.

SDS: Abreviatura en inglés (Sodium Dodecyl Sulfate) dodecil sulfato de sodio.


http://enciclopedia.us.es/index.php/Genoma_humano

SENESCENCIA: La senescencia celular es el proceso iniciado como respuesta al estrés
y dafio ocurrido en una célula, y constituye una ruta alternativa de respuesta a la muerte
celular programada y es de vital importancia para suprimir la formacion de células

cancerigenas

SUERO: El suero es la porcion del fluido corporal que se separa de la sangre en la

coagulacion.
TAC: Tomografia Axial Computarizada.

TASA DE MORBILIDAD: Es la razén que tiene como numerador el nimero de
enfermos en una poblacién determinada durante un periodo y lugar especifico y el
denominador representa la poblacién donde ocurrieron los casos. Se expresa como una

tasa, puede ser general o especifica.

TASA DE MORTALIDAD: Es la razén que tiene como numerador el total de
defunciones producidas en una poblacion en un periodo de tiempo determinado y el
denominador representa la poblacion donde ocurrieron las muertes. Se expresa como

una tasa, puede ser general o especifica.

TILECTOMIA O TUMORECTOMIA: Es una cirugia para extraer un cancer de mama
u otro tumor en la mama, junto con algo de tejido mamario circundante. Es la escision

del tumor directamente del sitio de localizacion.
TEMED: Abreviatura en inglés (tetramethylenediamine) tetrametiletilendiamina.

TNM: Sistema de estadificacion del cancer, traducido del inglés como: Tumor, Ganglio,

Metastasis.
TRIS: tris (hidroximetil) aminometano.

V: volts.


http://es.wikipedia.org/wiki/Estr%C3%A9s
http://es.wikipedia.org/wiki/Apoptosis
http://es.wikipedia.org/wiki/Apoptosis
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1ncer
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1ncer
http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/ency/article/003155.htm

2. RESUMEN

El cancer de mama en los Gltimos afios ha causado muchas muertes en nuestro pais, la
utilizacion de técnicas protedmicas busca ayudar en la deteccion temprana de cancer de
mama con métodos menos agresivos en comparacion con los tradicionales. El objetivo
de este trabajo fue el de estudiar muestras de pacientes con cancer de mama
comparandolas con las de pacientes con enfermedad benigna de la mama por medio de
2 aproximaciones protedmicas, 1) la electroforesis y la espectrometria de masas y 2)
microarreglos de anticuerpos. Con las técnicas protedmicas utilizadas se pudo
identificar diferencias notables en pacientes con cancer de mama comparadas con las
pacientes con enfermedades benignas. Por electroforesis en gel se observé un patron de
bandas en las pacientes con cancer de mama que no aparecian en muestras de pacientes
control. Estas bandas las analizamos posteriormente con espectrometria de masas y
encontramos 3 diferentes proteinas: Inhibidor de la proteasa de plasma C1,
Haptoglobina y Serotransferrina, que estan relacionadas con, la coagulacién sanguinea,
la ruta del complemento, la fibrindlisis, la hemostasia , inmunidad , inmunidad innata ,

transporte, transporte de iones y transporte de hierro.

En tanto que con los microarreglos encontramos diferencias en las proteinas, Bcl-2,
Cdc25A, HSP90, P53 fosforilado (pSer392) y el antigeno nuclear de proliferacion
celular, que estan relacionadas con la apoptosis, el ciclo celular, mitosis, respuesta al
estrés y replicacion de DNA, entre otras, lo que nos sugiere que pueden ser una buena

opcion para el diagnostico oportuno de cancer de mama.



3.1.

3. MARCO TEORICO

Mundialmente, el cancer es una de las principales causas de mortalidad. Este flagelo es
resultado de la interaccion de factores genéticos y externos (fisicos, quimicos y
bioldgicos) que produce la degeneracion de las células, con lo que se originan lesiones

precancerosas Y finalmente tumores malignos.?

A pesar de que la sobrevida ha aumento en las pacientes con cancer de mama, debido a
los programas de deteccion precoz y las nuevas estrategias terapéuticas, muchos casos
todavia se estan perdiendo debido a las recaidas metastésicas. Por esta razon, los nuevos
enfoques, tales como las técnicas de protedmica se han convertido actualmente en los
objetivos principales de las investigaciones del cancer de mama(Dusek, et al.,2012).
La aplicacién de las técnicas basadas en protedmica también se consideran cruciales si
queremos desarrollar una aproximacion en el estudio de un sistema bioldgico para el
descubrimiento de biomarcadores en el diagndstico temprano, prondstico y prediccion

de los resultados de los tratamientos de cancer de mama.

El cancer de mama es una enfermedad compleja que puede tener un caracter invasivo y
resistente por numerosos cambios moleculares que producen la proliferacion celular y la

inestabilidad genética (Baskin y Yigitbas1,2010).

Como es el caso para todas las formas de cancer, suero y plasma son las fuentes de
biomarcadores preferidas en los estudios de cancer de mama debido a que presentan una
respuesta activa a los procesos fisiolégicos y patoldgicos del cuerpo humano. Estos son
una rica fuente de informacién de proteinas. En este tipo de muestras ademas de las
proteinas secretadas por el tumor, también se cuenta con las proteinas procedentes del
tejido normal y de plasma que son destruidas por proteasas especificas del tumor. A
pesar de la dificultad que surge de esta compleja estructura, los métodos de toma de
muestras y la facilidad en repetir el ensayo hace que sea muy adecuado para la

basqueda de biomarcadores de cancer de mama (Baskin y Yigitbas1,2010).

Anatomia y Morfologia de las glandulas mamarias
Las glandulas mamarias estan presentes en ambos sexos. En el hombre se mantienen sin

ser funcionales toda la vida, en cambio en la mujer durante la pubertad, empieza el



proceso de maduracion. EI méximo desarrollo de estas glandulas se produce durante el
embarazo y especialmente en el periodo posterior al parto, durante la lactancia. °

Las mamas estan situadas en la parte anterior del torax y pueden extenderse en medida
variable por su cara lateral. Su forma varia segin caracteristicas personales, genéticas y
en la misma mujer de acuerdo a la edad y paridad. La mayor parte de la masa de la
mama esta constituida por tejido glandular y adiposo. Durante el embarazo y la
lactancia el tamafio de la mama aumenta debido al crecimiento del tejido glandular.

La base de la glandula mamaria se extiende, en la mayoria de los casos, desde la

segunda hasta la sexta costilla, desde el borde externo del esterndn hasta la linea axilar
media. ® (Figura 1)
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Figura 1. Anatomia de la mamay su localizacion. http://www.upch.edu.pe/. Fecha
de consulta: 23/12/2013.

La cara superficial de la mama esta cubierta por piel. Aproximadamente en el centro de
esta cara se encuentra el pezon que esta en relacion al cuarto espacio intercostal en la
nulipara. La base del pezon esta rodeada por una zona de piel hiperpigmentada de 2.5
cm. denominada areola. El pezdn contiene numerosas fibras musculares lisas, en su
mayoria de tipo circular, las que se contraen al estimularlo mecanicamente, originando

la ereccion del pezon. La areola posee numerosas glandulas sebaceas, entre ellas es


http://www.upch.edu.pe/ehas/pediatria/lactancia%20materna/Clase%20301%20-%2010.htm

posible reconocer algunas que durante el embarazo y la lactancia determinan
levantamientos de la piel de la areola, denominadas glandulas de Montgomery, éstas
contiene estructuras histoldgicas similares a la parte glandular de la mama y producen
una secrecion grasa que lubrica el pezdn y la areola. Bajo la areola se ubican las
dilataciones de los conductos galactéforos llamadas senos lactiferos, que acumulan
leche y el nifio debe exprimir al mamar. ° (Figura 2)
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Figura 2. Estructura de la mama http://www.upch.edu.pe/ .Fecha de consulta:
23/12/2013.

La glandula mamaria esta formada por tres tipos de tejidos: glandular de tipo tubulo-
alveolar, conjuntivo que conecta los lébulos, y adiposo que ocupa los espacios
interlobulares. El tejido celular subcutaneo rodea la glandula sin que exista una capsula
claramente definida, desde éste se dirigen hacia el interior numerosos tabiques de tejido
conectivo. Estos tabiques constituyen los ligamentos suspensorios de la mama o

ligamentos de Cooper. ° (Figura 3)
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Figura 3. Ligamentos de Cooper http://www.upch.edu.pe/ . Fecha de consulta:

23/12/2013.

Un conjunto de quince a veinte l6bulos mamarios conforman la glandula mamaria, cada
uno con su aparato excretor, que se abre en el pezon por medio de un conducto
lactifero. Los l6bulos mamarios estan constituidos por numerosos lobulillos que se
encuentran unidos entre si por tejido conectivo, vasos sanguineos y por su sistema

excretor, los conductos lactiferos. b

La estructura de la glandula mamaria varia con la edad y es influenciada por el
embarazo y la lactancia. Antes de la pubertad, la mama posee unos pocos conductos
rudimentarios cubiertos en su interior por epitelio plano y envuelto en tejido conectivo.
Después de la pubertad, debido a la influencia de las hormonas ovéricas, especialmente
los estrogenos, los conductos se comienzan a ramificar y en sus extremos se forman
pequefias masas solidas, esféricas, de células poliédricas, que constituiran los alveolos.
Durante el estado de reposo, el epitelio glandular esta separado del estroma
vascularizado vecino por una fina zona de fibroblastos, a través de los cuales no

penetran vasos. ”

Los alveolos activos solo aparecen durante el embarazo, periodo en el cual, los

conductos se ramifican y en su parte terminal se forma un lumen que aumenta de
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3.2.

tamafio a medida que se va cargando de secrecion. Simultdneamente aumenta la
cantidad de tejido adiposo y la irrigacion de la mama. En las Gltimas semanas del
embarazo la secrecion adquiere caracteristicas especiales y se denomina calostro.
Algunos dias despueés del parto aparece la verdadera secrecion lactea, la que distiende
los alveolos que en ese momento estan tapizados por una sola capa de células
cilindricas bajas. A medida que aumenta la cantidad de secrecion, las células se
aplanan, desapareciendo los espacios intercelulares o desmosomas. Después de la
menopausia la glandula mamaria se atrofia y los elementos celulares de los alveolos y

conductos degeneran, y disminuyen en niimero.”

Historia natural del cancer de mama

El cancer comprende un grupo de enfermedades caracterizadas por proliferacion
autonoma de células neopléasicas que tienen varias alteraciones, incluyendo mutaciones
e inestabilidad genética. Las funciones celulares son controladas por proteinas
codificadas por DNA que estd organizado en genes y los estudios moleculares han
mostrado que el cancer es el paradigma de una enfermedad genética adquirida. El
proceso de produccion de las proteinas involucra una serie de eventos, cada uno de
éstos con sus respectivas enzimas, las cuales también son codificadas por DNA y
reguladas por otras proteinas. La mayoria de estos eventos pueden verse afectados y
eventualmente desencadenar una alteracion en la cantidad o estructura proteica, que a su
vez afecte la funcién celular. Sin embargo, mientras que la funcion celular puede ser
alterada por disturbios de un gen, la transformacién maligna requiere que ocurran dos o
mas anormalidades en la misma célula. Si bien, existen mecanismos responsables del
mantenimiento y la reparacion de DNA, su estructura béasica y el orden de sus bases de
nucledtidos puede mutar. Estas mutaciones pueden heredarse u ocurrir de manera
esporadica y pueden presentarse en todas las células o sélo en las células tumorales. A
nivel de los nucleotidos, estas mutaciones pueden ser sustituciones, adiciones o

deleciones.®

El cancer se desarrolla a partir de la acumulacion y seleccion sucesiva de alteraciones
genéticas y epigenéticas, que permiten a las células sobrevivir, replicarse y evadir

mecanismos reguladores de apoptosis, proliferacion y del ciclo celular.
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b)

El cancer es un desorden que resulta de cambios genéticos en la célula por mutaciones
adquiridas a traves del tiempo en mdltiples genes o por mutaciones en genes clave que

predisponen a canceres especificos.

La actividad angiogénica promueve la expansion rapida de las células tumorales e

incrementa el riesgo de metastasis. © (Figura 4)
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Figura 4: Modelo del papel de la angiogenesis en el desarrollo de metéstasis.
http.//www.scielo.org.mx/ . Fecha de consulta: 23/12/2013.

El cancer de mama dentro de sus caracteristicas bioldgicas tiene:
Variacion en su comportamiento en diferentes pacientes.

Rango de crecimiento relativamente bajo, comparado con otros tipos de tumores. ¢

Algunos canceres de mama duplican su tamafio en pocos dias, mientras a otros les toma
maés de 2000 dias. Asumiendo el crecimiento algoritmico preclinico de una masa celular
en la mama, el tiempo de duplicacion puede requerir de 8 a 10 afios para que el tumor
pueda ser palpado. ¢ (Figura 5)
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Figura 5. Tiempo de duplicacion de las células de cancer para la formacion de un
tumor. http://www.salud.qob.mx/unidades/cdi/documentos/DOCSAL7205.pdf. Fecha
de consulta: 08/01/2014.

Para que un cancer sea curable, usando cirugia y radioterapia, debe ser diagnosticado
antes de que desarrolle metastasis. Podemos decir que el periodo preclinico de la
mayoria de los canceres es muy prolongado, esto posibilita la deteccion temprana y con
ello el incremento del rango de curacién por medio de una evaluacion clinica y

mastografica adecuadas.

Se entiende por “diagnéstico temprano”, el que se efectia en la fase incipiente del
desarrollo clinico del tumor. En cambio se entiende por “diagnostico preclinico” al
descubrimiento de un carcinoma mediante una prueba diagndstica en mujeres

asintomaticas. ¢ (Figura 6)
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Figura 6. Evolucién del cancer de mama en el paciente y su relacién con el

diagnostico de la enfermedad.
http://www.salud.gob.mx/unidades/cdi/documentos/DOCSAL7205.pdf. Fecha de
consulta: 08/01/2014.

Los términos diagndéstico preclinico y diagnostico temprano no son sinénimos. El
diagnéstico preclinico es el reconocimiento de la existencia de una neoplasia, aun antes
de presentar cualquier sintoma. El diagnostico temprano se refiere a la observacion o
palpacion de algin tumor, mismo que puede estar en estado avanzado de cancerizacion,

por tal motivo puede ser un tumor que en sentido bioldgico ya es viejo. ¢
El cancer se inicia como una enfermedad localizada. A una “etapa no invasiva”, le sigue

una “invasiva”; al principio es “asintomatica” y después “sintomatica”. Esta Gltima se

divide en otras fases: fase localizada, regional y metastasica.
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3.3.

3.3.1.

Las ventajas del diagnostico preclinico y/o temprano pueden ser resumidas de la

siguiente manera:

Menor extension local de la neoplasia

Menor agresion al organismo por la terapéutica

Disminucion en la incidencia de recidivas

Menor probabilidad de secuelas

Reduccion del efecto mutilante

Disminucion de complicaciones relacionadas con el tratamiento.
Moderada frecuencia de metéstasis en ganglios linfaticos.
Menos posibilidades de metéstasis a distancia.

Que puede detectarse un carcinoma antiguo, adn antes de dar manifestaciones clinicas.

El diagndstico preclinico del carcinoma se realiza mediante una prueba de tamizaje por
medio del estudio radiologico llamado mastografia, que es capaz de revelar la
enfermedad desde el comienzo. El tamizaje o pesquisa es un programa organizado con
objetivos especificos, con métodos estandar, dirigido a una poblacion determinada.

Se ha demostrado que los métodos de pesquisa son beneficiosos para el diagnostico
temprano del cancer de la mama, disminuyendo la frecuencia de éste en etapas
avanzadas; es evidente que disminuye el costo econdmico, psicolégico y social cuando
se trata la enfermedad en etapa temprana. Existen reportes en paises como Suecia y
Canadé, donde la mortalidad se ha reducido hasta en un 30%, utilizando el método de

tamizaje.
Clasificacion del cancer de mama
Clasificacion TNM

El sistema de clasificacion TNM es usado como un estandar alrededor del mundo.

T, describe el sitio y el tamafio del tumor principal (primario)
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T1 = hasta 2cm

T2=de2.1cmab5cm

T3=mayora5cm

T4= cualquier tamafio pero el tumor esta fijo / adherido a cualquier musculo en el
pecho, rompe a través de la piel de la mama, ambos, o hay enrojecimiento /

inflamacion de los senos.

N, describe la afectacion de los ganglios linfaticos

NO = sin ganglios linfaticos axilares con céncer

N1 =1 - 3 ganglios linfaticos axilares con cancer

N2 =4 a 9 ganglios linfaticos axilares con cancer

N3 = 10 o mas ganglios linfaticos axilares con céancer, u otros ganglios linfaticos

cercanos tienen cancer.

M, se refiere a si el cancer se ha extendido en otras partes del cuerpo (presencia o

ausencia de metastasis a distancia).

MO= no hay propagacion del cancer mas alla del seno o los ganglios linfaticos

M1 = propagacion del cancer.®

3.3.2. Etapas

Etapa 0. A menudo el tumor no es invasivo y es pequefio. Descubierto por mamografia
antes de que una masa se pueda sentir. Cancer ductal o in situ (pre / no invasivo) o

lobular

Etapa I. EI tumor es menor o igual a 2 cm. de didmetro y no se ha diseminado a los

ganglios linfaticos axilares o en otro lugar (T1NO)

Etapa Il. El tumor mide mas de 2 cm pero no mas de 5 cm de diametro y / o afecta a
los ganglios linfaticos axilares. (T2NO, TIN1, T2N1)

Etapa Ill. El tumor mide mas de 2 cm pero no mas de 5 cm de diametro y / o afecta los
ganglios linfaticos axilares. (T2NO, TIN1, T2N1)
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3.3.3.

Etapa IV. EIl cancer de mama se ha extendido méas alla de la mama y de los ganglios
linfaticos de la zona a otra zona del cuerpo (por ejemplo hueso o higado). (M1). °

Tipos

Las protuberancias de la mama se dividen en condiciones malignas o no malignas
(benignas). Los tumores malignos son no-invasivos (en un punto, llamado "in situ™) o
invasivos (invade la grasa alrededor de los conductos y los lobulillos del seno). Es muy
raro que los canceres in situ se extiendan fuera de la mama. Los canceres invasivos
pueden propagarse a los ganglios linfaticos y otras areas del cuerpo.
Casi todos los canceres malignos de mama se llaman adenocarcinomas, lo que significa
que estos canceres son de las partes glandulares de la mama. Dependiendo de la parte
glandular de la mama en donde el cancer comienza (determinado por observacion con el
microscopio), se les llama carcinoma ductal (75%), carcinoma lobular (15%), y

medular, tubular, escirro o de otros tipos menos comunes. °
Carcinoma ductal in situ (DCIS)

Las células de la mama estan continuamente expuestas a los cambios en los niveles de
hormonas, que a veces hacen que las células dentro de los conductos lactiferos se
multipliquen. Esta multiplicacion de células resulta en una condicion llamada
hiperplasia intraductal. Si las células comienzan a verse anormales, esto se llama
"hiperplasia con atipia". Las células adicionales pueden obstruir el conducto y
comienzan a parecerse a las células cancerosas. Si eso ocurre, el diagnostico se

convierte en carcinoma ductal in situ (DCIS).

En el DCIS, las células cancerosas estan confinadas a los conductos lactiferos. DCIS se
considera una condicion pre-cancerosa. Mientras que las células permanezcan en el
interior del conducto, DCIS no es invasiva. Si las células cancerosas crecen fuera de los
conductos dentro del tejido circundante del seno, entonces se convierte en un cancer

invasivo. DCIS se toma en serio, pero es tratable y altamente curable.

Esta condicion no es usualmente encontrada en un examen fisico. DCIS es mas
frecuentemente detectada por mamografia si los conductos obstruidos empiezan a

acumular depositos de calcio.
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b)

Diferentes tipos o patrones de crecimiento de carcinoma ductal in situ (DCIS) son
reconocibles bajo el microscopio. Los patélogos pueden dar los nombres descriptivos
adicionales de DCIS en funcidn de la forma en que aparecen bajo el microscopio, como

n €

‘papilar, “cribiforme™ y "comedo".
Carcinoma lobular in situ (LCIS)

LCIS, como DCIS, son condiciones no invasivas con excepcion de que el exceso de
celulas crece en los l6bulos de la mama. EI LCIS es un marcador para un futuro cancer
de mama. Si LCIS es encontrado, significa que el cancer de mama puede desarrollarse
en el futuro en cualquiera de los senos, no justo donde el carcinoma lobular in situ se ha

encontrado. LCIS se produce con menos frecuencia que el DCIS.

LCIS se considera un factor de riesgo para el cancer de mama en el futuro. Si la
cantidad de LCIS es pequefia, puede no significar un riesgo mucho mayor de cancer de
mama invasivo en la mujer promedio. Para las mujeres con gran cantidad de carcinoma

lobular in situ, el riesgo es mas alto que el promedio.

LCIS no se muestra de forma fiable en la mamografia o una ecografia. Se encuentra a
menudo cuando otro bulto o anormalidad mamografia esta siendo investigado por

biopsia. °

Si LCIS es encontrado, el objetivo de cualquier tratamiento serad prevenir el cancer de
mama que pudiera ocurrir y detectar cualquier cancer en vias de desarrollo lo antes

posible. Las opciones para los pacientes incluyen:

Examenes de deteccion y seguimiento regulares.

Tamoxifeno, lo que puede disminuir el riesgo de enfermedad invasiva en
aproximadamente 50%.

La extirpacion de ambos senos, se llama mastectomia profilactica. Esta es una opcion

extrema y sélo rara vez es recomendable. ©
Carcinoma ductal y lobular invasivo

Estos son los tipos mas comunes de cancer de mama. Cancer de mama invasivo

significa que las células cancerosas en los conductos o lobulillos del seno se han roto a
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d)

f)

3.3.4.

través de las paredes de estas estructuras e invadio las células circundantes. Si aparenta
haber comenzado en los conductos, esto es llamado "carcinoma ductal” y "carcinoma

lobular" cuando comenz6 en los lobulillos. ®
Otros tipos invasores de cancer de mama

Otros tipos microscépicos de cancer de mama de mucho menor incidencia, también

pueden ocurrir, por ejemplo medular, tubular, escirro y tumores phylloides.®

Carcinoma inflamatorio de mama.

Este tipo de cancer se presenta como una inflamacion (enrojecimiento, hinchazon) de la
piel sobre el tumor. Este tipo especial de cancer de mama es de rapido crecimiento

(agresivo) tipo adenocarcinoma el cual es muy raro. ©
Enfermedad de Paget.

Este tipo de cancer comienza pareciendo una enfermedad de la piel, como dermatitis o
enrojecimiento o escamas en el pezén, que puede confundirse con eccema. La
dermatitis se debe a que las células cancerosas invaden la piel. EI tumor original no se
puede sentir en el examen, y frecuentemente esta por debajo del pezon. Esta es una rara

forma de céancer. ¢

Receptores a estrogeno(ER).

Segun la literatura existente se sabe que los tumores malignos de mama son positivos
para receptores hormonales en un 60%, lo cual se relaciona con tumores mejor

diferenciados y de menor agresividad relativa.

Estos tumores con altas concentraciones de receptores estrogénicos son de mejor

evolucién que tumores pobres o negativos de tales receptores. |

Los receptores de hormonas son proteinas (ubicadas dentro y sobre las células

mamarias) que reciben las sefiales hormonales que ordenan a las células multiplicarse.
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Si el cancer posee receptores de estrogeno, se denomina receptor de estrégeno positivo
(o ER+). Esto quiere decir que las células cancerigenas, al igual que las células

mamarias normales, pueden recibir sefiales del estrégeno que estimulan su crecimiento.

Aproximadamente dos de cada tres casos de cancer de mama poseen receptores de

hormonas positivos. ¢

Los estrégenos controlan el crecimiento y la diferenciacion de las glandulas mamarias y
regulan la expresion génica en células de la mama a través del receptor de estrogeno
(ER). ER se expresa en el 70% de los casos de cancer de mama donde se controla el
crecimiento de las células cancerosas por los estrogenos y es a menudo susceptible al
tratamiento con inhibidores que bloguean la interaccién entre el estrégeno y los

receptores de estrgenos (Alquobaili, et al.,2010).

El estado del receptor de estrogeno en el cancer de mama juega un papel importante en
el potencial metastasico y progresion del cancer de mama en las mujeres. Las células de
cancer de mama que carecen de (ER-) son por lo general mas avanzadas y mas dificiles
de tratar que las células del cancer de mama (ER+). Una disparidad en la supervivencia
del carcinoma de mama entre casos (ER-) y (ER+) se ha observado en las Gltimas
décadas. Las mujeres (ER-) tienen cancer de mama mas avanzado en el momento del
diagndstico que las mujeres (ER+). Ademas, las mujeres (ER-) tienden a tener tipos de
tumores de cancer de mama que son mas agresivos y tienen peor pronostico. Mujeres
con células cancerosas de mama (ER-), independientemente de su edad, son mas
propensas a tener tumores de grado 111 o IV que de un menor grado | y 1l (Alquobaili, et
al.,2010).

Los estudios epidemioldgicos han encontrado una correlacion significativa entre (ER +)
en las células de cancer de mama y varios factores de riesgo de estilo de vida, tales
como un mayor indice de masa corporal, la edad mas temprana de la menarquia,

nuliparidad y la dieta (Alquobaili, et al.,2010).

21



3.3.5.

3.4.

El receptor del factor de crecimiento epidérmico humano Her-2.

Un regulador de crecimiento celular en cancer de mama es el factor de crecimiento
epidérmico humano el receptor HER-2. Un blogueo de HER-2 en modelos preclinicos
de cancer de mama en humanos y en tumores primarios de mama en mujeres tratadas
con terapias dirigidas a HER-2 inhiben vias de supervivencia tumoral, que a su vez
induce la apoptosis de células tumorales (Camerini, et al.,2011).

Normalmente, HER2/neu, el gen que produce la proteina HER-2(Wu y Graigner,2006),
también llamada receptor HER-2 (Suzuki y Matsubara,2011) produce el numero
correcto de receptores HER-2 para lograr un crecimiento de la célula mamaria normal."
Pero en el 25% de los casos de cancer de mama, el gen HER-2 no funciona
correctamente y hace muchas copias de si mismo (lo cual se conoce como amplificacion
del gen HER2). Esto hace que las células mamarias crezcan y se dividan de manera

incontrolable. '

Los casos de cancer de mama con amplificacion del gen HER-2 o sobreexpresion de la
proteina HER-2 se denominan HER-2 positivos en el informe patolégico. Los casos de
cancer de mama de receptores HER-2 positivos tienden a crecer mas rapido y es mas
probable que se extiendan y se vuelvan a formar, en comparacion con los casos de
cancer de mama HER2 negativos. Existen medicamentos especificos para los casos de

céncer de mama de receptores HER2 positivos. '

Epidemiologia

El cancer de mama es una de las patologias asociadas al envejecimiento, al retraso en el
inicio de la vida reproductiva y a los estilos de vida; ademas, representa un problema de
salud publica, debido al incremento gradual y sostenido de dicha enfermedad, asi como
al costo de su tratamiento. } Segtin la OMS, a nivel mundial, el cancer de mama afecta al

16% de la poblacién femenina que padeci6 algin tipo de cancer.
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3.4.1.

Datos estadisticos

En 2008 se estimaron 184,450 nuevos casos de cancer de mama en Estados Unidos de
Ameérica y durante el mismo afo, se estimo que alrededor de 41,000 mujeres murieron
por cancer de mama. El tipo méas comin de cancer de mama es el carcinoma ductal
infiltrante, también llamado carcinoma ductal invasivo (CDI) el cual cuenta

aproximadamente con el 80% de los casos de cancer de mama (Hawthorn, et al.,2010).

En el caso particular de México, a partir del afio 2006, el carcinoma mamario se
convirtio en la primera causa de muerte por cancer en mujeres. Segun datos del Instituto
Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), en 2009 ocurrieron 4,964 decesos
atribuibles al cancer de mama, lo que representd el 2% del total de defunciones
ocurridas en mujeres. Esto significa que en ese Ultimo afio murieron por cancer de
mama casi 14 mujeres cada dia (NOM-041-SSA2-2011).

En este sentido, resulta importante conocer la magnitud de este padecimiento entre la
poblacién femenina; por ejemplo, la mayor incidencia se presenta en el Distrito
Federal (45.84), seguida por Sinaloa (45.76) y San Luis Potosi (45.20), en contraparte,
la incidencia mas baja se observa en el Estado de México (4.62), Chiapas (4.24) y
Tlaxcala (2.96). @ (Figura 7)
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Figura 7. Incidencia de tumores malignos de mama en poblacion femenina por entidad

federativa reportada por cada 100 mil mujeres de 15 afios y mas (2008).

http://www.ineqgi.org.mx/ineqi/contenidos/espanol/prensa/contenidos/estadisticas/2011/

cancerll.asp?s=ineqi&c=2780&ep=>50. Fecha de consulta: 23/12/2013.
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3.4.2.

Factores de riesgo y prevencion

Segln la NOM-041-SSA2-2011, los factores de riesgo de desarrollo del cancer de

mama se distinguen en cuatro grandes grupos:

Bioldgicos,

latrogénicos o0 ambientales,

Historia reproductiva,
Estilos de vida (NOM-041-SSA2-2011).

Los primeros no son modificables; los segundos escapan al control de la poblacion, los
del tercer grupo se asocian a beneficios en la salud reproductiva mayores que las
posibles desventajas, y los del cuarto grupo son modificables y se enfocan a promover
las conductas favorables a la salud que disminuyan el riesgo de desarrollar cancer de
mama. Es importante mencionar que en el 70% de las mujeres con cancer de mama, no
se logra identificar un factor de riesgo conocido (NOM-041-SSA2-2011).

La mayoria de los estudios encontraron que el ejercicio, la reduccion del peso, la dieta
baja en grasas y una menor ingesta de alcohol se asociaron con un menor riesgo de
cancer de mama. El Tamoxifeno y el raloxifeno redujeron el riesgo de cancer de mama
invasivo receptor de estrégeno positivo y del cancer de mama invasivo en general.
La deteccion de riesgo de cancer de mama en todas las mujeres posmenopausicas se
debe realizar mediante el uso de factores de riesgo y la densidad mamaria. La
quimioprevencion se considera para las que se encuentran en situacion de alto riesgo.
Para estos casos también se recomienda cambios de estilo de vida para prevenir el

cancer de mama (Cummings, et al.,2009).
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Entre los factores de riesgo que se deben considerar estan:

Ser muijer.

El riesgo aumenta con la edad - el riesgo de cancer de mama se duplica entre las edades
de 45y 65.

Un diagnoéstico previo de cancer de mama aumenta el riesgo de canceres de mama
adicionales.

Antecedentes familiares de cancer de mama, especialmente el cancer de mama en la
madre, hermana o hija aumenta el riesgo de la mujer.

Si el pariente consanguineo (madre, hermana o hija) era post-menopausica cuando se
tiene cancer de mama, el riesgo de la mujer es dos veces mayor que el riesgo promedio.

Si ese familiar era pre-menopausica y tenia cancer de mama diagnosticado en un seno,
el riesgo de la mujer es de tres a cinco veces mayor que el riesgo para la poblacion
femenina general.

Si el pariente consanguineo era pre-menopausica y tenian diagndstico de cancer en
ambos senos, el riesgo es nueve veces mayor que el riesgo para la poblacion femenina

general.®

Los defectos o mutaciones en ciertos genes que se transmiten a los hijos pueden
aumentar el riesgo de cancer de mama. Hombres y mujeres con mutaciones en los genes
BRCAL y BRCAZ2 tienen un riesgo muy alto de por vida de desarrollar cancer de mama.
Sin embargo, probablemente menos del 5% de las mujeres con cancer de mama tienen
mutaciones de estos genes. Descendientes femeninos en Europa de los Judios
(Ashkenazi) tienen una probabilidad més alta que el promedio de tener una mutacion
del gen BRCA. Otras mutaciones genéticas raras también puede aumentar el riesgo de
cancer de mama.

Las mujeres con una historia familiar de cancer de cuello uterino, Gtero o colon tienen
un riesgo ligeramente aumentado.

La duracion de la exposicion a los estrégenos en las mujeres es un factor de riesgo en el
cancer de mama. Los niveles de estrégeno en las mujeres aumentan despues de entrar
en la pubertad y disminuye después de la menopausia y durante el embarazo.
El consumo de alcohol esta asociado de manera consistente con un mayor riesgo de
cancer de mama.

Tener sobrepeso (indice de masa corporal mayor de 25) u obesidad (IMC superior a 30)

aumenta el riesgo de cancer de mama en mujeres post-menopausicas. Esto es
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3.5.

probablemente debido a que las células de grasa producen estrégeno, por lo que el
exceso de peso después de la menopausia aumenta los niveles de estrégeno del cuerpo.
La grasa corporal extra puede ocultar un tumor y retrasar el descubrimiento de un
cancer de mama.

Radiacion en el pecho (por ejemplo, por un cancer en la infancia) puede provocar un

cancer de mama después.
Las medidas que ayudan a la prevencion son las siguientes:

El peso de una mujer que es un peso corporal saludable con un IMC (indice de masa
corporal) de 18,5 a 24,9 tiene un riesgo menor de cancer.

La dieta y nutricion, el comer una dieta con muchas frutas y verduras parece ser
importante en la prevencion del cancer en general. Las dietas que incluyen soya
parecen tener un factor de proteccién pequefia en la prevencién de cancer de mama.

Es conveniente limitar el nimero de bebidas alcohdlicas.

El ejercicio regular reduce el riesgo de cancer de mama.

Mastectomia profilactica/ooforectomia.

El Tamoxifeno y los inhibidores de aromatasa (terapia hormonal) como prevencion. °

Céancer de mama en el hombre

El cancer de mama es una enfermedad poco frecuente en los hombres, lo que representa
menos del 1% de todas las neoplasias malignas y es responsable de 0,1% de las muertes
por cancer en los varones. A pesar de su prevalencia poco frecuente, el cancer de mama
en el hombre puede causar morbilidad y mortalidad significativas. De hecho, tiene un
comportamiento clinico mas agresivo en comparacién con el cancer de mama de la
mujer (Liu, et al.,2009).

La ginecomastia es la anormalidad clinica mas comudn y patologica de la mama
masculina. Es el resultado de la hipertrofia del tejido mamario. Numerosas condiciones
se han asociado con ginecomastia, pero las bases fisiopatoldgicas son debido a un
desequilibrio de las hormonas sexuales y la respuesta de los tejidos a ellas (Liu, et
al.,2009).En México se diagnostican cada afio menos de 100, representando el 0.7% de
los casos de cancer de mama, con una relaciéon femenino-masculino de 144 mujeres por
cada hombre (NOM-041-SSA2-2011).
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3.6.

El cancer de mama masculino es muy similar al cAncer de mama en la mujer, y se les

trata esencialmente de la misma manera como los canceres de mama de la mujer.

Las principales diferencias entre el cancer de mama en hombres y cancer de

mama femenino son:

Los tipos de cdncer de mama en los hombres son més frecuentemente diagnosticados en
etapas mas avanzadas de la enfermedad (metéstasis) que los canceres de mama
femenina, probablemente debido a que los hombres ignoran grumos en el tejido
mamario. También puede haber una falta de conciencia de que bultos en los senos en
los hombres pueden ser cancerosos.

Un mayor porcentaje de los hombres que las mujeres tienen receptores de estrégeno

positivo (ER +) en cancer de mama. ®

Diagnostico

La prevencion es una parte importante en el diagnostico de cancer de mama,
generalmente la misma paciente lo detecta, pero ya en etapas avanzadas, por eso la
importancia de promover la autoexploracion y los examenes clinicos de diagnostico en

una etapa mas temprana.

Se cuenta con 3 diferentes tipos de deteccion:

Autoexploracién, para el diagnostico temprano.
Examen clinico, para el diagndstico temprano.

Mastografia, para la identificacion en fase preclinica (NOM-041-SSA2-2011).

Existen varios estudios auxiliares de diagnostico, los cuales se pueden realizar en

diferentes etapas. Tabla 1.
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3.7.

Tabla 1. Estudios auxiliares de diagnéstico.(basada en %)

Estudios auxiliares de diagnostico

Mastografia.

e Mastografia con estereotaxia.

Ultrasonido.

Radiologia.

Biopsia.
e Biopsia por aspiracion con aguja fina (BAAF).
e Biopsia con aguja de Tru-cut.
e Biopsia incisional.
e Biopsia excisional.

e Toma de muestra del pezon.

3.6.1 Signos y sintomas

El pezon comienza a sumirse.

Hay hoyuelos o arrugas en la piel de la mama.

Hay un cambio en el contorno (forma) de sus senos.
Tiene secrecién del pezdn con sangre 0 acuosa.
Enrojecimiento, inflamacion o descamacion del pezén.
El pecho se pone rojo, hinchado o caliente.

Un bulto debajo del brazo/de la axila. ©

Tratamiento

Las terapias para el cancer pueden ser altamente individualizadas por lo cual pueden
diferir con lo a continuacion descrito. Los canceres de mama son tratados con cirugia,
radiacion, quimioterapia o terapia hormonal. Casi siempre se trata de una combinacién
de éstos lo que se ofrece, dependiendo de la situacion individual. La eleccion del
tratamiento depende de: tipo, tamarfio y localizacion del cancer de mama, la edad y la
salud del paciente; conocida o posible difusion a los ganglios linfaticos de la axila o en
otras partes del cuerpo, el estado del receptor de estrdgeno y/o progesterona del tumor,
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y HER2; y finalmente la preferencia del médico y del paciente.

Para el cancer de mama en fase inicial que se contiene en el pecho y / 0 en los ganglios
linfaticos de la axila, la cirugia es el componente mas importante y suele ser el primer

tratamiento.

La necesidad de la radiacion, la quimioterapia y / o terapia hormonal generalmente se
decide en base a la informacién que se encuentra bajo el microscopio, después de
examinar el cancer removido. Para los canceres de mama que ya se han propagado a

partes distantes del cuerpo, la cirugia puede no ser siempre parte del tratamiento. °

3.7.1. Cirugia

La cirugia para el cancer de mama invasivo incluye la extirpacion del tumor de la mama
y el examen de algunos de los ganglios linfaticos de la axila para determinar si el cancer
se ha diseminado. La Cirugia de la mama puede ser una lumpectomia o mastectomia.
La cirugia 6ptima de cancer de mama 'in situ' no requiere de muestreo de los ganglios
linfaticos de la axila, ya que este tipo de enfermedad rara vez se propaga fuera de la
mama. La Cirugia de los ganglios axilares puede ser una "biopsia del ganglio centinela"

0 una "diseccion axilar ', y a veces ambos son necesarios. °

3.7.2 Terapia de radiacion.

Este tratamiento esta disefiado para detener el crecimiento de las células cancerosas al
intentar preservar el tejido normal. La terapia de radiacion se utiliza en diversas

circunstancias:

Después de una lumpectomia (mastectomia segmental), se reduce en gran medida el
riesgo de que el cancer vuelva a crecer en ese seno. Se usa después de una mastectomia
total, si los médicos piensan que existe un alto riesgo de rebrote de cancer en la pared
toréacica. Esto sucede cuando hay canceres grandes, o si hay muchos nodos linfaticos

positivos encontrados durante la cirugia.
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3.7.3 Terapia Hormonal

Se ha encontrado que el crecimiento de los canceres de mama ER + y PR + puede ser
detenido en:

Mujeres post-menopausicas al interferir con los bajos niveles de estrégeno que existen.
Las mujeres pre-menopdausicas impidiendo que los ovarios trabajen, o por el uso de

medicamentos anti-estrogeno.

Las terapias hormonales se utilizan casi siempre una vez que los tratamientos iniciales
se han acabado. Comunmente son utilizados los inhibidores de aromatasa anastrozol
(Arimidex ®), o exemestano (Aromasin ®) o letrozole (Femara ®). En las mujeres pre
menopausicas cuyos ovarios siguen trabajando, el Tamoxifeno es la opcion preferida,

pero a veces se utiliza la ablacion ovérica.

3.7.4 Quimioterapia

La quimioterapia es el uso de medicamentos para eliminar las células cancerosas. La
quimioterapia puede administrarse en forma de comprimidos o inyecciones. La
quimioterapia se utiliza tanto en mujeres pre Yy posmenopausicas. Muchos

medicamentos han demostrado ser eficaces en el tratamiento de cancer de mama.

En general, la quimioterapia se utiliza en dos situaciones. Para eliminar las células
cancerosas que aun puedan quedar después de la cirugia y / o radioterapia, cuando el
cancer parece estar confinado a la mama y / o a los ganglios linfaticos debajo del brazo.

A esto se llama terapia adyuvante.

Si el cancer aparece en otra parte del cuerpo, o regresa después de que el tratamiento ha
terminado (recurrente), entonces un tratamiento que pueda ir por todo el cuerpo es
necesario (sistémico). El cancer de mama recurrente en este momento es tratable, pero
no curable. La situacion de cada paciente es diferente. La eleccidon de cuando comenzar
la quimioterapia, los medicamentos a utilizar y qué efectos secundarios esperar, tiene

e

que ser discutido entre el paciente y su médico. = Hay muchos tipos diferentes de

medicamentos, cada uno con sus propias acciones y efectos secundarios. ®
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3.8.

3.9.

Biomarcadores en cancer

Un biomarcador se define como "una caracteristica que es medida objetivamente y
evaluada como un indicador de procesos bioldgicos normales, procesos patologicos, o

respuestas farmacoldgicas a una intervencion terapéutica™ (Sahab, et al.,2007).

Un marcador ideal se espera que sea capaz de detectar una caracteristica fundamental de
una enfermedad especifica, validado y confirmado por aquellos casos especificos de la
enfermedad; preciso, capaz de detectar las primeras etapas de una enfermedad en
especifico y distinguir de otros casos de enfermedades similares o familiares (Sahab, et
al.,2007).

Sélo un numero limitado de marcadores tumorales para el cancer de mama estan
disponibles actualmente. Los anticuerpos para las proteinas asociadas a tumor pueden
formar parte de los marcadores tumorales para el cancer de mama y se puede usar junto
con un perfil de suero para aumentar la sensibilidad y la especificidad (Zhong, et
al.,2008).

Actualmente se busca perfilar autoanticuerpos de suero lo cual es un enfoque
prometedor para la deteccidn y diagnostico precoz de cancer de mama. En lugar de un
autoanticuerpo, un grupo de autoanticuerpos parece preferible para lograr una precision
superior (Zhong, et al.,2008).

En contraste con la deteccidn de antigenos en suero, la deteccion de anticuerpos séricos
contra antigenos tumorales puede proporcionar marcadores séricos fiables para el

diagnostico y el prondstico del cancer (Zhong, et al.,2008).

El papel de p53 en el cancer de mama.

El gen p53 es llamado “guardian del genoma” y “portero celular”. La proteina P53
actla como un modulador celular por guiar muchas sefiales inductoras de estrés hacia
diferentes respuestas celulares antiproliferativas. EI gen supresor de tumor p53 puede
activarse en respuesta al dafio en el DNA (como en presencia de agentes citotoxicos),

activacion de oncogenes o por hipoxia resultado de caminos celulares tales como la
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apoptosis, arresto del ciclo celular, vejez 0 modulacion de la autofagia. Aunque un 50%
de los casos de cancer de mama hospedan mutaciones en TP53, su papel bioldgico y su
importancia clinica de las alteraciones de p53 todavia no son claras. Mas de 26000
datos de mutaciones somaticas de p53 aparecen en la agencia internacional para la
investigacion del cancer (IARC), en la base de datos de TP53 version R14 (Suzuki y
Matsubara,2011).

A pesar de sus limites p53 ha demostrado en numerosos estudios ser un factor de
prondstico en cancer de mama.(Wolf-Yadlin, et al.,2009). TP53, codifica a p53, el cual
es uno de los mas famosos genes supresores de tumores, también es uno de los genes
mutados mas frecuentemente en los canceres humanos, la mayoria de estos demuestran
inactivacion de la via de p53. p53 mutado no solo ya no funciona como supresor de
tumores, sino que pueden ejercer efectos promotores de tumor. La funcién bésica de
p53 es responder al estrés celular, por medio de la regulacién del arresto del crecimiento

y la apoptosis (Suzuki y Matsubara,2011).

La proteina P53 tiene amplia gama de funciones bioldgicas, incluyendo la regulacion
del ciclo celular, apoptosis, senescencia, el metabolismo del DNA, la angiogénesis, la
diferenciacion celular, la respuesta inmune, asi como un papel en la transcripcion, y en
los procesos de modificaciones postranscripcionales y postraduccionales (Suzuki y
Matsubara,2011).

3.9.1 p53 como supresor de tumor

a)

b)

p53 como un sensor de dafio del DNA

La inestabilidad genética es una de las caracteristicas mas prominentes de los tumores
malignos. Hay sistemas muy sofisticados para la deteccion de dafios en el DNA y la
reparacion del genoma. p53 juega un papel importante en tales sistemas de "cuidador"
en estos sistemas. Cuando p53 responde al dafio del DNA, este provoca ya sea el arresto

del ciclo celular o la apoptosis.

p 53y la apoptosis
Numerosos reportes han descrito el mecanismo por el cual p53 induce la apoptosis a
este respecto las funciones de p53 principalmente como un factor de transcripcion, son

importantes para explorar los genes regulados por p53 que contribuyen a la regulacion
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de la apoptosis. Los primeros estudios mostraron que p53 en su forma silvestre o nativo
se puede unir a la region promotora del gen bax y regular la transcripcion del gen bax .
Bax es un miembro de la familia Bcl-2, que forma heterodimeros con Bcl-2, inhibiendo
su actividad. La familia de proteinas Bcl-2 juega un papel importante en la apoptosis y
el cancer. Por ejemplo, Bcl-2 controla la liberacion de citocromo ¢ de la mitocondria,
que activa la via de apoptosis mediante la activacion de la caspasa 9. Entonces la
caspasa 9 activa a caspasa 3. Ambas caspasas juegan papeles clave en las vias
apoptoticas. En el cancer de mama, un estudio demostro que un bajo nivel de expresion
de bax se asocia con un mal pronostico, mientras que otros informes han demostrado
que no hay correlacion entre el nivel de expresion de bax y el pronostico (Suzuki y
Matsubara,2011).

CD95 (también llamado Fas y Apo-1) es un "receptor de muerte" lo cual indica la
importancia de su rol en la apoptosis. Varios informes han indicado que la via CD95
juega un papel importante en la apoptosis inducida por agentes citotdxicos, y que este
sistema implica la activacion de p53 de tipo nativo. Por lo tanto, el estado de p53 puede
influir en la quimiosensibilidad a través de la sefializacion de CD95. Sin embargo, un
informe reciente indica que CD95 podria promover el crecimiento tumoral. La muerte
celular programada es muy complicada y depende de una variedad de factores (Suzuki y
Matsubara,2011).

PUMA es también un mediador clave de la ruta apoptética inducida por p53. PUMA
puede jugar un papel fundamental en la determinacion del destino celular (muerte
celular programada vs arresto del ciclo celular) en respuesta a la activacion de p53
(Suzuki y Matsubara,2011).

p53 y el arresto del ciclo celular

La proteina P53 suprime la formacién de tumores no sélo por induccién de la apoptosis,
sino también por causar que el ciclo celular se detenga. Dependiendo del tipo de estrés
celular, p53 puede inducir que el ciclo celular se detenga en G1 a través de la activacion
de la transcripcion de la ciclina dependiente de inhibidor de cinasa p21.

p53 regula también la transicion G2 / M. Por ejemplo, p53 puede bloquear la entrada de
células en mitosis por inhibicion de la Cdc2. Cdc2 necesita unirse a ciclina B1 para
poder funcionar. La represion de la ciclina B1 por p53 también arresta las células en

G2. Sin embargo, la represion transitoria del ciclo celular no puede conducir a la
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erradicacion del tumor, porque una célula con potencial oncogénico puede reanudar la
proliferacion. Por lo tanto, otro mecanismo, la senescencia celular, pueden desempefar
un papel importante en la supresion tumoral mediada por p53. La senescencia celular es
un arresto permanente del ciclo celular. Hay muchos informes respecto a la correlacion
entre el desarrollo del tumor, p53, y la senescencia. La proteina Ras oncogeénica se
expresa en células de humanos y roedores en la senescencia celular. Este proceso se
debe a la acumulacion de p53 y pl6. La inactivacion de p53 o pl6 previene la
senescencia inducida por ras. También se preveniene que las lesiones premalignas se
conviertan en tumores malignos mediante la activacion de los programas de la
senescencia. La senescencia celular inducida por p53 es importante no solo para la
prevencion del cancer, sino también para considerar como una propuesta de tipo de
terapéutico el efecto contra el cancer que pudiera tener la inducciéon de p53 de tipo
nativo introducido en tumores establecidos (Suzuki y Matsubara,2011).

Entre las diversas funciones de p53 la apoptosis y senescencia son los principales
mecanismos responsables de su accién en la supresion tumoral. Sin embargo, precisar
como es que p53 determina si ocurre 0 no la activacion del programa de senescencia o
del programa de la apoptosis todavia queda pendiente por esclarecer. Esta cuestion es
especialmente importante para el desarrollo de la terapia del cancer basada en p53,
incluyendo enfoques en combinacion con quimioterapia convencional. La mayoria de
los agentes quimioterapéuticos convencionales logran la eliminacion de las células
cancerosas al matarlas. Por lo tanto, si p53 induce senescencia en lugar de la apoptosis,
se presentard un conflicto. De hecho, se ha informado que algunos tipos de cancer de
mama estan protegidos de agentes quimioterapéuticos citotoxicos por p53 enddgeno.
Por lo tanto, multiples factores, tales como la calidad y la cantidad de estrés celular, el
tipo de tejido, y el microambiente, determinara el destino de la célula. Vousden y Prives
propusieron un modelo en el que la decision entre la vida y la muerte puede ser
determinada por la extension del dafio o la duracion del estrés. En su modelo, un bajo
nivel de estrés que puede ser reparado induce una respuesta de reparacion /
supervivencia del DNA, mientras que un alto nivel de estrés el cual no pueda ser
reparado induce una respuesta de apoptosis 0 senescencia. Esta naturaleza dual de p53,
asesino y protector, indica la posibilidad de que p53 puede actuar tambiéen como
promotor de tumores. La funcidén antiapoptética de p53 puede conducir a la
supervivencia de las células dafiadas, que pueden aumentar la posibilidad de

transformacion maligna (Suzuki y Matsubara,2011). (Figura 8)
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3.10.
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Figura 8. Funcion antiapoptética de p53.

La protedmica y la busqueda de nuevos biomarcadores de cancer de mama.

Las células viables mantienen la integridad de membrana, la morfologia del
citoesqueleto y el estado de proliferacion en base a cambios en la estructura y funcién
de proteinas. La complejidad de la regulacion de tantas biomoléculas diferentes va mas
alla del "dogma central" de la bioquimica, que implica que un gen codifica para una
proteina. Esta complejidad de la regulacion no sélo resulta del empalme variable del
RNAmM y de la transcripcion del DNA, de tal manera que un gen puede producir muchos
RNAmM vy secuencias de proteinas, sino también porque una secuencia de la proteina
puede tener multiples funciones como resultado de modificaciones covalentes después
de la sintesis. Estas modificaciones post-traduccionales (PTMs) incluyen la
fosforilacion, metilacion, glicosilacion, acilacion, oxidacion y ubiquitinacion (Jin y
Zangar,2009).

La "proteomica” se refiere a los estudios relacionados con todas las actividades
bioldgicas del proteoma (Yarmush y Jayaraman,2002). La protedmica es un grupo de
tecnologias de rapido surgimiento que se han estado utilizando para la identificacién de
proteinas y asi trazar sus interacciones en un contexto celular. Con la secuenciacion del
genoma humano, el alcance de aplicacion de la protedmica se ha desplazado desde la
identificacion y caracterizacion de proteinas incluyendo la estructura de proteinas, hasta
el estudio de la funcidén y las interacciones proteina-proteina. Las tecnologias utilizadas
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en la investigacion protedmica incluyen la electroforesis bidimensional en gel,
espectrometria de masas, busqueda por la técnica de dos hibridos de la levadura y
programas computacionales de prediccion. Aunque algunas de estas tecnologias han
estado en uso durante un largo tiempo, actualmente se aplican para estudiar la fisiologia
y los procesos celulares en formatos de alto rendimiento. Este enfoque de alto
rendimiento es el que define y caracteriza la protedmica moderna (Yarmush y

Jayaraman,2002).

Una cuestion que surge de la protedmica es descubrir nuevos marcadores bioldgicos
que pueden ser aplicados a la deteccién temprana, el diagnostico de enfermedades y
prediccion de la respuesta a la terapia . La protedbmica ha avanzado perfilando
directamente proteinas expresadas diferencialmente entre las muestras enfermas y
muestras control, o en las diversas etapas de enfermedades bajo ambientes particulares ,
y asi se ha convertido en una tecnologia clave en el desarrollo de biomarcadores. El
proceso para el descubrimiento de biomarcadores puede ser dividido en cuatro fases:
descubrimiento, calificacion, verificacion y validacion de las fases (Kang, et al.,2010).

El primer paso de un estudio protedmico requiere casi siempre la separacion de
proteinas mediante técnicas de electroforesis o cromatografia seguido de las etapas de
identificacion que se llevan a cabo mediante espectrometria de masas (Sahab,et
al.,2007).

La espectroscopia de masas se ha utilizado en los ultimos afios para el analisis de
muestras complejas de proteinas por la determinacion de la relacién masa / carga (m/ z)
y el nimero de iones para cada valor de m / z de una fase de gas presurizado de una
mezcla de iones. Un espectrometro de masas se compone de una fuente de ionizacion,
un analizador de masas y un detector. En la bioquimica de proteinas dos técnicas de
ionizacion se utilizan predominantemente: lonizacién por desorcién con laser asistida
por matriz (Matrix-assisted laser desorption ionisation MALDI) para el anélisis de
estructuras de péptidos simples, y de ionizacion por electrospray (ESI) para las muestras
mas complejas (Baskin , Yigitbasi, 2010).
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La protedmica es un campo activo y diverso que utiliza diferentes técnicas para
caracterizar y cuantificar el contenido del proteoma, y para comprender la estructura y
las interacciones del proteoma, modificaciones postraduccionales, y la funcion
bioldgica. Los microarreglos se han utilizado para el estudio de los perfiles de expresion
de proteinas, interacciones proteina-proteina, andlisis de drogas, y para el diagnostico
de enfermedades tales como el cancer, alergias alimentarias, y la infeccion por virus y
bacterias patdgenos. La mayoria de los microarreglos de proteinas utilizan la plataforma
de microarreglos de captura los cuales capturan un ligando de proteina especifico de
una mezcla por un conjunto de proteinas inmovilizadas sobre un soporte solido

(Yarmush y Jayaraman,2002).

Los microarreglos de proteinas se pueden dividir en dos categorias generales:
“microarreglos de funcion proteica” y “microarreglos de deteccion de proteinas”
(Figura 9). Los microarreglos de funcion proteica (protein function microarrays)
comprenden proteinas purificadas, dominios de proteinas, o péptidos, y se utilizan
generalmente para estudiar el reconocimiento molecular o para separar los comparieros
de interaccién supuestos. Los microarreglos de deteccidn de proteinas, por otra parte,
dependen de los reactivos que reconocen las proteinas de una manera selectiva (por
ejemplo, anticuerpos) y se utilizan para cuantificar la abundancia y los estados de
modificacion post-traduccionales de las proteinas en mezclas complejas (por ejemplo,

lisados de células tumorales, biopsias, y suero) (Wolf-Yadlin, et al.,2009).
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Figura 9. Clasificacion de los microarreglos de proteinas (Wolf-Yadlin, et al.,2009).
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4. HIPOTESIS

Se espera que existan diferencias entre las proteinas contenidas en el suero sanguineo
de pacientes que presentan cancer de mama canalicular, con respecto a pacientes que

presentan casos benignos de alteraciones en mama.

5. OBJETIVOS
Obijetivo principal:

Establecer un proceso para la bdsqueda de proteinas en suero que se utilicen como

biomarcadores para cancer de mama canalicular a través de técnicas proteémicas
Obijetivos particulares:

Determinar a través de técnicas protedmicas los cambios en los niveles de proteinas en
suero sanguineo de pacientes con cancer de mama canalicular con respecto a casos de

enfermedad benigna de la mama.

Identificar proteinas diferentes o abundantes al comparar ambos tipos de muestras de

sueros por espectrometria de masas

Realizar un analisis a través de microarreglos de anticuerpos para la identificacion de

biomarcadores proteicos para cancer de mama.

Inferir la relacion de los cambios en los niveles de proteinas detectados por este estudio

con los mecanismos moleculares asociados al cancer.
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6. DIAGRAMA GENERAL DEL PROCEDIMIENTO

A
Obtencidon y procesamiento de todas las muestras
bioldgicas (suero sanguineo)
h
)
Alicuota del suero sanguineo
h
2
Precipitacion de proteina con acetona
h
)
Fraccionamiento de muestras por medio del kit 2-D
Frationation(GE healthcare)
N
2
Cuantificacion de proteinas identificadas con el kit
2-D Quant (GE Healthcare)
h
)
Realizacidn de geles 1D de poliacrilamida con SDS
para separar proteinas
1
[ 1
2
Espectrometria de masas Microarreglos
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7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

7. MATERIALES Y METODOS
Colecta de muestras de pacientes con cancer y enfermedades benignas de la mama.

Las muestras fueron colectadas en el Instituto Nacional de Cancerologia. Se obtuvo
sangre periférica de 3 pacientes con diagnostico de cancer de mama canalicular y 3 con
enfermedades benignas de la mama como el cambio fibroquistico. EI estudio
histopatoldgico mostré que los tumores de mama fueron ER(+), PR(+) y HER-2 (-/+).

Todas las pacientes firmaron consentimiento informado.
Obtencidn de suero a partir de sangre.

La sangre se dejé coagular 30 minutos a temperatura ambiente y se centrifugo a 600 xg
para la separacion del suero. El suero se almaceno en alicuotas de 100 pl a -80°C hasta

su utilizacion.
Precipitacion de la proteina con acetona.

Se enfrio una alicuota de acetona a - 20°C al menos 15 minutos antes de usarse. El
volumen de la alicuota fue aproximadamente de 2ml de acetona por cada muestra. El
tubo que se utilizé en este protocolo fue de un material compatible con acetona. Se
midié exactamente 100 ul de cada muestra de suero. Se agregaron 4 voliumenes de la

acetona fria por 1 volumen de la muestra de suero.

Las proteinas se precipitaron a -20°C por 2 horas. Se centrifugan a 13000 xg durante 10
minutos a 4°C. Se decantd la acetona, sin tocar el precipitado. El precipitado se secé al
aire (generalmente de 5-10 minutos a temperatura ambiente) no se dejo secar demasiado
ya que es dificil resuspenderlo. Los precipitados se resuspendieron en un amortiguador
apropiado y se guardaron a -80°C. Los niveles tipicos de proteina recuperados de 15ml

de muestra de suero es de 150-220mg.
Fraccionamiento de las proteinas del suero.

El fraccionamiento de proteinas se realizd con el paquete 2D fractionation (GE
Healthcare). Antes de comenzar el fraccionamiento se transfirié el amortiguador de
lavado del paquete (wash buffer) a -20 °C por 1 o 2 horas antes de usarse. Se aseguro
de que no hubiera formacion de cristales en el reactivo de fraccionamiento. Se prepard

el amortiguador solubilizador como se indica en manual del fabricante. Se realiz6 el
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7.5.

7.6.

procesamiento en varias fracciones (1-6) del componente soluble proteico de cada
muestra de proteina de suero obtenida por el protocolo de precipitacién con acetona. De
acuerdo a las instrucciones del paquete de fraccionamiento se comenzo a partir de 2mg.
de proteina de suero y se colectaron las distintas fracciones para cada muestra. Las

fracciones se cuantificaron y se utilizaron para la electroforesis en gel.
Cuantificacion de proteinas.

La cuantificacion de proteinas se realizé con el paquete 2-D Quant (GE Healthcare) en
microplaca, el cual se basa en la deteccion del cobre libre. Antes de comenzar el ensayo
se prepard un volumen apropiado de reactivo de color mezclando 100 partes de reactivo
de A con 1 parte de reactivo B. Cada ensayo requiere 150 pl de reactivo de color por
pozo. Se prepar6 en la microplaca una curva estandar utilizando BSA 2 mg/ml, en un
intervalo de 0-20 pg de proteina. Se colocaron 3 pl de la muestra a cuantificar.
Entonces se afiadio a cada pozo 75 pl de Precipitante (incluyendo los de la curva) y
después se agregaron 75 pl de Co-precipitante a cada pozo. La microplaca se
centrifugd a 5700 xg durante 20 minutos a 4°C. Se removié cuidadosamente el

sobrenadante con una micropipeta.

Entonces se agregaron 15 pl de solucion de cobre y 60 pl de agua destilada a cada pozo.
Se resuspendieron los precipitados en un termomezclador durante 20 minutos a 500 rpm
y 37 °C. Después de la incubacion se agregaron 150 ul del reactivo de color y se incubd
la placa a temperatura ambiente durante 20 minutos. La absorbancia se leyé a 450 nm
en el lector de microplacas (DTX 800 Multimode detector BECKMAN-COULTER).

Electroforesis en gel de poliacrilamida dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE)

Se realizaron geles de poliacrilamida, estos geles se componen de un gel separador y un
gel concentrador. Primero se realizo el gel separador, con 4.2 ml de agua, 3.3 ml de
acrilamida/bis-acrilamida (30%/2.7% p/v), 2.5 ml de amortiguador Tris-HCI 1.5 M pH=
8.8, y como iniciador de la polimerizacion se afiadié a la preparaciéon 100 pL de
persulfato de amonio (PSA) 10% (p/v) y 13 ul de TEMED. Se vacio la preparacién en
los moldes de vidrio y se dejo que solidificara el gel. La solucion para el gel
concentrador se preparo con 2.5 ml de agua, 1,0 ml de acrilamilamida/bis-Acrilamida,
1,5 ml de amortiguador Tris-HCI 0.5 M pH= 6.6 y se agregd hasta el final 80 pL
TEMED vy 10 pL de PSA. Una vez que solidifico el gel separador se agregd el gel
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7.7.

7.8.

concentrador y se colocd un peine con pozos para las muestras. Las muestras se
prepararon agregandoles el amortiguador de muestra (Tris HCI 0.5 M, SDS 10% (p/v),
Azul de Bromo-fenol 0.001% (p/v), pH=6.6) en la misma proporcion que el marcador
de peso molecular y que las muestras. Cuando se cargaron todas las muestras se corrio

el gel.
Las condiciones para la corrida del gel fueron las siguientes:
Se coloco el gel en la cdmara de electroforesis.

Se agregd el amortiguador de corrida Laemmli 1x (Tris 25 mM, Glicina 192 mM, SDS
0.1% (p/v) pH 8.3).

La camara fue colocada en hielo durante toda la corrida, la cual inicié con 30 V, cada
15 minutos se subieron 15 V hasta que se lleg6 a 120 V, este voltaje se mantuvo hasta

que el gel termind de correr.

Al término de la corrida se sacaron los geles de la cdmara y se tifieron con plata (kit de

B1O-RAD) o con Coomassie para visualizar las bandas de proteinas.
Tincion de los geles de poliacrilamida con Azul de Coomassie.

Primero se fija el gel con una solucion de metanol 50% (v/v) y &cido acético 10 % (v/v)
durante 30 minutos. Después se tifié con la solucién de Coomasie (azul de Coomasie G-
250 0.1% (p/v) , acido acético 10% (v/v)) a temperatura ambiente toda la noche y luego

se destifie con de &cido 10% (v/v) hasta que se definieron las bandas de proteina.
Tincion con plata de geles de poliacrilamida.

La tincion con plata se realizd con un paquete comercial, el Silver stain plus de Bio-
Rad. Se fijan las proteinas en el gel con la solucién fijadora del paquete (metanol 50%
(v/v), &cido acético 10% (v/v), concentrado de intensificador de la fijacion 10% (v/v)) y
se mantiene con agitacion leve por 20 minutos. Se decant6 la solucion intensificadora
de la fijacién y se enjuagaron los geles en 400ml de agua destilada por 10 minutos dos
veces. Se preparoé la solucion de tefiido con 35 ml de agua desionizada, 5ml de solucion
complejo de plata, 5ml de solucion de moderador de la reduccién, 5 ml del reactivo
revelador. Al terminar los lavados se agregd esta solucion al recipiente que contiene el

gel junto con la solucidn aceleradora del revelado y se mantuvo con agitacion moderada
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7.9.

7.10.

7.11.

durante 20 minutos o hasta que se observaron las bandas con la intensidad requerida. La
reaccion se par6 con &cido acético 5% (v/v). La imagen del gel se obtuvo por escaneo

del gel a 300 dpi (ImageScanner GE Healthcare).
Identificacion de proteinas por espectrometria de masas

Después de que se ha realizado el analisis de las imagenes obtenidas de los geles
teflidos con Coomassie. Se eligieron las bandas de proteinas que se deseaba identificar y
se escindieron del gel con una navaja. El pedazo de gel se transfirio a un tubo de
microcentrifuga de 1.5 ml y se afiadié 500 pL de una solucién de NH;HCO3 50 mM en
acetonitrilo al 50% (v/v). Se incubd a 50°C por 5 minutos, entonces se quitd el liquido y
se desechd. Esto se repitio hasta que el pedazo de gel estuviera claro. Ya que sucedid
esto se afladieron 100 pl de acetonitrilo y se incubaron a temperatura ambiente 5
minutos. Entonces se quitd el acetonitrilo y se dejé secar a temperatura ambiente. Se
agregé tripsina en una concentracion 25 ng/pl a los fragmentos del gel y se agregé de
15 a 20 pul de NH4CO3 50 mM y se incubd toda la noche a 37°C. Posteriormente a la
incubacion se extraen los péptidos y se limpiaron utilizando una punta de zip tip C18
(Milipore). Se eluyeron los péptidos de la punta y se evapor6 a sequedad el disolvente.
Se resuspendié el residuo en acetonitrilo al 5% y se analizaron en el espectrometro de
masas (MALDI-TOF 4800 Agilent).

Analisis de datos derivados de la espectrometria de masas.

Los resultados derivados de la espectrometria de masas se procesaron con el software
Protein Pilot (Applied Biosystem) que realizé la busqueda de la identidad de la proteina

en la base de datos de SwissProt.
Estudios de las proteinas del suero con microarreglos de anticuerpos.

Para la realizacion de este estudio se utiliz6 el microarreglo de anticuerpos Panorama —
vias de p53 fabricado por SIGMA ALDRICH. Lo primero que se realiz6 fue marcar las
muestras de proteina (1 mg) con los fluoréforos Cy3 y Cy5. Los marcadores Cy3/Cy5
se pueden disolver en 50-100 mL de amortiguador de carbonatos pH 9.5-9.6. Se incubd
la reaccién de la proteina y los fluor6foros a temperatura ambiente por 30 minutos,

mezclando la solucién cada 10 minutos.
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Posteriormente la mezcla de reaccion de las proteinas y los fluoréforos se hizo pasar por
minicolumnas (Sigma Spin) para eliminar el fluoréforo que no se uni6 a la proteina. La
proteina marcada se protegio de la exposicion a la luz. Se determind la concentracion
proteinica con el paquete 2D Quant (GE Healthcare). Para determinacién del colorante
de la proporcién molar(colorante/proteina) se midio la absorbancia de Cy3 y Cy5 a 552
nm y 650 nm respectivamente. De aqui se calculé la concentracién molar (M) de Cy3'y
Cyb5 tomando en cuenta lo que sigue:

Los coeficientes de extincion molar (£“M ) de Cy3y Cy5 son:

1

Cy3: €M (552nm) =0.15 #M~cm”

1

Cy5: €M (650nm) = 0.25 4M *em”

Calculos:
Cy 3: (concentracién) (uM )= Ags,/0.15

Cy 5: (concentracién) (M ) = Ags0/0.25

Y (mg/ml)= concentracion de proteina después del marcado
Concentracion proteica (M ) ={Y(mg/ml)/60,000} x 10°

Cv 30 Ov 5 (concentracion )
D/P= concentracién proteica de la muestra

La razon de marcador y proteina (D/P) tuvo que ser mayor a 2 para continuar con el

proceso.

Se incuba la muestra de proteina marcada con el microarreglo a temperatura ambiente.
Para esto se mezcl6 de 5-50 pg de cada muestra marcada con Cy3 y Cy5 (1-10 pg /ml
cada una) con 5 ml de amortiguador de incubacion de ensayo. La mezcla se vacio al
pozo 1 de la bandeja de incubacion (quadri PERM cell culture Vessel) proporcionada en
el paquete. Se incubd por 30 minutos a temperatura ambiente, en un agitador, con

frecuencia de agitacion moderada. Después de la incubaciéon se agregaron 5 ml de
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amortiguador de lavado (washing buffer) a los pozos 2,3 y 4. Se transfirio la lamina al
pozo 2 y se incubo por 5 minutos. Este paso se repitio en los pozos 3 y 4. Al final se
lavd la ldmina en agua por 2 minutos. Posteriormente se dejé secar por 20 minutos
protegiendo la lamina de la luz. Se escanearon los microarreglos de anticuerpos en un
ScanArray 400 y se cuantificaron utilizando el programa QuantArray, el cual se incluye
con este equipo (Packard BioChips). Todas las iméagenes se capturaron usando 65% de
ganancia PTM, 70-75% de poder de laser y 10 um de resolucion al 50% de la relacion o
tasa de escaneo. Para cada punto el valor medio de densidad de los Cy3 y Cy5, y el
valor medio del fondo para Cy3 y Cy5 se calcularon con el programa ArrayPro
Analyzer de Media Cybernetics. Los datos adquiridos fueron de 3 arreglos con un

duplicado para cada anticuerpo.
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8. RESULTADOS

Se seleccionaron los sueros de los pacientes cuyas muestras no tuvieran hemolisis. De
éstos solamente se utilizaron 1, 4, 6 de cancer canalicular y 3, 7, 9 de enfermedades
benignas de la mama (Tabla 2). Después de la precipitacion de las proteinas del suero
con acetona el precipitado de proteina debe de fraccionarse en grupos menos complejos
de proteinas. Esto es debido a que al estar manejando suero sanguineo contamos con
grandes cantidades de proteinas, propias de la cascada de la coagulacion y de la misma
sangre tales como albumina. Al llevar a cabo el fraccionamiento evitamos que grandes
cantidades de las proteinas mayoritarias en el suero como la albimina y las IgGs
enmascaren 0 no permitan que estudiemos a proteinas con menor representacion en el
suero como podrian ser las proteinas marcadoras de cancer que estamos buscando. Todo
el proceso de fraccionamiento se basé en la diferencia de solubilidades de las proteinas

contenidas en el suero.

8.1 Anélisis de proteinas de diferentes fracciones por electroforesis.

Después de obtener las fracciones (1-6) de cada muestra de suero se analizaron las
proteinas de cada fraccion en un gel de poliacrilamida para verificar la separacion de
grupos de proteinas por cada fraccion. Se obtuvo el patron de fraccionamiento de
proteinas observado en los geles (Figura 10 a-d). Se puede ver gque las albuminas (peso
molecular alrededor de 65 kDa) principalmente se quedaron en las fracciones 4 y 5.
Mientras que las IgG e IgEs se observaron como una banda ancha alrededor de 150 kDa
en la fraccion 3 de todos los sueros. De aqui se hizo un analisis para identificar bandas
que pudieran diferenciar muestras de cancer (1, 4, 6) de las muestras de pacientes con

enfermedades benignas de mama (3, 7, 9).
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Tabla 2. Diagnéstico histopatolégico de los pacientes que donaron los sueros.

Muestra Histopatologia

1 Carcinoma canicular infiltrante.

Mastitis cronica granulomatosa. Cambio fibroquistico.

Fibroadenoma.

Carcinoma canicular infiltrante.

Carcinoma canicular infiltrante.

Cambio fibroquistico no estratificado.

No registrado .

2
3
4
5 Fibroadenoma.
6
7
8
9

Mastitis .
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Figura 10 a. Gel de poliacrilamida de las fracciones 1y 2 obtenidas de los sueros de
pacientes con cancer de mama (1,4, 6) y con enfermedades benignas de la mama (3, 7,
9).

1.1=fraccion 1 de la muestra 1 1.6=fraccion 1 de la muestra 6 2.1=fraccion 2 de la muestra 1
1.3=fraccion 1 de la muestra 3 1.7=fraccién 1 de la muestra 7 2.3= fraccion 2 de la muestra 3
1.4=fraccion 1 de la muestra 4 1.9=fraccién 1 de la muestra 9
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Masamolecular 2.4 26 24 2.9 3.1 3.3 34 3.6 3.7

Figura 10 b. Gel de poliacrilamida de las fracciones 2 y 3 obtenidas de los sueros de
pacientes con cancer de mama (1,4, 6) y con enfermedades benignas de la mama (3, 7,
9).

2.4=fraccion 2 de la muestra 4 2.9=fraccion 2 de la muestra 9 3.4=fraccion 3 de la muestra 4
2.6=fraccion 2 de la muestra 6 3.1=fraccién 3 de la muestra 1 3.6=fraccion 3 de la muestra 6
2.7=fraccion 2 de la muestra 7 3.3=fraccion 3 de la muestra 3 3.7=fraccion 3 de la muestra 7
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Figura 10 c. Gel de poliacrilamida de las fracciones 3,4 y 5 obtenidas de los sueros de
pacientes con cancer de mama (1,4, 6) y con enfermedades benignas de la mama (3, 7,
9).

3.9=fraccion 3 de la muestra 9 4.4=fraccién 4 de la muestra 4 4.9=fraccion 4 de la muestra 9
4.1=fraccién 4 de la muestra 1 4.6=fraccion 4 de la muestra 6 5.1=fraccién 5 de la muestra 1
4.3=fraccién 4 de la muestra 3 4.7=fraccioén 4 de la muestra 7 5.3=fraccioén 5 de la muestra 3
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Figura 10 d. Gel de poliacrilamida de las fracciones 5y 6 obtenidas de los sueros de
pacientes con cancer de mama (1,4, 6) y con enfermedades benignas de la mama (3, 7,
9).

5.4=fraccion 5 de la muestra 4 5.9=fraccion 5 de la muestra 9 6.4=fraccion 6 de la muestra 4
5.6=fraccion 5 de la muestra 6 6.1=fraccion 6 de la muestra 1 6.6=fraccion 6 de la muestra 6
5.7=fraccion 5 de la muestra 7 6.3=fraccion 6 de la muestra 3 6.7=fraccion 6 de la muestra 7

53



En la fraccion 2 de las muestras 1, 4 y 6 (Fig. 10 a y b), podemos observar una banda
que se encuentra alrededor de 100 kDa, que solo se observa en las muestras con cancer
y no en las muestras de casos benignos. En la fraccion 5 de las muestras 1,4 y 6 (Fig. 10
¢ y d), podemos observar una banda alrededor de 75 kDa, que solo se observa en las

muestras con cancer y no en las muestras de casos benignos.

Los resultados que arrojaron los andlisis con un programa de procesamiento de
imagenes (Image J v. 1.44) de los geles 1D (Figuras 11 a-e) muestran claras diferencias
entre las fracciones 2 de las muestras de pacientes con cancer de mama canicular con
respecto a pacientes con enfermedad benigna de la mama, en ellas se puede observar un
patron diferente de estas fracciones proteicas ya que al parecer se encuentran bandas de
proteinas (picos) que a simple vista no se pueden diferenciar en el gel de poliacrilamida
y que se distinguen solamente en las muestras de cancer. Ademas en esta fraccion no se
observan bandas que denotan la presencia de proteinas abundantes en el suero. Por lo
que esta fraccion fue seleccionada para un analisis mas profundo de los cambios de las

proteinas en la condicion de cancer a través de microarreglos de anticuerpos.

oel2 jpg; Uncalibrated

Figura 11 a. Marcadores de peso molecular Anélisis de imagen del gel (10.c) de las
fracciones 2 de los sueros 4,6 y 7,9 con el programa Image J v. 1.44. El anélisis
muestra varios picos correspondientes a bandas de proteinas en el gel. Usando
unidades de densidad optica(UDO). Las flechas sefialan las diferencias entre sueros de

pacientes con cancer de mama y con enfermedad benigna de la mama.
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Figura 11 b. Fraccion 2 del suero 4 (2.4)Marcadores de peso molecular Analisis de

imagen del gel (10.c) de las fracciones 2 de los sueros 4,6 y 7,9 con el programa Image
Jv. 1.44. El andlisis muestra varios picos correspondientes a bandas de proteinas en el
gel. Las flechas sefialan las diferencias entre sueros de pacientes con cancer de mama y

con enfermedad benigna de la mama.

N
L

Figura 11 c. Fraccion 2 del suero 6 (2.6)Fraccion 2 del suero 4 (2.4)Marcadores de
peso molecular Analisis de imagen del gel (10.c) de las fracciones 2 de los sueros 4,6 y

7,9 con el programa Image J v. 1.44. El analisis muestra varios picos correspondientes

a bandas de proteinas en el gel. Las flechas sefialan las diferencias entre sueros de

pacientes con cancer de mama y con enfermedad benigna de la mama.



Figura 11 d. Fraccion 2 del suero 7 (2.7)Fraccion 2 del suero 6 (2.6)Fraccion 2 del
suero 4 (2.4)Marcadores de peso molecular Andlisis de imagen del gel (10.c) de las
fracciones 2 de los sueros 4,6 y 7,9 con el programa Image J v. 1.44. El analisis

muestra varios picos correspondientes a bandas de proteinas en el gel.

Figura 11 e. Fraccion 2 del suero 9 (2.9)Fraccion 2 del suero 7 (2.7)Fraccion 2 del
suero 6 (2.6)Fraccion 2 del suero 4 (2.4)Marcadores de peso molecular Analisis de
imagen del gel (10.c) de las fracciones 2 de los sueros 4,6 y 7,9 con el programa Image

Jv. 1.44. El andlisis muestra varios picos correspondientes a bandas de proteinas en el

gel.



8.2 ldentificacion de bandas de proteinas de sueros de pacientes con cancer de mama

por espectrometria de masas.

Decidimos identificar la banda de 100 kDa de la fraccion 2 y la de 75 kDa de la
fraccion 5 de las muestras de pacientes con cancer mama ya que estas podian separarse
visualmente y manualmente del gel y asi enviarlas para su andlisis por espectrometria

de masas.

La identificacion se realizo por triplicado para asegurar la identidad de las proteinas
anteriormente seleccionadas, y como se observa en la tabla 3 se encontraron las mismas
proteinas en cada muestra ;en cambio en la tabla 4 observamos que de las 3 muestras , 2
muestran la misma proteina, y en una no se logra detectar la presencia de la proteina

Haptglobina.

Tabla 3. Identificacion de la banda a 100kDa de la fraccion 2 de tres

sueros de pacientes con cancer de mama

Fracciéon/ no. de banda Nombre de la Numero de | NUamero de Score

proteina acceso péptidos (Protein

(UniProt) | identificados | pilot)

Fraccion 2 muestra de | C1 inhibidor de la
P05155 14 86
suero 1 (2.1) proteasa
) P00738 7 48
Haptoglobina
Fraccion 2 muestra de | C1 inhibidor de la
P05155 14 86
suero 4 (2.4) proteasa
. P00738 7 48
Haptoglobina
Fraccion 2 muestra de | C1 inhibidor de la
P05155 14 86
suero 6 (2.6) proteasa
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En la fraccién 5:

Tabla 4. Identificacion de la banda a 75 kDa en la fraccion 5 de sueros de

pacientes con cdncer de mama.

NUmero de NUmero de

: Proteina : Score (Protein
Fraccion acceso péptidos
identificada _ . - pilot)
(UniProt) identificados
Fraccion 5
muestra de suero | Serotransferrina P02787 17 93
1(5.1)
Fraccion 5
muestra de suero N/D * -- -- --
4 (5.4)
Fraccion 5
muestra de suero | Serotransferrina P02787 17 93
6 (5.6)

*No detectada
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8.3 Preparacion de las muestras de proteina de suero para el microarreglo de

8.4.

anticuerpos.

Después del fraccionamiento, la proteina de la fraccion 2 de suero a partir de 100

microlitros de muestra fue:

Tabla 5. Fraccién 2 de las muestras de suero de cancer de mama.

. Volumen Concentracion | Cantidad total
Fracciones / muestras - .
(microlitros) (UL/pg) (microgramos)
Cancer
Fraccion 2, muestra 1 110 6.774 745.14
Fraccion 2, muestra 4 130 8.706 1131.78
Fraccion 2, muestra 6 140 9.005 1260.7

Enfermedad benigna de

la mama
Fraccion 2, muestra 3 100 5.558 555.8
Fraccion 2, muestra 7 130 8.773 1140.49
Fraccion 2, muestra 9 115 4.702 540.73

Como se puede ver por los resultados en la muestra con cancer se obtuvieron
rendimientos de alrededor de 1 mg por muestra. Sin embargo con la de enfermedad
benigna de la mama 2 de las 3 muestras tuvieron rendimiento de 500 microgramos. Esta
cantidad fue suficiente para llevar a cabo los experimentos de electroforesis en gel de y

los de microarreglos de anticuerpos.

Estudio de las proteinas de suero con el microarreglo Panorama p53 de las
proteinas de la via p53 en muestras de enfermedad benigna y cancer de mama.

Los resultados del procesamiento de la fraccion 2 de los 6 sueros de las pacientes con
enfermedades benignas y cancer de mama en microarreglos de anticuerpos se presentan
en la Figura 12.

En la tabla 7 del apéndice se observan los valores promedio intensidad de fluorescencia
de todas las proteinas del microarreglo de las 6 réplicas de los microarreglos.
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Figura 12. Dendograma de los tres experimentos por duplicado (6 en total) en los microarreglos de anticuerpo. Los datos en verde indican una
relacion cancer / benigno (C/B) < 1, los datos en rojo muestran una relacién > 1. En este diagrama se observan las relaciones entre los datos

derivados de la aplicacion de un algoritmo de clustering jerarquico.



En la figura 12, se observan 2 bloques de proteinas de datos donde al menos 4 de cada 6
experimentos en 1) son subexpresadas en cancer y en 2) son sobreexpresadas en
cancer en la mayoria de las proteinas . También se puede observar que las replicas
tienen comportamientos parecidos como los de la 1 y 4 que presentan variaciones en los
valores con relacion a los otros experimentos, lo que hace dificil tener un valor
promedio replicable para las proteinas del microarreglo. Por lo que en estos
experimentos estas diferencias pudieron derivarse de alguna falla técnica en el
procesamiento del microarreglo. Por lo que en algunos casos se omitieron estos datos

para el calculo del valor promedio de la relacion de la fluorescenica C/B.

Sin embargo para un 87% de los valores de intensiedad de fluorescencia de las
proteinas del microarreglos se pudo calcular una relacion C/B de aproximadamente 1
tomando en cuenta la desviacion estandar. Por lo que aunque de acuerdo al dendograma
hay disminucion o aumento en la relacion C/B la desviacion entre los datos hace que la
relacién sea siempre proxima a 1. Las proteinas cuyos valores consistentemente se

observaron aumentados o disminuidos en cancer se muestran en la siguiente tabla.



Tabla 6. Proteinas de la via p53 subexpresadas y sobreexpresadas en
microarreglos de anticuerpos consistentemente en los pacientes de cancer de

mama canalicular.

Valor promedio

Nombre de la proteina (xdesviacion estandar)
N=6
Incrementadas
Caspasa 3 (activa) 1.41+0.35
DR5 2.37+0.6
MTBP 2.26 £0.55
PERP 4.33 +2.57
PUMA 2.58 £ 0.47
Disminuidas
b-catenina (p-ser 33) 0.47+£0.11
BID 0.72+0.17
GRP75 0.68 + 0.27
HSP70 0.55+0.21
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9. DISCUSION

La alta prevalencia de cancer de mama ha llevado a mejorar el diagnéstico y
las formas de deteccion, siendo de gran ayuda como respaldo y/o confirmacion de las
mastografias el uso de biomarcadores, en este caso proteinas para mejorar el

diagnostico y pronostico en las mujeres jovenes.

Las proteinas ofrecen informacion detallada sobre las condiciones de salud del
tejido , lo que permite la identificacion del tipo de céancer y el riesgo, con esto
provocando un tratamiento mas eficaz y mejor orientado. Algunos estudios han
correlacionado el pronéstico del cancer de mama con las proteinas en el tumor, tales

como receptores de hormonas, HER- 2, plasmindgeno uroquinasa.

Para el cancer de mama, sin embargo, en la actualidad hay muy pocos
marcadores séricos de uso clinico. Algunos estudios han identificado como posibles
marcadores de cancer de mama las proteinas CA 15.3 , BR 27.29 , antigeno de
polipéptido tisular ( TPA) , polipéptido tejido antigeno especifico (TPS ) , shed HER- 2
,y BC1, BC2,y BCa3. Sin embargo, otros estudios encontraron una falta de capacidad
diagnostica suficiente en proteinas de suero , incluyendo CA 15.3, CA 125, CA 19.9,
CA 125, BR 27.29 , y el antigeno carcinoembrionario (CEA) . EI Grupo Europeo de
marcadores tumorales identifico las MUC- 1 glicoproteinas mucina CA 15.3 y BR
27.29 como los mejores marcadores séricos de cancer de mama, pero no podrian
recomendar estas proteinas para el diagnéstico debido a la baja sensibilidad.(Jesneck, et
al., 2009)El objetivo de este trabajo fue el uso de las tecnologias proteémicas en el
descubrimiento de nuevos biomarcadores de cancer de mama utilizando suero de la

sangre como fuente de proteoma.

Inicialmente tomamos en cuenta que la mayoria de los estudios que se han
realizado en este campo, se han orientado hacia escanear solo una proteina durante el
seguimiento del céancer, en grupos de muestra grandes y de aqui ain no se han
encontrado biomarcadores con un 100% de especificidad y sensibilidad para cancer de
mama. Derivado de todo este conocimiento la nueva expectativa es encontrar un grupo
de marcadores, en este caso proteinas, que en conjunto puedan permitir una deteccion
del céncer confiable. Para el descubrimiento de nuevos biomarcadores se ha
aprovechado la aparicion de nuevas tecnologias y de ahi se han obtenido marcadores

que actualmente se utilizan para un mejor diagndéstico, prondstico o prediccion de la
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enfermedad. En este estudio se trato de identificar un nimero grande de proteinas a
través del uso de técnicas proteémicas para su propuesta como biomarcadores de cancer

de mama canalicular.

Algunos estudios han detectado biomarcadores de cancer de mama mediante la
espectrometria de masas. También se esta implementando otras tecnologias como la
deteccion de las proteinas en fase inversa de microarreglos. Aungue estos estudios han
demostrado correlaciones entre las proteinas del suero y cancer de mama, a menudo no
esta claro como estas correlaciones se traducen en aplicabilidad clinica para el
diagnostico (Jesneck, et al., 2009). Nuestros datos indican que algunas proteinas de
suero pueden diferenciar entra la presencia de cancer de mama y una lesion benigna de

la mama.

Como es el caso de la mayoria de los canceres, el suero asi como el plasma son
las fuentes de biomoléculas preferidas en los estudios de biomarcadores de mama
debido a que en éstos se reflejan las respuestas a los procesos fisiologicos y patoldgicos
del cuerpo humano. EIl suero nos proporcionan una buena fuente de informacién sobre
las proteinas secretadas por el tumor, también de las proteinas del tejido normal y
plasma que son destruidos por proteasas especificas del tumor, y de las proteinas
involucradas en una respuesta general o una respuesta local por el tumor. A pesar de la
dificultad que surge de esta compleja estructura, los métodos de toma de muestras y la
facilidad en repetirlo hacen que sea muy adecuado. Sin embargo en esta etapa de
descubrimiento de biomarcadores es donde se obtienen datos de tecnologias como la
espectrometria de masas para proponer proteinas que se verificaran en las muestras de
pacientes con alguna otra técnica que ya es aceptada y cuyos datos corroboraran lo

obtenido en la primera parte.

Del analisis con la espectrometria de masas se encontrd en las bandas las
cuales solo se observaron en sueros de pacientes con cancer, el C1 inhibidor de la
proteasa, la haptoglobina y la serotransferrina. Hablando respecto al C1 inhibidor de la
proteasa podemos comentar que la activacion del complejo C1 esta bajo el control del
inhibidor-C1, desempefiando un papel que puede ser decisivo en la regulacion de
importantes vias fisiologicas incluyendo la activacion del complemento, coagulacion de
la sangre, la fibrindlisis y la generacion de cininas. Ademas es un inhibidor muy eficaz

de FXIla, la quimotripsina y la calicreina.
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En tanto que la haptoglobina es una proteina que se combina con la
hemoglobina plasmatica libre, evitando la pérdida de hierro a través de los rifiones y
protege los rifiones de dafios por la hemoglobina, mientras que a la hemoglobina la hace
accesible a las enzimas de degradacion; la haptoglobina sin escindir, también conocida
como la zonulina, juega un papel en la permeabilidad intestinal, permitiendo el
desmontaje de las uniones estrechas intercelulares, y el control del equilibrio entre la
tolerancia y la inmunidad a los antigenos no propios. La serotransferrina es parte de la
familia de las transferrinas, éstas son proteinas de transporte vinculantes de hierro que
pueden unirse a dos iones Fe® * en asociacién con la unién de un anién, generalmente
bicarbonato. Es responsable del transporte de hierro a partir de los sitios de absorcion y
la degradacion del hemo a los sitios de almacenamiento y utilizacion. La transferrina

sérica también puede tener un papel en la estimulacién de la proliferacion celular.

Otra observacién importante es que se presenta de forma consistente un

aumento en algunas proteinas de respuesta inmune en pacientes con cancer.

La respuesta inmune tiene un papel preponderante con respecto al cancer ya
que el sistema inmunitario ataca y elimina no solamente las bacterias y otras sustancias
extrafas, sino también las células del cancer. Una célula cancerosa no es una celula
extrafia; es una célula cuya funcion bioldgica ha sido alterada de tal forma que no
responde a los mecanismos normales del cuerpo que controlan el crecimiento y la
reproduccion de la misma. Las células anormales pueden continuar creciendo,

transformandose en cancer. '

El sistema inmune es una red intrincada en la que participan diferentes tipos de
células y de moléculas, la acciéon coordinada de todos sus elementos permite que se
desarrolle una respuesta eficaz contra la célula tumoral. Sin embargo, los tumores
presentan diversos mecanismos de evasion que permiten el desarrollo del mismo, " su
papel fundamental en el control del desarrollo de una célula cancerosa, es ejemplificado
por una sorprendente estadistica: el cancer tiene 100 veces mas posibilidades de
aparecer en las personas que toman farmacos que inhiben el sistema inmunitario, que en

las que tienen un sistema inmunitario normal.'

A pesar de la inmunovigilancia, las células tumorales cominmente presentan

mecanismos de evasion a la respuesta inmune, que permiten su crecimiento eficiente. ™
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Los resultados encontrados gracias al analisis de los microarreglos y su
graficacion nos dan una sefial de congruencia con la actividad bioldgica de MTBP que
interviene en la progresion del ciclo celular y puede estar involucrada con la formacion
de tumores. Pero para el resto de las proteinas del microarreglo los resultados
encontrados llaman la atencién ya que proteinas como la caspasa 3 que se activa
durante la apoptosis se encuentra incrementada en cancer de mama lo cual resulta
interesante ya que se esperaria que se secretaran a la sangre moléculas mayormente

relacionadas con la proliferacion, y no con el proceso de apoptosis.

Un razonamiento similar se puede aplicar con respecto a PUMA, DR5 , y
PERP. Con respecto a PUMA se encontré que es también un mediador clave de la ruta
apoptética inducida por p53. PUMA puede jugar un papel fundamental en la
determinacion del destino celular (muerte celular programada vs arresto del ciclo
celular) en respuesta a la activacion de p53; en tanto que DR5 , responde a la radiacién
y al dafio de DNA, esta involucrada en la activacion de las caspasas y la apoptosis
celular.” Por otro lado PERP , en algunos estudios se encontré que la pérdida de PERP
afecta a la homeostasis epitelial mamaria causando la acumulacién de células
inflamatorias alrededor de epitelio maduro mamario. Ademas, se muestra la reduccion
de expresion PERP en muchas lineas celulares de cancer de mama humano en
comparacion con las células no transformadas. Es importante sefialar que la deficiencia
PERP también promueve el desarrollo del cancer de mama de raton (Dusek, et al.,
2012). Debido al fundamento de las técnicas que se realizaron, desconocemos las
condiciones en las que se encuentran estas proteinas, ya que podrian ser disfuncionales

0 presentar alguna mutacion.

En cuanto a b-catenina (p-ser 33), BID, GRP75, HSP70, se esperaba encontrar
valores incrementados debido a las funciones que estas realizan , en cambio se

encontraron disminuidas.

Llegamos a la conclusion anterior ya que b-catenina (p-ser 33) forma parte de
las proteinas que tiene que ver con la regulacién del crecimiento celular y la adhesion
entre las células. BID es miembro de la familia BCL-2 (que regula la muerte celular) y
también es un mediador de dafio mitocondrial. GRP75, juega un papel en la
proliferacion celular, respuesta al estrés y el mantenimiento de las mitocondrias, tiene

que ver con las proteinas de choque térmico. Y por ultimo HSP70, tiene que ver con la
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respuesta inmune, y se localiza en el citoplasma y en el nucleo de la célula; alteraciones
ambientales, tales como un aumento repentino de temperatura, inducen la sintesis de

este tipo de proteinas de choque térmico (estrés) ."

Finalmente cabe sefialar que la mayoria de las proteinas identificadas en este
trabajo han sido descritas a nivel celular , pero en la presente investigacion el hecho de
que los resultados sean obtenidos a partir de una muestra de suero sanguineo ,

establecen la posibilidad de una prueba diagnostica y pronostica mas factible.
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10. CONCLUSIONES

En general, las proteinas del suero identificadas y seleccionadas (C1 inhibidor
de la proteasa, Haptoglobina y serotransferrina) a través de la técnica de electroforesis
mostraron capacidad moderada para detectar cancer. Sin embargo, probablemente son

mas indicativos de efectos secundarios como inflamacion no especifica de malignidad.

Todas las proteinas de la via de p53 estudiadas a traves del microarreglo de

anticuerpos tienen gran potencial para ser verificados como biomarcadores.

Con los resultados obtenidos podriamos pensar en que es una respuesta del
organismo a un cancer ya establecido, y con esto sentar un antecedente para diferenciar
cancer de una lesidn benigna, sin métodos mas invasivos que una toma de muestra de

sangre.

11. PERSPECTIVAS

Se requiere un estudio con un mayor niumero de muestras de suero de pacientes
que permita la verificacion de las proteinas identificadas por estos estudios para su
propuesta como biomarcadores de cancer de mama. Asimismo después de la
verificacion un estudio a nivel clinico para su validaciébn como biomarcador para

diagndstico de cancer de mama y poder establecer los valores de referencia adecuados.
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14. APENDICE

Tabla 7. Valores promedio de los 6 datos de fluorescencia en el microarreglo de las

proteinas de la via p53 (Panorama SIGMA) de la relacion de cancer/benigno (C/B)

. Desviacion
Promedio (C/B) .
estandar

ACETYLATED PROTEIN 0.61707752 0.35415308
Apafl 1.12806927 1.12041552

ATM 0.92132357 0.11693667

ATM 0.9702465 0.14668359
BACHL1 0.8395155 0.78847526

BAK 0.83230151 0.24607567

BAP1 0.71537703 0.24284962

b CATENIN 0.68893976 0.15472713

b CATENIN (pSer 33/37) 0.54645334 0.24483278
b CATENIN (pSer 45) 0.92577876 0.22774464
b CATENIN (pSer 33) 0.46866094 0.1137106
Bax 0.66840805 0.25760233

Bax 0.7232279 0.24626388

BID 0.71703297 0.17034495

Bcl-2 1.16182617 0.27772454

Bcl-2 33334.0716 51638.4316

Bel-x 0.79822166 0.36545901

Bcl-xl 0.98189219 0.34938842
Caspase 3 0.99550349 0.2052016
Caspase 3, Active 1.41085715 0.34839458
Caspase 6 0.86920754 0.13466547
Caspase 9 0.71696274 0.4927689
Caspase 9 0.57581019 0.28011201
Cdc25A 33333.3712 51638.974
Cdc25c 0.90270365 0.14985109
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c-Abl 0.9781536 0.14771574
Cdk1(p34cdc2) 1.2230615 1.01262003
Cdk4 0.83199271 0.15424816
Cdk7/CAK 0.72217379 0.25670483
Chk1 0.81945847 0.25188146
Chk2 0.89305199 0.20716254
Chk2 0.97253049 0.10680791
C-Myc 0.63000986 0.3391444
COX 1l 0.81533102 0.34486528
Cyclin A 0.81491449 0.33307614
Cyclin D1 1.17923114 0.30161466
Cyclin D1 0.96773905 0.62102687
Cyclin B1 1.22655393 0.32865582
CyclinH 3.61275011 4.19214044
Daxx 0.95165966 0.09647323
DR5 12.4116179 15.7146838
E2F1 0.80810403 0.38919761
E2F2 1.00181279 0.07946826
E2F3 0.94837024 0.3131603
E2F4 0.81077614 0.2809504
FADD 1.19976938 0.41455623
Falkor/PHD1 1.3592511 0.69688693
FAS (CD95/AP0-1) 0.98059858 0.31452367
FAS LIGAND 0.86029588 0.34218842
GADD 153 29.7078577 45.3040126
GRP 75 0.324532 0.29972655
HDAC-1 30.1990943 45.3958202
HDAC-1 24.8830529 37.1428335
HSP 70 0.54635 0.2084538
HSP 90 33333.3387 51638.9992
JNK 23.6105968 35.1892989
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JNK, Activated

_ 1.15434994 0.7508289
(Diphosphorylated JNK)
MAD1 0.92147864 0.36927158
MAD?2 0.9415949 0.42753334
MAP Kinase Kinase (MEK,
0.78065903 0.35145435
MAPKK)
MAP Kinase Kinase 4
0.88815101 0.21057242
(MKK4, SEK1, JNKK1)
MTBP 2.2552182 0.54745259
14-3-3 (Theta/tau) 1.83663931 1.5591272
MDM2 1.45179721 0.62635534
MDM2 1.24657736 0.55501
MDMX 0.91388805 0.44608169
pl6INK4a/CDKN2 0.99357123 0.47707567
Pl4arf 1.37342272 0.61730108
p21WAF1/Cipl 1.01415381 0.94378946
P19INK4d 1.1163021 0.22196249
p38 MAP Kinase 0.8891116 0.33600771
p38 MAP Kinase, Activated
) 1.01187596 1.00005352
(Diphosphorylated p38
p38 MAP Kinase, Non-
) 0.95307055 0.07772115
Activated
p53 0.92052259 0.27772819
p53DINP1/SIP 1.25085997 0.91698798
p53R2 N terminal 1.14431867 0.67863757
PHOSPHO P53 (pSer 392) 16667.1352 40824.1096
P63 1.75154568 1.2401971
P63 1.58948412 0.84545691
p57kip2 1.51902046 0.61543838
PCAF 1.56416079 1.09925145
Proliferating Cell Nuclear
33333.2891 51639.0376

Antigen
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PERP 3.0914939 2.76993942
PEST 247707425 1.55809273
Phosphoserine 0.94097285 0.50099841
Phosphoserine 0.93398051 0.19328497
Phosphotyrosine 0.65098001 0.31017773
PID/IMTA2 1.63221504 1.65779509
PKB a 0.89743343 0.21973875
PKB Phospho Ser 473 1.01596926 0.08004686
PKB Phospho Thr 308 0.96389105 0.05938537
PML 1.11873276 1.04019204
Protein Kinase C? 0.95310799 0.17902581
PTEN 1.15345693 0.27010525
PTEN 0.98842511 0.23687133
PUMA/bbc 3 2.58275358 0.46881447
p300/CBP 0.86204726 0.50819539
Siah2 0.64549724 0.39951487
Raf-1 /c-Raf 0.94204575 0.20936641
Raf-1 0.9836394 0.31405482
Retinoblastoma 1.04150597 0.29067626
phospho-Retinoblastoma
(pSer 795) 1.25479968 0.2493704
SP1 0.77503382 0.50518003
Ubiquitin 0.84669885 0.40435401
Ubiquitin 1.00027643 0.17292873
b Actin 1.20476321 0.2805231
Actin 1.06094735 0.64811866
b Tubulin | 0.93268766 0.10054948
Ezrin 0.93211363 0.07798852
Fibronectin 1.00836655 0.17284955
Pan Cadherin 0.94742114 0.0451509
Pan Cytokeratin 0.93571981 0.20427647
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