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Resumen 

 

El carcinoma mamario triple negativo (TN) carece de una terapia específica 

debido a que no expresa receptores hormonales (RH) ni HER2, por lo que el análisis a 

nivel molecular y el desarrollo terapias específicas es un tópico de interés clínico. 

La expresión del factor de transcripción HIF-1α (el cual se asocia a estadios 

agresivos de la enfermedad) fue analizada en 102 biopsias de pacientes mexicanas, 

comparándose con 31 biopsias de tejido mamario no tumoral.  Para evaluar la 

funcionalidad de HIF-1α, se realizó un análisis por western blot de proteínas glicolíticas 

cuya expresión se encuentra regulada por este factor.  Asimismo, se analizó el contenido 

de proteínas mitocondriales.  La validación de HIF-1α como biomarcador se realizó 

comparando su expresión con los contenidos de proteína de biomarcadores utilizados en 

clínica, así como proteínas asociadas a metástasis y autofagia.  HIF-1α, C-MYC, HER2 y 

COXIV aumentaron significativamente (2-100 veces) frente al tejido no tumoral.  A pesar 

de la expresión de HIF-1α en todas las muestras tumorales, únicamente el subtipo 

HER2+/RH−, mostró un aumento sustancial de HKII.  Por el contrario, en el subtipo TN 

se detectó un aumento significativo en 2OGDH y E-cadherina vs. otros subtipos.  Estos 

resultados sugieren que HIF-1α + COXIV + C-MYC (+ HER2 para el subtipo 

HER2+/RH−) pueden ser útiles para integrar un patrón de biomarcadores metabólicos 

para el diagnóstico en CaMa, mientras que HIF-1α + C-MYC + 2OGDH + E -cadherina 

pueden ser una alternativa de una firma molecular útil y confiable para el subtipo TN. 

Para proponer estrategias terapéuticas se analizó el metabolismo energético de 

las líneas celulares TN; MDA-MB-231 (231) y MDA-MB-468 (468) en condiciones de 

normoxia (21% de O2) e hipoxia (0.1% de O2) midiendo: 1) el contenido de proteína de 

enzimas glucolíticas y mitocondriales, 2) el flujo de glucólisis y de fosforilación oxidativa 

(FO), y 3) la sensibilidad a inhibidores glucolíticos, mitocondriales y fármacos canónicos.  

En ambas líneas celulares la hipoxia aumentó significativamente los niveles de HIF1-α 

(99%), lo que se relacionó con un aumento de 2 a 5 veces de GLUT-1, HKI y II y LDH; 

así como un aumento del flujo glucolítico (30-80%).  En referencia a la FO la hipoxia 

disminuyó (20% -60%) los contenidos de 2OGDH, COX-IV ND1 y ATP-sintasa así como 

la FO (60-75%).  En normoxia ambas líneas celulares dependieron de la FO (60-75%) 

mientras que en hipoxia dependieron de la glucólisis (70-76%).  En normoxia, las drogas 

antimitocondriales (casiopeina II gly y derivados de la vitamina E) disminuyeron la 

proliferación (IC50≈ 2.5 µM) y la migración.  Estos datos favorecen el uso de inhibidores 

antimitocondriales para el tratamiento del carcinoma mamario TN. 



 

Summary 

 

Triple negative breast cancer (TN) lacks a specific therapy due to the absence of 

HER2 and hormone receptors (HR) expression. Then a molecular analysis is an 

interesting approach to search new biomarkers and therapies. 

The expression of the transcription factor HIF-1α (which is associated with more 

aggressive stages of this disease) was analyzed in biopsies from 102 Mexican patients 

and compared to 31 non-tumoral breast biopsies.  To assess the functionality of HIF-1α, 

a proteomic analysis of glycolytic proteins whose expression is regulated by this 

transcription factor was carried out.  Additionally, the content of mitochondrial proteins 

was analyzed.  Furthermore, validation of HIF-1α as a biomarker of breast cancer was 

performed by comparing its expression with protein content of common clinical 

biomarkers and proteins associated with metastasis and autophagy.  HIF-1α, C-MYC, 

HER2 and COXIV protein contents increased significantly in all tumor subtypes versus 

normal tissue.  Although HIF-1α showed a high expression in tumor samples, only 

HER2+/HR–subtype, showed a substantial HKII increase.  Also, in the TN subtype a 

significant increase of 2OGDH and E-cadherin was detected vs. other subtypes.  These 

results suggest that HIF-1α + COXIV + C-MYC protein (+ HER2 for subtype HER2+/HR-) 

may be useful to integrate a pattern of metabolic biomarkers in breast cancer diagnosis, 

while the content of HIF-1α + C-MYC + E -cadherin + 2OGDH can be an alternative to 

become a useful and reliable cancer prognosis subtype TN signature. 

In order to establish targeted therapies, energy metabolism of the TN cell lines; 

MDA-MB-231 (231) and MDA-MB-468 (468) was analyzed under both normoxia (21% 

O2) and hypoxia (0.1% O2) by determining: 1) protein content of glycolytic and 

mitochondrial enzymes; 2) glycolytic and oxidative phosphorylation (OxPhos) fluxes; and 

3) cell growth sensitivity to glycolytic and mitochondrial inhibitors, and anti-cancer drugs.  

In both cancer cell lines, 24 h hypoxia significantly increased HIF1-α (99%), which 

correlated with a significant increment (2-5 times) in GLUT-1, HKI and II and LDH, as well 

as in the glycolytic flux (30-80%).  For OxPhos, hypoxia decreased (20%-60%) the 

contents of COX-IV, 2OGDH, ND1 and ATP-synthase as well as OxPhos flux (75%).  

Under normoxia, both cancer cell lines mainly depended on OxPhos (75-60%); whereas 

in hypoxia, both cell lines depended on glycolysis (70-76%).  Under normoxia, anti-

mitochondrial drugs (casiopeina II-gly and vitamin E-phosphonium derivatives) decreased 

cancer cell proliferation (IC50 values ≈ 2.5 µM) as well as cell migration.  These data 

support the use of mitochondrial inhibitors for the treatment of TN breast carcinoma. 
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Capítulo 1  

Determinación de un perfil de biomarcadores 

para carcinoma mamario ductal infiltrante. 
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1 Introducción 

 

1.1 Epidemiología  

 

El cáncer es una de las principales causas de muerte en países desarrollados 

(con un 13% del total de las muertes) en 2012 [WHO, 2015].  A nivel nacional, las 

estadísticas más actuales (2014) sitúan a este padecimiento como la tercera causa de 

muerte, siendo superada por la diabetes y las enfermedades cardiovasculares [INEGI, 

2015].  Los cánceres de mama (CaMa) y cérvix (CaCu) se consideran las principales 

causas de morbilidad y de mortalidad en la población femenina mexicana [INEGI, 2015; 

SS 2015].  Las estadísticas muestran que del 2004 al 2014, la incidencia del CaMa 

aumentó 2.2 veces y la mortalidad un 40%, mientras que el CaCu presentó una 

disminución del 40% en incidencia y del 10% en mortalidad durante el mismo periodo de 

tiempo [INEGI, 2015; SS, 2015] (Figura 1).  El CaMa tiene una mayor prevalencia a partir 

de los 25 años (i.e. de los 11,372 casos reportados en el 2014 únicamente el 1% 

corresponden al rango de 10 a 24 años) [SS, 2015] y en el rango de 25 a 65 esta 

patología es la principal causa de muerte por cáncer (20%) [INEGI, 2015].  Debido a lo 

anterior, el Sector Salud en México sitúa al CaMa como un problema grave de salud 

pública. 
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Figura 1.  Relación morbilidad/mortalidad de CaMa y CaCu del 2004-2014.  La línea continua indica la incidencia de 

cada tipo de cáncer y la línea punteada indica la mortalidad para cada una.  INEGI, 2014 y SS 2014. 
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El aumento en la mortalidad se debe a; 1) campañas de detección insuficientes; lo 

que repercute en una mayor probabilidad (56-80%) de identificación del CaMa en 

estadios avanzados y 2) las metodologías de diagnóstico (mamografías y ultrasonidos) y 

clasificación (evaluación de receptores hormonales (RH) y HER2) son escasas en los 

centros de salud lo que prolonga (10 meses) la elección del tratamiento [Chavarri-Guerra 

et al., 2012]. Por lo tanto, es necesaria la búsqueda de nuevos biomarcadores que 

permitan una detección eficiente para la selección apropiada de un tratamiento. 

 

1.2. Biomarcadores en CaMa, detección, clasificación y tratamiento 

 

Un biomarcador molecular se define como una proteína o metabolito cuyo cambio 

en expresión y/o contenido se asocia a procesos fisiológicos o patológicos [Mayeux, 

2004].  Los biomarcadores moleculares identificados en CaMa son de utilidad para 

evaluar la prognosis y la predicción de la enfermedad [Sawyers, 2008] 

Los biomarcadores pronósticos permiten (a) clasificar a los cánceres con "buen 

pronóstico" vs. los de "mal pronóstico", (i.e. en un CaMa con buen pronóstico como el 

que es positivo al receptor de estrógeno (RE) la esperanza de vida de 5 a 15 años es del 

70-95%; mientras que un cáncer de mal pronóstico como son los CaMa triple negativos 

(TN), la esperanza de vida es menor a 5 años (86%) [EBCTCG, 2005]; y (b) seleccionar 

adecuadamente el tipo de tratamiento clínico a seguir (i.e. el tratamiento adyuvante para 

los tumores positivos a RE es su inhibidor tamoxifen, mientras que los tumores positivos 

a HER2 son tratados con el anticuerpo monoclonal  trastuzumab) [EBCTCG, 2005].  Los 

biomarcadores predictivos (o de respuesta) evalúan la probabilidad de obtener 

beneficios a largo plazo después de un tratamiento (i.e. en tumores positivos a RE el 

tratamiento con tamoxifen aumenta la sobrevida a 5 años en un 31%) [EBCTCG, 2005]. 

Para diagnosticar el estadio de malignidad (i.e. estadios I, II, II, IV) y establecer un 

tratamiento inicial, se evalúan características clínico-patológicas de la enfermedad 

mediante análisis morfológicos e histológicos [Fitzgibbons et al., 2000].  En México los 

biomarcadores de tratamiento para CaMa son los receptores de estrógeno (RE), de 

progesterona (RP) y el receptor al factor de crecimiento epidérmico en humano tipo 2 

(HER2) [Pérez-Sánchez et al., 2008; Ceballos-Cancino, 2008].  Este criterio permite 

clasificar a las pacientes en 4 subtipos: Luminal A, Luminal B, HER2, y Triple negativo 

(Tabla 1).  El subtipo Luminal A se caracteriza por presentar positividad a RE, puede o 

no presentar positividad a RP y no presenta positividad a HER2.  Otro factor que 

recientemente se ha relacionado con este subtipo es una baja expresión del factor de 
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proliferación Ki67 (<30%).  Es el subtipo con más prevalencia en el mundo (40-70%) y 

presenta una sobrevida mayor en comparación con los demás subtipos (i.e. la sobrevida 

a 5 años es del 90%).  El luminal B presenta positividad a RE, puede o no presentar 

positividad a RP o a HER2 y, contrario al Luminal A, presenta niveles mayores de Ki67 

(≥30%).  Este subtipo es el segundo lugar en prevalencia a nivel mundial (6-22%) y tiene 

una sobrevida semejante al grupo Luminal A.  Por su parte, el subtipo HER2 únicamente 

presenta positividad a este receptor, tiene una menor prevalencia a nivel mundial (8-

16%) y la sobrevida general es más baja en comparación con los otros subtipos (i.e. la 

sobrevida a 5 años es del 80%).  Por último, el subtipo TN no expresa estos receptores.  

Su prevalencia es mayor en la población hispana y en la población afroamericana (14-

22%) y es el subtipo con menor sobrevida (i.e. la sobrevida a 5 años es del 75%) [Perou 

et al., 2000; Carey et al., 2006; Spitale et al., 2009; Vallejos et al., 2010; Pacheco-

Velázquez et al., 2014; Pérez-Rodríguez et al., 2015; Park et al., 2012]. 

Subtipo 
Clasificación 

histológica 

Sobrevida a 

2, 5 y 10 años 

Tratamiento: 

Cirugia + 

Incidencia 

 en LA 

Incidencia 

mundial 

Luminal A 

RE + 

RP +/- 

HER2- 

Ki67 <14% 

97%, 90%, 82% Tamoxifen 
56-65% (MX) 

49% (PE) 

73% (SZ) 

69% (PL) 

55% (US) 

53% (CO) 

Luminal B 

RE + 

RP +/- 

HER2 +/- 

Ki67 >14% 

97%, 85%, 73% 
Tamoxifen/ 

Trastuzumab 

13-22% (MX) 

13% (PE) 

22% (CO) 

17% (US) 

14% (SZ) 

6% (PL) 

HER2 

RE - 

RP - 

HER2 + 

92% 80% 62% Trastuzumab 
16% (PE) 

8-9% (MX) 

12% (SZ) 

12% (PL) 

9% (CO) 

7% (US) 

Triple negativo 

RE - 

RP - 

HER2- 

85%, 75%, 67% Quimioterapia 
21% (PE) 

14% (MX) 

22% (US) 

16% (CO) 

7% (SZ) 

8% (PL) 

Tabla 1.  Clasificación histológica de los subtipos de CaMa.  Abreviaturas +; positivo, -; negativo, CO; Corea, LA; 

Latinoamérica, MX; México, PE; Perú, PL; Polonia, RE; receptor de estrógeno, RP; receptor de progesterona, SZ; 

Suiza, US; Estados Unidos  de Norteamérica.  Referencias: Carey et al., 2006; Park et al., 2012: Pacheco-Velázquez 

et al., 2014; Pérez-Rodríguez et al., 2015; Perou et al., 2000; Spitale et al., 2009; Vallejos et al., 2010. 
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1.3 Limitaciones de los biomarcadores actuales en CaMa 

 

Debido a que la clasificación de los tumores mamarios en estos 4 subtipos 

depende de análisis inmunohistoquímicos, se presentan con frecuencia resultados 

negativos aun cuando la patología esté presente (falso negativo; i.e. la relación de falsos 

negativos para el RE es de 30-70%, mientras que para el RP es del 40% y para HER2 

es del 20% [Allred, 2008; Wolff et al., 2006]) y en consecuencia el tratamiento será 

incompleto e inadecuado.  Esto puede deberse a que: (1) la selección de un punto de 

corte (medido como el porcentaje de expresión del biomarcador para ser considerado 

como positivo) en la intensidad de la tinción, queda a criterio de la inspección ocular del 

patólogo; y (2) la intensidad de la señal inmunohistoquímica variará dependiendo del 

sitio donde fue obtenida la muestra (la señal será más débil conforme se aleje del tumor) 

[revisado en Rodríguez-Enríquez et al., 2011].  Aunque en la clínica también se emplean 

otros biomarcadores como son C-MYC, Ki-67, H-RAS y p53 [Lari et al., 2011], estos son 

más susceptibles a interpretaciones erróneas pues algunos tumores malignos los 

expresan independientemente del estadio en el que se encuentre el tumor (i.e. en CaMa, 

la expresión de Ki-67 es semejante en estadios II, III y IV [Burcombe et al., 2005]). 

Además, el análisis de un biomarcador de manera individual usualmente reporta 

resultados contradictorios.  Por ejemplo, a pesar de que HER2 es considerado como un 

biomarcador pronóstico relativamente confiable para CaMa [King et al., 1985; Slamon et 

al., 1987; Citri et al., 2006; Moasser, 2007; Graus-Porta et al., 1997], algunos tumores 

pierden la expresión de HER2 luego del tratamiento con trastuzumab pero mantienen su 

malignidad o se vuelven más agresivos (i.e. solamente el 35% de las pacientes HER2 

positivas tendrán una respuesta favorable al emplear trastuzumab; y de éstas el 70% 

presentará metástasis al año de tratamiento [Mitterdorf et al., 2009; Gajria et al., 2011]).  

La resistencia al tratamiento con trastuzumab se debe a (1) mutaciones en HER2 (i.e. la 

mutación p59HER2 da como resultado la activación constitutiva de este receptor); (2) la 

sobrexpresión de otros receptores de la familia de HER2 (como son EGFR, HER3 e 

IFGR); y (3) mutaciones en la cascada de señalización de HER2 (por ejemplo la 

disminución de PTEN y la sobre activación de la vía PI3K/Akt [Vu et al., 2012]. 

Como contraparte, el descubrimiento de nuevos biomarcadores ha impulsado el 

desarrollo (y mejoramiento) de nuevas terapias antineoplásicas personalizadas, como es 

el caso de las firmas genéticas Mammaprint y OncotypeDX (las cuales miden el nivel de 

mRNA de 70 y 21 genes en muestras de tejido fresco respectivamente) y permiten 

identificar a pacientes con alto riesgo de padecer metástasis y elegir candidatas para 
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tratamiento con quimioterapia [van ’t Veer et al., 2002].  Sin embargo, este tipo de 

análisis genómicos conllevan varias suposiciones y restricciones: (i) estas firmas 

subestiman el potencial de genes cuya regulación es a nivel transcripcional, post-

transcripcional o post-traduccional; (ii) la expresión del gen, medida como el incremento 

en el contenido de mRNA, no garantiza la estabilidad ni mucho menos la funcionalidad 

de la proteína; y por último (iii) los cambios en la transcripción genética no siempre 

correlacionan con la función biológica y las proteínas pueden ser reguladas por procesos 

post-traduccionales independientes del nivel de proteína o el nivel del ARN mensajero 

(mARN) por lo que resulta en un análisis incompleto [Moreno-Sánchez et al., 2016; 

Subramanian y Simon, 2010; ter Kuile y Westerhoff, 2001].  La dificultad de clasificar y 

diseñar una terapia exitosa para el fenotipo TN denota la necesidad de desarrollar un 

análisis más integral, donde se incluya un perfil de biomarcadores de proteínas de 

diferentes vías (e.g. metabolismo+ proliferación+ resistencia a drogas+ metástasis+ 

hipoxia+ angiogénesis) para tener un mejor entendimiento del cáncer, su progresión y su 

posible tratamiento [Rodríguez-Enríquez et al., 2011]. 

 

1.4 Metabolismo energético en cáncer, una propuesta en la búsqueda de 

biomarcadores. 

 

Las modificaciones en el metabolismo energético en los tumores (i.e. producción 

de ATP por glucólisis y fosforilación oxidativa: FO) es una característica que ha cobrado 

interés en la última década, a tal grado que se ha considerado como un marco de 

referencia del desarrollo tumoral [Hanahan y Weinberg, 2011].  Sin embargo, una gran 

cantidad de los estudios publicados se centran en analizar el aumento de la glucólisis 

tumoral en condiciones aeróbicas, fenómeno conocido como efecto Warburg [Warburg, 

1956].  Esto se debe a que la mayoría de los tumores mantienen una glucólisis 

aumentada de 2 a 17 veces comparada con los tejidos de origen [Pedersen, 1999; 

Moreno-Sánchez et al., 2007], lo que provee de metabolitos esenciales para la 

proliferación (nucleótidos, aminoácidos, coenzimas y esqueletos de carbono) y 

equivalentes reductores (NADPH) para contender contra el estrés oxidante [Hannahan y 

Weinberg, 2011]; y permite el desarrollo de fenotipos invasivos en vejiga, mama, cervix y 

ovario [Semenza 2008]. Este fenómeno es semejante a los estadios iniciales del 

desarrollo embrionario previo a la implantación y generación de la placenta [Smith et al., 

2013].  
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En condiciones de normoxia este efecto es mediado por la expresión de 

oncogenes como C-MYC y cascadas de señalización (como es la vía de PI3K/AKT), que 

en conjunto aumentan la expresión de transportadores y enzimas de la glúcólisis (i.e. 

GLUT1, HPI, PFK-1, enolasa, GAPDH, PGK y LDH-A [Moreno-Sánchez et al., 2007; 

Semenza, 2008; Lurlaro, et al., 2014] (Tabla 3). 

Por otro lado los tumores sólidos, a los que pertenece el CaMa, presentan una 

estructura heterogénea, es decir, en ciertas regiones no se tiene irrigación sanguínea 

apropiada por lo que hay una reducción de nutrientes y de oxígeno generando una 

condición de hipoxia [Höckel et al., 2001].  La baja tensión de oxígeno (concentraciones 

tisulares de O2 inferiores a 5-10 mm Hg) altera la homeostasis de la célula, lo que 

conduce a la estabilización de la subunidad 1α del factor inducido por la hipoxia (HIF-

1α).  El contenido de HIF-1α se encuentra incrementado de 10 a 100 veces en tumores 

de pulmón, páncreas, colon, mama, ovario, hígado y gliomas, ya sea medido por 

Western Blot o por ensayos de inmunohistoquímica [Bos et al., 2001; Liu et al., 2009; 

Mayer et al., 2012; revisado en Mabjeesh et al., 2007].  Su activación promueve la 

transcripción de diversos factores que permiten la supervivencia y desarrollo celular 

como son: angiogénesis (VEGF y VEGFR, angiopoietina-2), eritropoyesis 

(trombospondina-1), incremento en el metabolismo energético (Tabla 3), proliferación 

celular (FGF, PDGF), remodelación vascular, proteólisis, inhibición de apoptosis, 

regulación del pH (MCT4 y CA-IX) y resistencia a fármacos (P-glicoproteína) [Brahimi-

Horn et al., 2009; Weidemann et al., 2008] 

En células cancerosas, la activación de HIF-1α aumenta la cantidad y actividad de 

numerosas isoformas de la glucólisis en comparación con las células no-malignas 

[Revisado en Marín-Hernández et al., 2009].  Por lo tanto, este proceso se ha 

correlacionado con el aumento de la velocidad del flujo glucolítico.  Entre las enzimas 

glucolíticas reguladas por la estabilización de HIF-1α están los transportadores de 

glucosa (principalmente, GLUT-1 y GLUT-3) que se sobreexpresan bajo condiciones 

hipóxicas [Brown et al., 2002; Burt et al., 2001; Rodríguez Enríquez et al., 2010]; las 

hexocinasas (HK) HK-I y HK-II también son sobreexpresadas por este factor [Rankin y 

Giaccia, 2008]; y la lactato deshidrogenasa tipo A (LDH-A) que aumenta la producción y 

expulsión de lactato, acidificando el medio extracelular, de manera que el tumor continúe 

en crecimiento y expansión [Semenza, 2008] (Tabla 3).  En este sentido la expresión de 

HIF-1α y la regulación de proteínas involucradas en el metabolismo glucolítico son una 

alternativa considerable para ser estudiados como biomarcadores. 
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 Normoxia Hipoxia 

 FT Sitio de acción Efecto FT Sitio de acción Efecto 

Glucólisis 

C-MYC 

GLUT1, HPI, PFK-

1, GAPDH, PGK, 

ENO y LDH-A 

Aumento de la glucólisis 

HIF-1α 

GLUT1, HKII, HPI, 

ALDO, TPI, 

GAPDH, PGAM-B, 

ENO, PYK-M2 y 

LDH-A 

Aumento de la glucólisis 

PI3K-AKT 
GLUT 1, GLUT 4, 

PFK2 
Aumento de la glucólisis 

Metabolismo 

mitocondrial 

p53 
SCO2, GLS, PDK2, 

AIF, y Parkina 
Aumento en la FO HIF-1α 

PDK1, LON, 

 COX4-2 

Disminución del consumo de 

piruvato 

Disminución de la FO 

C-MYC 

TFAM, SLC1A5, 

SLC7A5, GLS, 

PDK1 

Biogénesis mitocondrial 

Glutaminólisis 

Disminución del consumo de 

piruvato 

AMPK 
ATG5, LC3-I, 

BNIP3 y BNIP3L 
Aumento en la autofagia 

Tabla 3.  Oncogenes, vías de señalización y factores de transcripción que modifican la glucólisis y el metabolismo mitocondrial en condiciones de normoxia e hipoxia.  Abreviaturas: 

AIF; Factor inductor de la apoptosis, ALDO; Aldolasa, AMPK; Cinasa dependiente de monofosfato de adenosina, ATG5; Proteína de autofagia 5, BNIP3; Proteína de interacción con 

el complejo BCL2/adenovirus E1B de 19 kDa, isoforma ,3 BNIP3L; Proteína parecida a la proteína de interacción con BCL2/adenovirus E1B de 19 kDa, isoforma 3, COX4-2; 

Isoforma 2 de la Citocromo oxidasa, ENO; Enolasa, FO; Fosforilación oxidativa, FT; Factor de transcripción, GAPDH; Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa, GLS; Glutaminasa, 

GLUT1; Transportador de glucosa isoforma 1, GLUT 4; Transportador de glucosa isoforma 4, HIF-1α; Factor inducido por hipoxia, HKII; Hexocinasa isoforma 2, HPI; Hexosa fosfato 

isomerasa, LC3-I; Proteína 1A/1B-cadena liviana 3 asociada a microtúbulos isofoma 1, LDH-A; Lactato deshidrogenasa isoforma A, PDK1; Piruvato deshidrogenasa cinasa isoforma 

1, PDK2; Piruvato deshidrogenasa cinasa isoforma 2, PFK-1; Fosfofructocinasa isoforma 1, PFK-2; Fosfofructocinasa isoforma 2, PGAM-B; Fosfoglicerato mutase tipo isoforma B, 

PGK; Fosfoglicerato cinasa, PI3K-AKT; Fosfoinositol 3-cinasa/ proteína cinasa de residuos serina/threonina, PYK-M2; Piruvato cinasa isoforma M2, SCO2; Proteína de ensamblaje 

de la citocromo C oxiada isoforma 2, SLC1A5; Miembro número 1 de la familia 5 de acarreadores de solutos, SLC7A5; Miembro número 7 de la familia 5 de acarreadores de solutos, 

TFAM; Factor de transcripción mitocondrial A, TPI; Triosafosfato isomerasa. Referencias: Kim et al., 2006, Marín-Hernández et al., 2009, Fukuda et al., 2007, Papandreou et al., 

2008; Matoba et al., 2006; Hu et al., 2011; Stambolsky et al., 2006; Zhang et al., 2011; Iurlaro et al., 2014 
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Asimismo, en condiciones de normoxia el metabolismo mitocondrial se mantiene 

activo mediante procesos regulados por el factor transcripcional p53, el cual aumenta la 

expresión de la proteína de ensamblaje de la citocromo oxidasa (SCO2), la glutaminasa 

(GA), la piruvato deshidrogenasa kinasa 2 (PDK2), el factor inhibitorio de la apoptosis 

(AIF) y de una RBR E3 ubiquitín proteín ligasa (Parkina) [Matoba et al., 2006; Hu et al., 

2011; Stambolsky et al., 2006; Zhang et al., 2011].  Asimismo C-MYC aumenta la 

biogénesis mitocondrial (mediante la transcripción de TFAM) y la glutaminólisis 

(modulando la expresión de los transportadores de glutamina y la GA [Revisado en 

Iurlaro et al., 2014] (Tabla 3). 

La hipoxia tumoral también genera cambios en el metabolismo mitocondrial (que 

pueden o no estar ligados a la estabilización de HIF-1α) como son:  

(1) la disminución en la actividad del complejo de la piruvato deshidrogenasa (PDH) 

mediada por el aumento en la transcripción y la actividad de la piruvato deshidrogenasa 

cinasa 1 (PDK1), proteína  regulada por HIF-1α [Kim et al., 2006];  

(2) la disminución en la actividad de ciertas enzimas del ciclo de Krebs como son la α-

cetoglutarato deshidrogenasa (2OGDH) [McLain et al., 2011];  

(3) el aumento de la GA [Matés et al., 2009];  

(4) la disminución de enzimas de la cadena transportadora de electrones y el sistema 

fosforilante como es la degradación de la citocromo c oxidasa isoforma 1 (COX4-1) por 

la proteasa mitocondrial LON (la cual está regulada por HIF-1α), al igual que la isoforma 

2 de COXIV [Fukuda et al., 2007] (Tabla 4).  La ATP-sintasa disminuye su expresión 

[Isidoro et al., 2004], aunque la translocasa de adenín nucleótidos (ANT) se encuentra 

sobre-expresada en diversos tipos de cáncer incluyendo el de mama [Brenner et al., 

2010]. 

Aunado a esto, la autofagia es un proceso que permite al tumor sobrevivir cuando 

la angiogénesis, que en tumores sólidos es limitada e imperfecta, lleva a la privación de 

nutrientes e hipoxia.  Este mecanismo puede ser identificado por Bnip-3 y LAMP1.  El 

primer factor es una proteína pro-apoptótica que está asociada a la disfunción 

mitocondrial y a la muerte celular, además de ser un potente inductor de la mitofagia 

[Quinsay et al., 2010].  LAMP1 es una proteína membranal de los lisosomas cuya 

función intra-celular es mantener la integridad de los lisosomas, sin embargo cuando se 

encuentre en la membrana plasmática favorece la adhesión célula-célula [Sarafin et al., 

1998] y en cáncer está involucrada en procesos de migración, invasión y metástasis 

[Jensen et al., 2013]. 
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Aun así, son pocos los estudios donde se analizan los niveles de HIF-1α en 

biopsias de CaMa.  Bos y colaboradores (2001) demostraron que el carcinoma mamario 

muestra altos niveles de HIF-1α (4 a 14 veces) comparado con el tejido mamario normal, 

en el cual está ausente [Bos et al., 2001].  Además, la alta expresión de HIF-1α se 

vincula a una mayor malignidad tumoral evaluada como metástasis y bajo pronóstico de 

supervivencia en pacientes con CaMa [Patiar, 2006].  De forma general, los niveles de 

HIF-1α a nivel proteómico se consideran como un factor pronóstico en el CaMa tanto en 

pacientes con ganglios positivos como negativos [Patiar, 2006].  Sin embargo, ningún 

estudio analiza el contenido proteico de HIF-1α junto con la expresión y actividad de 

proteínas glucolíticas y tampoco se considera al metabolismo mitocondrial como un 

biomarcador potencial. 

Está ampliamente documentado que la alta velocidad glucolítica en todos los 

tumores de rápido crecimiento estudiados, es el resultado de la estabilización de HIF-1α 

y este fenotipo está asociado con la tumorigénesis [Lee et al., 2006], por lo que es 

posible que estas características permitan proponer “biomarcadores” específicos de 

desarrollo tumoral.  En este sentido, en algunas biopsias de diferentes carcinomas 

humanos GLUT-1 se sobre-expresa de forma significativa [Rudlowski et al., 2004; 

Goldman et al., 2006; Mori et al., 2007].  De igual forma, en biopsias humanas de CaMa, 

pulmonar y rectal la sobre-expresión de LDH y de HKII se vincula con un aumento en su 

actividad [Ballinski et al., 1983; Ballinski et al., 1984].  Sin embargo, HIF-1α no se evaluó 

para establecer una correlación entre ambos.  Por el contrario, el análisis en algunos 

tipos de cáncer se limita a evaluar individualmente los niveles de expresión de HIF-1α o 

de alguna proteína del metabolismo glucolítico como GLUT-1 [Lee et al., 2008] y en 

pocos casos se analiza la combinación de HIF-1α + GLUT-1 [Lee et al., 2008; Chung et 

al., 2009]. 

Con base en lo anterior resulta novedoso establecer si existe una mayor 

expresión de HIF-1α y de algunas proteínas glucolíticas o mitocondriales, en CaMa.  En 

el caso de lograr establecer con claridad una relación positiva entre el nivel de sobre-

expresión de HIF-1α, y las enzimas y transportadores glucolíticos o mitocondriales, en un 

tumor (en comparación con tejido no tumoral) estas proteínas podrían ser potenciales 

biomarcadores de cáncer. 
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2 Hipótesis y objetivos 

 

Hipótesis 

 

El aumento en el nivel de estabilización de HIF-1α, y los cambios subsecuentes 

en el contenido de proteínas de sus sitios de acción, podrán ser empleados en el 

desarrollo de un perfil de biomarcadores para pacientes triple negativo. 

 

Objetivo Principal 

 

Establecer un perfil de biomarcadores para biopsias de carcinomas mamarios 

ductales infiltrantes basados en el contenido de proteínas mediadas por HIF-1α. 

 

Objetivos particulares  

 

1) Análisis de los contenidos de proteínas glucolíticas, mitocondriales, marcadores 

canónicos, proteínas asociadas a procesos de metástasis y autofagia en muestras 

tumorales y no tumorales 

2) Análisis del contenido de proteínas en diferentes subtipos de carcinoma mamario. 
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3 Resultados 

 

Identification of a metabolic and canonical biomarker signature in Mexican 

HR+/HER2-, triple positive and triple-negative breast cancer patients* 

 

*Este artículo se publicó en la revista International Journal Of Oncology 

 

En este trabajo, se analizó la expresión del factor de transcripción HIF-1α en 102 

biopsias de tumores mamarios de pacientes mexicanas sin tratamiento clínico previo (51 

± 12 años) y se compararon con 31 biopsias de tejido mamario no tumoral.  Todas las 

muestras fueron otorgadas por el banco de tumores del Instituto Nacional de 

Cancerología (INCAN).  El análisis inmunohistoquímico de las 102 muestras  nos 

permitió agruparlas en 4 subtipos;  56% correspondían a subtipo HER2- / RH+, 8%  al 

HER2 + / RH-; 22% fueron triples positivo (HER2 + / RH +); y 14% fueron triple negativo 

(TN, HER2- / RH-).  Para evaluar la funcionalidad de HIF-1α, se realizó un análisis 

proteómico y funcional ("cinetómico") de proteínas glicolíticas, y de enzimas 

mitocondriales.  Por otro lado, la validación de HIF-1α como biomarcador de CaMa se 

realizó comparando su expresión con los contenidos de proteína de biomarcadores 

utilizados comúnmente en la clínica (C-MYC, Ki67 y H y K-RAS), así como proteínas 

asociadas a procesos de metástasis y la autofagia.  El análisis por western blot reveló 

que los contenidos de proteína de HIF-1α, C-MYC,  HER2 y COXIV se incrementaron de 

manera significativa en todos los subtipos tumorales frente a tejido normal.  Los 

contenidos y las actividades de las proteínas glicolíticas fueron similares entre muestras 

normales y tumorales, a excepción del subtipo HER2 / RH +, donde se observó un 

aumento sustancial de HKII.  Por el contrario, en el subtipo TN se detectó un aumento 

significativo en 2OGDH y E-cadherina para vs. otros subtipos de CaMa.  Estos 

resultados indican que las proteínas HIF-1α + COXIV + C-MYC (+ HER2 para el subtipo 

HER2+) pueden ser útiles para describir un patrón de marcadores metabólicos en CaMa 

para el diagnóstico, mientras que el contenido de HIF-1α + C-MYC + 2OGDH + E -

cadherina puede ser una alternativa de una firma útil y confiable para el pronóstico del 

cáncer subtipo TN. 
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in'u«s ""e",l lu_, iptioo f.olo<> 000 oooo¡;", .. (14.1 S j. 1 n 
¡>I";owO!. tb< hypoxL> ,iOOuciNe f.dce 1" ( In F-I,,) ine", .... 
Ih. I''''<or iptioo d , ene< o<><J ini fUI "p"oifio gl}<ol}·tio 
protcin i",fo,m< (GWTI. GLUT 3. I/K·I. I/K·II. PFK· L. 
AUXI _A .nd -C. I'C KI, ENO -« , I'YK -M2, LDII -A .nd 
PFK FB·3) fooOO ",',,,-'¡r<»<d in t Ln>o:)' e<ll •• 00 .b>rnt (ce 
in 1"", • . 'p .... "'n) in th";, nom,.1 <ounte'p.rt, ('''''''Md in 
d . 15). lt ha. Ix<n.l~) 00cum<"'00 in mooolo}~,cu lt Llr'" cf 
n><l'"'' '' tun..,.. that ~"""oo 1111'-1« 00"'''''' <or .. l"e ", it h 
o",.\<",I.d gl}<u}:si< (1 S) "hidl in lum. o",,,,lal" "ith h iih 
01. 1 ill""OC}' (16). NdO~}', the "'¡r=i,,, d.lI th ... ¡>Irt"uI .. 
¡;l}"" l}·ti o iS<l", m< " 1 n •• d lu '" b<, ooti ,,,,.d 1......" poI h" ~}~ 
su"' .. <d lul .. . u,y i" l, .poptOli . .. , i>t.n« .nd « ll ul .. 
mi¡;r"'", n oosel. "h;ohore ioo •• d al", "'¡;ulal.d by In F-I« ti 
,,<11 .. by ","", tr.mc! ipt ioo f.de .. (15). 

Th. 1/ 1 FI « .¡;l}·od}'sis. mal iin. noy i m .. ,da! ion' h ip 
h .. not be<n "udied .n hunun tumor biq><i<> •• lt hoogh. 
hirh <o"'ent in 111 ~I _~ PlOt"; n ha< Ixen foond in .d,..n«d 
ci inie.l "'1,'<' ( lil A) .00 in h igh ly 1I1<to"" ic "' .. " t LImO! 
b"'p, i. , y • . non_me,.. u t" "ag. tun", .. , suu.>t inll th., 
t hi< ".me! ipt ioo roeto, co n be • ,dL>ble dL>gn",i'-'p",dic_ 
ti,·.lplOllno>t" bion-o,ke' (17) . Unfo"un"e l}', I II~- I« 

ino"'O"d \<".1< cOn .. su be o,...,.,ial.d ,,'ilh olh .. hn"" io 
d i, ..... (he.rt ""ü, ¡reed.mpsi., di.abct • • • inH. m n"'t",n, 
"d1e mi. a oo p"" i ... i' ) "h idl are 001 li n\;.d lu oaoc .. d<,d · 
q>n,.nt (18), dete,Ti nll i" pot..,tL>I TOI. a, "oc.' bi",,.rk .... 
Nul"ilh<l. oo ing. lu Oíomin. !h. po" ibility uf ."abl i' hin¡; 
I/ IFI ·" ... <I«ti,', bionu "''' in Mcx ie.n bre." c.nce, 
potirnl~ il",omem on~ f UlIol",n,olity (o,se"i n~ lb< oome",< 
.nd .eti"iti .. cf g l}',o~,tie p,otcin i",fo,m. t .. gc ted by 
1I 1 ~_ I«) "'e'. dete,,,, ined in hun",n infi l"" inll du"a l 
"' .. " eO!einonu No!"i ... 1 n ¡>I ",lid. e.ronb 1 d i'gno<i'-' 
plOlln", " bi"" .. k'l$ inyo l,·.d in . Ite .. d . illn. li nll tun"" 
p.,h,,~}, "~r< .1", on.1yz.d. Furth .. mor<. the coot<n1> 

d se" ,ol mitochood , i. l enqm .. " 'e,,, 01", d.l.mi""d 
to .".Ni>h. pon ible ,d"ion,h ip bet "ccn I/ IF-Ic .nd 
milochood, iol metabolisrn in O.OCer biup"e<. Tb< d,si¡;n 
cf. p.,¡,.l Nomod,,,, pondo ioclud in¡ I"0« io> ofto. """,t 
. Ite .. d p.,h","}'. in tun"", (m.,.bol"m, p,ol if ... t "" ond 
. ignal :"mdoct ioo) in d iff<rrn t b,,,,,t e.nce, .ubtyp"< nuy 
Oe lp to i m¡r"," "n",,, pro¡:n",i, .nd heoc. i!$ d i ni",) ' re" ­_ •. 
~ kM,.ial> ""d "'clllod, 

/fu m", br<a" 'umor ,issuaoi/«:,;on ""d hÜIOpatholo !;J. The 
1""" nt , tud}' .. 1""" nt • • p i k;< (19), P ,.,.;ped i,·.I< 10 ..... " ",.1 
",sea AA 0pl"""'.d by th. E1hi<$ 000 R"",a",h C<mm itt",s d 
tb< Inst it uto N.cioo.l oc C.n<<!oloei' (INCA N). Méx ico. 
The " .... y fru m 2008 lu 201J induded lb< ""olu",ioo d: 102 
"arICO (011" from JO ·U. m .. n 51±12 }ur» d i'l:"<=d "ith 
infi ltraj nll dud.1 br .. " "", in",,,, (IDO .!so " ll ed i ",~ , i," 

duetol <.!C inem. " t he 1 NCAN. M6ico. Accon:l in¡; tD t he 
CodI " n" ",te¡:orb l fom,uL> fo' det ... mi ni ng .. mple s i, .. i n 
pilot u d p=p<d i,', "LIdie,. 100 ,,~<!he '~1q>,L>« .. m¡k 
,; '" ba;ed '" i)!he« 1<>'. 1 = O.O:S: .nd ii).n ",<eptobie n""ll i n 
d erro; <10% (20j. 

No.o",1 ti " u, ..... . , u'ai<. II}' ... ·;tod ...... n f",m .. I.<t<d 
o", .. ,f n(J(mal "'''''' ti" u. uf JI OOOC .. poli",,, (oge f,OOl 
27 to 8'! }',,'" n,..n 58±17 }~'1$) onJ "oroo in li quid nit .,¡:en 
in Ih. 1NCAN Turoo, Ban\; fUf 12 ·24 moolh< (21). Im,rnal 
oo",rol cf .. mp\< .tlNlity ,n' .. kd !hat t he erote"'. cf ...... ul 
prul.i,. (I/ IF· I«. GLUT. LDII ond ATPo .. ) fro m I",sh 
.. mph "~r< . imilO! to t h",. >!e«d in the INCAN Tm"" 
I:I->n k (~Otl not ' "",,'riI. Nor m.l .. mple, "' .. fu,!he' ,.. li J;oted 
'" noo,urm, igcnic by .. ,,,,,ing immcmd li"oc""mi"'Y (1I1CJ 
nell"i, it}, to ...... ds IIEII2 .nd ho,n",n. '«.pto,. I'.,;"n" 
diogno;ed "it h 1 OC .nd 00 p""''''''' d inie.l t","me"'. "~r< 
_d '" th. ind",i", « ite,,,,n fo, tOe p .... '" " ud}', "he, .. , 
i "'uflicie", mal.riol fur bi<>dlemi"" 1 .... }~ ,,'o, used " tb< 
"" T ",i", <Tite,"",. 

Tu""",, sam¡>''' "~,,, ubla in.d fon",,-' i n~ Ih. m.~ iool 

P1O<ee~ nll' for t iuue h.nJ I inll'OO ¡>It"nt "re 'PI'''''''d ~' 
lb< 1 n!;t ilul",,,,, 1 E1hi .. Comm itt •• suppu,l.d by O poliem'> 
infcerrrd eoo«nt .ccon:l ing to t he D«L> "'t ioo cf Ik1<in'" 
Pol;onll "~,,, pUllolu",d "ilh. I,u""ul biq> ' y n •• die in Ih. 
ohsrncc oflocol. ."",,"",1.0. Hi"ep ltt.JIog}' ,,~< perfccm,d on 
hen"'t'''ll i n ond ,mi n . ta i ned bi"ll.<}' , 1 ide-'- l:..eh , ped n",n 
"'" .rulyzOO by ,' i<1.I01 i"'p<etioo ",ing .",n<brd lighi " .;oro· 
><o re O}' "' re, in""'ed ¡>I t ~Ollls" .. de« Ti t.:d (22) "' it~t 
\;n""'Wge cf 1 HC ,,,,u lt .. 

lile a. aly';' of !JioPS;<$. I/uman ti .. "" ,,~ , fú.d in 10% 
ne", .. 1 buffe .. d forn",T in for 24 n. Th ... mple n , .mb<dded 
in pa .. ffin. «.c ,,'ilh. mior",ome 01 J,.m Ih id; ond ¡U«d 
'" mi<lO«Ore . Ii de . Immuno". ininll ,,~ . perforn,.d " 'ith 
• Ben,hM.,\; Ultro O<lluma1.d i mmunu>t. in .. (Ve . I .... 
~kd ic,l S}"<m<. Toc<o n. AZ. USA); ."rog<n '«.pto,. 
¡ruge" eroo. "'«pto,. I/ER2 000 Ki67 prule in ontiOOoJi .. 
"cr< used " 1: 100·2S0 d ilut"''''. AU • ",ibodie> "~r< frcm 
V.nto", Med".1 S}~tem .. ""ept for Ki67 (11", Sil 1 oc .• !»ntl 
Borb.r>. CA. USA). 

1'0, e>!rOll.n .nd p'o¡:e"e'on ... «pto' identi f i" ti "" 
Ik'\CCoRE mcthod ,,~< <TIlplo)-~d .. oc",ri""d (n). Fa HER2 
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[NTFltNATlCf<AlIOORNAlOFO »;OlOGY"" ,_, . ..." "' .. "', 
ioJ""tif",at ioo. no::gat i«..,oo: in,heakd <10% d . to incd oclb; 
po,iti,', ",eH indieot<d ,.J01, d ed lul., ". inin" 

The IHC "",ol):s.L' n:«oled that fro.m 102 IOC biop'''' . 
2J ee< r<>prndcd to " i¡ie po:s.iti,"<: 5"1 to IIER2'1IIR-, 8 to 
I llil<2'IIII~: ""d I~ lo:} TN. 

II-es.'em blOf lIl1alysu. s.a m¡ie. from b"'poie. (0.~- 1 .8 mil '01.1 
ed luL" prc<<in. ",,102) "<T< ¡i.ccd in Hquid nit rogcn.OO «pt 
ot -70'C u", i! used. 1'0, "<>,.,,, blOIti "ll p",,:e» i"ll. f,=" 
t......,r aoo no.r mal .. mp.", "~n: po"'''aru. n:""usp<ooru 000 
~">o:J¡¡e" i",d i" 0.6 mi 25 m M T~>-- l lCl buffe'. pll 7.4. ¡i .... 
1 mM PMSF (¡t.en)lrnclbane!OJlfoo)l nuur i<k). 1 mM EDTA 
.00 5 mM [JIT •• 00 een" ifu¡¡ed .. 2.000 .' II fe< JO mi " ot 
~'C . Su¡xrMt .. a "~re n:eulccted and prule in euntent ,,~ , 

octCfmin<d by u~ "i th. l.o"'<TY ''''Y. IOC .00 no,,,,,,l "", .. t 
.. mpl<' (SO,.~ edl ular prukin) "~n: re""uspcn<kd in lood ing 
bJff« (1 0% gl)«ro!: 2% SDS. 00 5% fI·m< re'plo<t hll 001) 

."d I",d.d o"to 12 .5% SDS -I;\GE ""d., de"otura li , i"ll 
erod itie .... The p'OI<in, "~r< blOIt<d to rv DF m<ml.-."". 
(lIio -R.d l..boroto< ie • • 1I.",u le • • CA. USA) ."d p'ote i" 
<lrntifie .. iro "'" ¡x,fe< m<d by O'I'<m ip iocub .. iro "ith .nli· 
1111'-10. -G WTI. -11 KJ . -11 KJ l. -WIA. -ooX IV. _ATI'.se. 
_ANT. _GA. _2OGDII. _11 ER2. -,,-MYC. _Ki67. _(Hubulin 
."d -liRA S (s.a",. Crut tI"'t.eh"o"'ll}'. s.a"," Crut. CA. 
USA) . pco.; ifie moooclooal ant ib<>.lie, (1:5()().1, 1.000 d il cC ion). 
[)e",,,,,,,,, d ,he h}'br<l i",t"" hlloo. ":>., petfom><d " 'it h ,h. 
hor"' ,adi>h p<rm id. se reoetioo in phulogra¡t. ie p.ate' " 
pI",·io .... l}' dc",ribOO . Drn,itcm",y .n.l}',i,,..,,, c.,,"'d oot 
usin~ S<irn Ima~e ...,ft "~n: (S<ion Co.rp .. W.l ke,"' ilk. MD. 
USA). Doubl. oo,,,,,,linl iro d t umt"< .. m¡i. , igoal "'" fi"t 
I"',fom><d >g. i "" i" ' .. peeti,·. Io.d erot ro! (o~ ubu li ,,) ."d 
t tl<n ero,<lcr ing tbe oomul ti"ue '" 100% (U). 

En:.)"", acti"i,it •. The .upern ... nt> f,cm t tl< f roz<n ·thll"~d 

blOI"}' so m pie • • p .. p ... d . , deso;r ibed .bo:J.,·e. " ... >!e<.d ot 
_20'C in tbe pn:seoce uf 10% (,1<) ¡;l)cau un( il <kterminat i ... 
d e"'}'''>< "", ivi'ie • . II .. w kj "'se (l11\) .. d Ioo;tat. d.h}dro¡:e ­
.,"e (LDII) od i' it '" "~n: >p<etr"l' Id<m<tri "O ti)' del cr mi ncd 
.. 340 "m .00 3rc .. d .. cr ibed e!se" .... (25). I:Inefl}'. 11 1\ 
ad i' ity ,,~, ", .. )~d in 50 mM MOPS bJffa. pll7JJ p.u' 2 U 
gloco5<-6 .¡t.",¡t. .. e d<h}'dr"llrn .... 1 mM NAor-. 15 mM 
M~CI,. 10 mM ATP .nd 20 _oo,.~ odl ""troet prutcinlrnl. 
The rcaet ioo "'" ".rtcd by .dding 3 mM gluro5< oft« 3· min 
p .. -i"euhll''''".oo 1I." ... ' i"" of NAOI~I ,,~ , "><»u,.d 
ot 3~0 nm. LMtote dchj-'dro¡¡e n ... (LDII) ,,~ •• =}~d in 
50 mM MOI'S. pl l 7.0.0 .15 mM NAI)II ."d 10-20/'1l ee ll 
<.,,,.,, p'OI<inlml; .ft« 3· min pr<. iocubllüro: t tl< r .. et ion 
":>., "."ed " 'it n 1 mM pj-,"' ..... 00 NA 1)11 <ro .... mpti ro ":>., 
n:¡;i' kn:d at J~O nm. 

S'at"';<:a/ ana/y"" Tu i<kntify :s.ig nif ic. nt <liffen:noc, in 
prota" eo"""" bet"ee" """~U"'''' ."d 'um e< .. m ¡ie • • , 
",,1 .. oroong the diffen:nt turoor . ubt),¡x, . pa",melr ie ond 
nro .p.,.m<tr ic ""i"ic.l .n.j}~ .. ,..<r< p<,fo,m<d. The 
KUroo¡;<l",,-Smim"'"oo L..o:venc k .a(26.27) "tte op¡>. iru tu 
ocmc ... tr.1O tbe prc«in ramal di", ibut ioo .nd horr>Dj,'Cn< ity 
d " .. i."ee d .. mp l ... A". I}~" of Ko l ""'ll<',,,,,-Sm i ,,,,,,, 
.00 Uoo'<ne ,<>!> dato indbt<d t hllt "'''''po ram<t rie .noj}~i. 

(NI'A) . hoold be used fo< 'pprOl""te .", i"",.1 . ..... "><"t 
1><I,..«n non ·'umo, .nd t umt"< .. m¡i ... Th. NPA .oaj}~" 

~I'" 1 (Al " ..... ,,>.j,; ..... . .,. .... ;. «l!<El« "",,,, ;.f,1O,";"1 ,"o 
ri . .... Cí .. ,.. _ ."", ... "". .. . . _'" ,dl~" . l o.al";';", 
.... .;1k"" ... 2<l). (RI I .... ... «O"""' ... "', ... ,),; ....... "1 ;"', .... J 
mltl ¡." .... , I."-""~ ¡. o . ....... . _ ...... o, mlO:!' ..... , ¡.fi]· 
""" .. ........ ,ri ..... ,d]. (";';'" _ .;11<0_ '"'0, 

.00 graphbl d.to "~'" e." i<d oot by u,ing the Mi<r",dt 
SI'SS ,".20 (SI'SS 1,,< .• Chic'llo. Il.. USA) ."d Mio;ro>oft 
Or iginPro 8 (Or ig inLob Corp .. Ne<thllmplro. MA. USA) >elt· 
":>. ... ' .. peeti ... , }'. To ".1<1.,. , ..... ul " otu i,..d .... it h NI;\ 
k . t ... mpk' "~re n:-1OMlyiCd by the Mann _Withncy U le. t 
" 'it " I'<OJJI (28). 

Tu o,"' .. <liffen:oce, d the onol)",ru prule in, .mmg the 
'U"",, . ubt}'pe. IIER2-IIIR': IIER2'IIIR': T I' ."d TN ,he 
NPA Kr u"'ol_w.n i, te. t ond the po",mo:tr ie o .. l)s i, !\NOVA 
""'c< 'ppli<d. To , .. ¡¡date t tl< ""ult. d t tl< Kru,bl ·W.lI i, .nd 
!\NOVA te"",. tbe Mann_\Vh itncy U le>! (28) "o.rr",ted b)' the 
Ikim·Bonfcrroni m<thod.oo S<h<ff. p"'t hoc 10>1",,' u«d. 
Reea,· ... ol"', .. i' ·e <hllrao;t ... "'ic (!<OC) ",,"·e. "O ... 1>0 tu It 
fce f"' th« ,..l<lation a. ",,1 a. idrnti lic .. i"" of th. <ut·df 
". Iu .. fce .. do p"". i" . A I1 . tat",,,.1 te". Mfe pe<fe<"><d ot 
~¡:n i lic.oc. 1< .. '<1 of ot leo" OJJ:S '" r<¡>«t<d fe< tb. mojority 
d hum." blOI's}' >!udie. (29). 

I'afien! charac/er;s/;cJ. I"fil""i"ll duet.1 bre." ,,""ce' 
(IOC) "the """t do.mina"t t)'p< gfbn:o't "",e iooma fuund 
in t he M<., ieon f<m.k po!" l"ion (30). F,cm. '01.1 of 116 
". ,'" """lylOd. 88% (102 ¡';"'p<i"') "o.rn:. poooru lo 1 OC. IOC 
indococ. ,,,., iocnt ificd by ".ndard IIIC .n.l}",. in'¡xet ing 
"m.tu,}1 i "-<'N i" . " i '" fe< "1'1""'" ca lul ... boom,.1 it ie. 
(ot}'P"')'OO ed lul" mito,i, (FLg . lA). 1'0, IlER2 po,iti,', 
. ub'}p< • •• 11 .. m¡ie. " OII.d 11 ER2 i "'e",i'}' o" 'U"",, ee ll 
pLum.> m<mtn"" "ith.l+ "'c« (i,< .. >30% d ".in<d ed1» 
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PA<:HEC'O-VFLÁZQUH" al, MUlTl ·.IOMARKFJt PA ~l'l FOR BIt F.A'T <:A ~ER DIAGNOSIS A NO TREAT MF-"T 

Tablo 1. Oin"al ell,m.el<rist"s d infi l ,,,,tin~ dudal b", ... 1 
e .. cioonu (IDO I"ti<nt •. 

'u, 
,~, 

Pati"nts (%) 

Ag,úun) 

"'¡5 40 

>45 60 

IOC ~ i",a", >lago: , , 
11 36 
111 55 
IV 5 

Tu n"" . izo 

" , 
TI " 
TI '" n 34 

Ili' IOIo¡i",1 
gr.,k SBR , , , , 
, " • , , , 

'" " 22 

" 

Ki67 HaZI 
",eH Tr IIR­
(%) (%) (%) 

22 11 16 
20 12 ..j() 

, O , 

20 8 24 
21 IJ TI 
20 2 O 

15 I 2 
21 5 20 
2l 8 16 
20 9 16 

14 1 6 
15 O 2 , , , 
'" " , 
'" 

, , , , 
" , , 
" 

H,,!TI 
IIR' TN 
(%) (%) 

, , , , 
O O 
O , 

, '" , " 
O O , , , , , , 

" " , O 
O O 

, , 
O 

, , , 
TN t ri ~1e "<11", 1"0; TP. , ri ~1e ~t l ,' o; SJlR. ~f· RI",m­

RichNd.on . _. SI.¡< I ~".;. lO , 0\lIl 1 ' U"" .. (<2 cm): 
... " tt ro_ndI lO ' u","", <5 cm ", oico . ¡n.oo IO., ;¡ ~ I)"n'lpo 
n<d<s: "'S< ttt ro"'"'!"'''';' ,,, """"", d "")" ,;'" ,"", n..s ' p"'''" lO 
., ;¡ I> ,), I)"mpo <'Iol<l<s. lO I)"mpo <'Iol<l<s n<M!he tt-e." oon< "" lO \h< 
cM>! ",~II OrIÓ'",,¡¡jo; "",,,]V ro=~r>J, lO rnrtastaUe<an«'.lb< 
turoo< ~'" i . t>a>«l on !he .uc 01 !he tumor anO !he <-"<n1 lO "'"",h 
it ha> il"""0 i rro ""i¡jlt>orio, _ .. ti, :o,¡e. lb< "'io, . _ Sed· 
HIo«n·RicharOson ",«l io Oj ' IOr<>tbao¡.i<oI OIlol}'S~~,,!he 

f<rm>t"" <>f "",W tu "~ e (.". """"". ''''~ ~leano'l'n;~ """ tMe 
, ,,,,Me, <>f « 11, O' l<ri' lI ml"", I, . 

(~IIl · 11:1), " .. ", .. !h. 5<0 '"' oh llll EIC ""ll"ti,-... mpl • • wa> 
O .nd 1+ (ix .• 100% ncn-sta in<d e<l l,) (31). 

T" d ink.1 < .. ,,,te,,,, i,, 01 th. IOC . ubt}'!'< . ... 
""scri\xd in Tot>.o 1. Tb< lti¡b<>1 numb<r d 1 OC patirnt< (57 
.. mpl .. '" 56%) <o""'¡>O<lded to 1 IER2'/1I W fol""'eJ ~' 23 
.. mpl.,. (22%) d HER2'IH R' (tr ipk.pu<iti«. TP). 14 .. mples 
(14%) of I I ERZ/ I tt~ (tri pie _neg"' i,_., T N) .00 8 .. mple, (8%) 
d HER2'IHR". Tho p<r<onlago:s fw nd in 1110 p",scnl stooy 
fcc .H IOC .ut.}'¡x. co"d.t<d witll !ho,", r<¡lOrted in otb<r 
ci in"al .. uoJi.,. (32). n.: T N pohents ar¡uably ba« su" i ,'al 
.,j,-.nt.go:'''' ",,,, It ef !he obsrnce of IIER2 ",'.",xpr=ioo. 
I kJ"O'-." the}' t.ci< the ",nd it of ooth 'oot i nd}' .... i Lob l. 
t"g<ted tha.py .nd 'p<d oc l:icm.n .". It i. wcrth oot ing 
t"t th. pr ... nt pro. pe" i,-. "oo}' ."" Ir"'" , n",11 num"" 
ef IOC .. mpl ... u it 11 .. I>«n reponed for p ilot el io""l 

. Iudi« (19). aoo in Oont",,, 1<> otb< r noo 'I"Jot <pi<J<miUo¡;ioal 

. tudi .. tb< IOC .. mpl. num\xr i. bi¡b<r (>450 pot""") (32); 
in co_~",n«. in lb< p","'nt . Iudy lb< nu mb<r of .. mpks 
.'" Iy",d fe< .. ", 1 OC .ut.}'Pc ""H""'U" . Thcr<fe«. to .,-cid 
""",,,,,oo. i me'pr<"ti oo. d"" i'-eo f,,:;m. ,d", i 'o. , n",11 numt.:, 
ef s.ompk" t" .naly'" ef t " mctobol" prOtcin eoote"' •• nd 
""tiv itie, ""'" petfom>eo wittlQut <oo. Ole, i n~ t" I"tient' .. ge 
cc ,"",oopo""l ""U1. Futu", im-.:<tiptioo, .. , ll l>< cck nt<d to 
in",,. .. !he .. mpl . , i", to fu,!he' ".1 id"e tll. '",u l1$ founJ 
in lb< proscnt stooy .. 'illl olb<r onal}'I"al m<1bu<J . s ",1I a. 
IlT-I'C R . 00 mi",,,,, .. }, .ppro."'''' 
Co'~e,..s alld ",,¡;,Hy of 11/f"_la glycolylic alld milochondrial 
prOle;", ;n tire [OC subt¡pes. n.: Ornl<nt d lb< 1,,_riplLo n 
r.dCC In 1'-1" .nd i" gl}~cl.}t ie urge" GWTI. IIK (1 .00 11 ) 
aoo LDH _A oflumur and nrn~uroor l:io",ics .. ~", nor mal _ 
ized .pi"'t a _tubul in (F ig. 2). TII. 1111'-1" c<Xl1e"'. in t umee 
,,",p i .. "e .. . illn ifi<>nt l}' hi¡he' t"n t~ .. in non-< un>o r 
l:iop,i .. fo Uow ing th. M.nn .Wh it oc}' U t<>1 (T.I:i. 11) .nd 
ROe . "" Iy ... (~IIl . 3A). T" Lo" t",t . 1.., ,.,-•• Ieo. <\I1-eff 
polnt ef 27 (i, • .• 27% ef !h. 11 1 FJ ·a bond inte",ity r<~ct to 
!he a-< OOui , n " Il .. t) "" tun>o r \'S. non tun>o r .. mple. , "he", 
lb< bi¡;b<st ",,,,ibil ily (>80%) and . pccifio il y (>90%) .. ~", 
"''' i neJ (l'ble I 1). T .... dato i ook."'d th"' , " leu,' It II'-Ia 
bo...J int"",ily of. 27% is ",~u i",d lo rn""o lbal. in lb< IOC 
OOP;}', <20% dfa l .. neg.ti ,-... no 10% d fats. I'<"it i' -e".n 
\x founoJ . 

TII. incr .. "d 11 11'-1" content ddccted i~ t umee »mpb 
.. ~. ,",oomponic~ by. s1 i¡;bt. but oon-si¡;n ificant ioc",a", in 
t" protrin coot<nt of il> gl}'ccl.},t" t"get GLUfI. On t" 
<oot .. ,}" ttK (I.nd 11) . nd LDlI -A <ootent, M'" "' i t~ut 

"'.ng. eompor<d to ncr nul b", .. t t i""" ( Fig. 2). TII. fuoc_ 
ti oo.1 det""m i "","on d I I K . 00 LDI 1 ¡upporteJ t" obse"-eJ 
" ul< ,n l:iot .n.ly.';'. Activ ity ef IIK.oo LDlI frcm tumor 
tio p. i • • (22:5 mU/mll p,ot. in for toto1 ttK : n=23: . nJ 
307:1:78 mlJlm~ prut" in fO! lotal LDH; ~J) .. u '¡ milo, IY 
!h"", f,,:;m b", .. t no,n",1 t",ue (16:5 mU/mll pro", i n fO' 10,,1 
HK; n>05; and 4740<196 mUIm~ protci n fur I<>IIIi. LDH; n>05). 

"t"he ooment. of tt I I'-Ia, G WTt, II KJ .00 LDI I_A M'" 
sim it., a..-.ng lb< oJiff"",nt IOC subt}'pcs (Fig. 4). I-Io»~a. 
fO' IIK II •• ign ifie.n t cbong •• ind ic,,<d by ANOVA .nd 
Sdld"fé 1""1 lIoc I<st., .. ~, ""lamino.! in 1If.R2' 1HR" . .. TP. 
n . IIER2'111R- .00 n . TN (FLg. 4: T.I:i. 111 ). TII. ROe for 
I IK tt i oo i",ted • <\I1-df 017.\5 " 'ith ..... it i"it)' , oo ' pe< i!kit}, 
ef&6 .nd 31%. '<>¡xcti,'dy. 

1'0, mitoo;hooo, i. 1 p'ote in. , no .pp .. ent <h.n¡ .. w.", 
obs." ... d in !he cooten" of2ooOll. GA i.efom" K .nd L. 
. nJ ATI' . }'nt .. . . bet"«n tun' ", b'e." biop. i • • \'S. noo ­
lum(J( ti .. uo (Fi" 2). On lb< oont ra ,y. COX IV and a""n i"" 
"C>; 1eot ide "."''''' ... (A NI") I.,-el< "e", , ill" fi<>nt l}' hill'" 
aoo l",,~r. ",' !,<eti 'dy. in luroor 'S. noo~uroor .. mpl« by 
",inll M. nn-Withne}' U te" (~ i ll · 2: lObI. tt ). 110"" -", th. 
ROe I<sts (Fi¡;. lA) "" ' ",, Io~ lbal only COX IV. l>.C 001 ANf. 
" '" . ign ific.nt l}' d iff.rent n , ncn·tumee ti",.,. For tlli. ca«. 
!ho out-df¡>UnI " .... 15 .. illl 100% sp<cif.<lt)' b ut lo .. ' (J8%) 
",,,,iti,- ity. ind ic.ti ng thot COX IV eoo ld 1>< coo,id<r<d a, • 
JI<)<><! t un>o' tio n"" "" but " 'ith hillh probobil it}, (>50%) to 
d<IOct .h" 101", I'<"iti,'<> (T.ble 111 ). TII. eootent ef 2OG0I1 
" "" . i mi 1 .. bet"«n TI' .nd 11 EIC'/l1 W. On !h. <oot""}', in 
TN .. mples. tll. \c\'<I, of 200011 "~ ... ig rli oc.nt ly bi¡b<r 
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[NTFlt NATlONA UOORNA lOFO NC'OlOGY"" ,""'., ..... , ,m. 

HF·to .. ~ * OLU T1 

"~ -, 
~, - -Non-rumo, 

~ .~ CJ o ~. 

~ ." -,.~ 

O 
~ . . ~ 

--"' ~ 
= .-

F .. ... ::. •• ". ....... ;" ........ _i .. _",~")1;'." .. """" .... i.' r",.i",_ ... i .'~," "" . .. _ ..... o .... . n., .. "",,,~ .. ". •. 
....... ..... 0""'" .... ,... d ... ~ .... , '" _i .. ""''',''' .0, .. , ... .-.. ..... .,<d;_ .... ; .. , .... ~i" " .. " .. 102 ... _,~ .... 
• .)1 "" "", .. _~. ' MJ.U'5.,. ." ... Wi.",,'l" U"~ . '''.· 1 ~ , ".Il"' ;".¡'-'ill< ''''''" l ~,DWT.¡ , ¡j",,,,, h"' "",,,,¡, m; , """,\; ... " W~,A , 
,~"" • _ _ .... ; __ A, DA Kll, ..... ., ; .... 00 .. ., ,;.0,.,-..- 'i • .,., lOOOIl, 2 _'''''''' __ .... , A NT, .... ,.¡ .. _"'" .... " .....• 0., 

Tobl. 11 . Stat i"""l ",uly>.i. !"" .. l.ing >.ignilk ... t diff<<<oc<. (,howoo in bcl.d k tt<r'j in t """" \'S. oon· tumcc Iua<t ti",LIC """'pI<>. 

KUL . ,.oI)"'S 
M.nn· \'iLt Oocy U ,«t P· , .. l Ll< 

I'oJl< in (P<O.QIj 

m t '. ln «1.00 1 

G I}~cl.}t '" G LlJfl 0.793 

II KI 0.578 

II KJI 0.420 
Lllll ·!\ 0.874 

Od'bo. G' 0.698 

,=" 0. 19J 
AN r O."" 
CO, «1.00 1 
ATP,}'",,, ,,, 0.656 

C.nmioal K i6~ ...;).001 

II E ~ 2 «1.00 1 
C ·M \ ·C «1.001 

Onooll'''·'' liRAS O.59J 
KMS, 0.214 

Met"""" Vim:ntin 0.2113 

&codh<rin 0.871 

Auto[io>U 1:1 1'1 1 f'3 0.008 

LA MI' 0.035 

' ... ,o. pooIed . ubrol"L>ti", d'" oth ... IOC . ulo:ypu (FLll. 4 
.00 T.N. I V ~ "·he« .. [o, IIER2' IIIR- , toe crote'" of2OGDlI 

AOC p· .. lue R""ult 'S. oo,..tumur ""'pk. 

O,~ 0000 Slali,liruU)' ,liff<' n' ''1 

No n .. " ti .ticol l}' d iff "mt 

No n..,.ti .ticol l y d iff" m t 
Non-statistiool ly diff",,,,,t 

NO tl--itoti . ti o," I}' d iff<f.., t 

No n .. " ti . ticol l y d iff "rnt 
Nu n-statisti ooll y d iff ",,,,,t 

0.42 O . .¡"]I NO tl--itoti . tio," I}' d iff<f.., t 

0.706 0 00 ' S 'a 1 i" ica 11.\' d irr.· '" n 
No n .. "ti .ticol l y d iff ",rnt 

0.610 0.321 Nun-statistioal ly diff",,,,,t 

0.s 2S 0 000 S la 1 i" ica 11.\' d irf< "',' 
0.7 70 0 000 Stati.timU)· dirft,,,,, t 

Nu n-statisti 001. 1 y d iff ",,,,,t 

NO tl--itoti . tic," I}' d iff<f.., t 

No n..,.ti .ticol l y d iff" m t 

No n .. "ti .ticol l y d iff ",rnt 

0.701 O,,. NO tl--itoti . ti c," I}' d iff<f.., t 

0.700 O,,, NO tl--itoti . tic," I}' d iff<f.., t 

":>., 1",,", . It houg h "C<l-. illn ificont l}' d iffe'.'" ' ... TI' .nd 
HER!-mR' ,ulo:yp<'. by 'f1' I}'ing ANOVA.oo Sd,,:f:'. ¡>:l" 
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"" PA<:HEC'O-VFLÁZQUEZ" al, MUlTl _RIOMARKFlt PA ' "H ,DIt BIt F.A'T CA"," DIAG NOSIS A NO TREAT " F-"T 

B ..,----'~"""-r"-"'~'.,'" " -~"',-",,,," I 
... 20GDH .... y ..... ,, ' 

r F
"J 

E..,~dh .. 1n 

, 
" 

" " " " " " 
'''''' J . RO<; ... " ". m"",,,¡. ",, "'''' ..... '''. d ...... , ",«ri .. ~piñ< .. ,,, .... ff ..... ¡. (A' 'M>« ........... "',... ... 1"' ",,.. ....... "-
n, "~Ill'I'IR- , .. d ,,~tlIllR' , s. .... ;.~y .... ~". le , .. ,,.. pool,; .... .,"". ~ .. ,. .. l · .... ,;od',;. .. , .... le , .. r~ .. ro';';" .... "'. loo .. i. , •• 
L02 ... ~· .. d «>:; .... ,... •. n. .. "",."" • • " ... 1> "", 'I!F_Im. C-MYe . H.o, (b TP ... H""2'I"R) ... C'OX , ... "". ,<-'<lo ... .. ,..d~t<n d «>:; 
""., ... ZOGOFl ... J E·_,,;. ,,,,,,, .. ,_' .... TN "..""", ... .. ,OZ .. ,,_ .... 0.)1 ... "",~ ""r"'~ 

"'.1. 
"'''''" 
.... ~n ,,-
~, 

," .... 
~ . .,--.-
~" ... 
,~ 

,,"". 
,~ --.. ,-"," -, .-

"'R" HER" 

.S. ~·IIJD"'1n 

DW 
rs:s:g HER2-MR+ 
_ HER2+MR· -" 

." ..... "'" ........ """' .. _ ••• _ •• JI,m,"'" .¡""_o,, ..... ¡. '_"';0 d¡,." ... [OC ..... ,"' • . T" .. ,_ ...... ;0 "" ..... . 
P'" .. ". ..... "lO .... " ••• n" ¡ .... 'l.",,, ....... 'MJ.O:! "" "" ... ,,\,~"')' U " ... TI', ,,;po """,;,. . ... r~ (00<:)1, TN, ~i¡<O "'P'i,. .. "',.. (0. .. " 
""'I'lliOU- I.~n "R-I!l!lU' lo=I!), ''' f oJa, .".,.i.i_ iN< fo<"" la ,G UIT_I, I ' oro .. "."""., _1, "K, .. ",,; .... , eDl."", "',," .. _ .... 
i"""' ..... , GA "11.. , ' .......... i>(l" .. '"""y .. 'iv", =", Z """" ... "" J"'Y"_ .... , ",~T , _i", .. ",,,",, h.""",~O' 

hoc tu. (FLg. 4). Fo, 2OGDII. dato cI cLJI-clh.lu<. ",,,,iti,- it}, 
.n~ ' p<o ifl<ily (f.bk V) .ho"~~ lhal iI " ",~u i ",~ olloo 't 
70% cI bond int<TI~ ty (''''I'''ct \o !hot cI tut.Jlin ., !ho Iood ing 
omt",l) in tho bi0p'y to <ii minish to 20 ""~ -10% tb< p,ob . 
• bility lO ha,'o rol", pa<iti,'n or n<pti,',,, "-'4"'ctiY<!Y. A l",. 
• ,.,t>,tonu. 1 bu! not . i¡n i liunt incr .... in tOo A NI' <ont""t 
"'" ob""",d in T N ccrup.red \o pocl.<d .u~l .. ion cI th. 

OIhcr IOC .ubt},I"" (FLg. 4). in " 'h",h t Oo ANT ront<'" "'" 
'; mila,. 

CO/~<nt, of the proiijerati"n. "nc"8<n<s. meta'ta,i, anJ 
"utc.rht1lJ), pTU< i IU in IOC subtyp" . In t u me< Ir .. " biq>'''' • 
tOo I"ct if ... ti"" I"OI. in K;(;7. tOo ono;~.ne <-MYC anJ tOo 
growth rocte< IIER2 (in TP .nd IIER2'IHR- .ut.}'p<S) "~ .. 
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[NTFltNATlONAUOORNAlOFONCOlOGY"" 2"'"-2."', 2O L. "', 
Tablo lll . ROe 1"'''''''''1<'''' ",,<.lini cut·df pUnt • • srn, it i' ity 000 ' p<cif", ity ¡xr«nt.¡:o:' d oJiffo",nt bi<ma rl<"u in tUJT>Jr ... 
oon.tLlmO, .. mpb. 

Prole in '"C 1'·,'. 1"" " '" Se"'iti'ity % S¡xo if", ity % AA PPV % NPV % 

ttt ~l-« 0.905 O,," "' 88.7 n.. 2-95 9B '" " '" ~., ,.~ 93.4 ." 
27.05 85.6 ~, ,.~ ~A 65.9 

~, 0.825 O,," " M '00 3.21 '00 .. 
D .S 00 '00 ,.~ '00 M 
26.2 ~ '00 2.72 '00 63.3 

C MYC 0.770 O~ O" 76.7 ,,, , .~ ~ .. 5227 ,., W nA , .~ ~, 51.1 
30.78 61.1 ~, , .~ ~ .. 43.1 

m, O.~ 000' "' m %, 1.51 m '" '''" 38.1 '00 '" '00 '" 
A UC. "". ,000, ROe. !(R. ",1.,1", n,., PPV. ~"' ltl "e ~,""", I ", ... I u< : ~"PV. "<11.,1", ~,""", I"e ,~ I ue . 

Tab l. I v. St""ti",1 0""1}'. ,, .. ,· •• Ii ni , ii" 6<."t ditre .. "" • • onl«1i IOC , ubiyp ... 

1" Stoti,ticol. 2nd Stoti,ticol. Stati"bUy ditre«nt 
l'rote in .". I}'." 1'_ ... lu. on,"}~i • I'-v," ue l>:t"een . ubiypes 

HKII ANOVA",,, 0 .024 Scbdft p"" hoc "''' O .~ Hcr2 .... Tr 
Set.::fft I""t bu< leO! 0.033 H"r2 ... HR 

~OO A NOVA Ie. t 000' Set.::fft I""t bu< Ie. t 000' TN ... TP 
Sd .. fft P<">t hoc te>! 0"* TN ",. III< 

Sd .. fft P<">t hoc te>! O,", TNv • . 1I ... 2 

HER2 ANOVA t« t <:0 .001 Sct.::ff< p"" hoc "''' 0 .025 Ikr2 " • . TI' 

Sct.::ff< p"" hoc "''' 0.00 Hcr2,... HR 

Set.::fft p<>'t bu< leO! O~ H"r2 ... TN 

KJ<!\ S Kt"\l$kol_W," Ii . t .. t 0.023 M .. "" Wh;tne}' U ,m«ted b}' No ditre .. n, .. 

thellolm-l:I""re""nj method 

E-<:adt.<rin K""b¡·WoI.li'1<" 0 .001 M.nn Wbitncy U cccrocted by 0 .000249 lN .... HR 
the HoIm·Boofmo" mcthod O .~ TN n . TI' 

Tablo V. ROC 1"'''''''''1''''' ,""",lini out-<J1f pU nt •• ",,,,iti , ity '00 . ¡xo ificity ¡x",,,nt.¡:o:' d 20GDH ""d E-<:.oJhain in t ri pk 
nell''' i,'' ",,'p le • . 

Prole in p" ,""" C cC -<Jff Se"'iti' ity % S¡xo if",ity % 

0.869 ,% '00 23,4 
43.45 '00 ~A 

~E ~, ~, 

0.892 O.M " ~, ~, 

~, ~, ~. , 

102.3 M.' '00 

A UC • .,... uod<r ROe. 
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_ _ Twnor ,,-
• 
• 
• 
• -Non·TIIII'IOI 

• D ,,-
• 
• 

i • • < • 
I • < - - -.~ 

vt.,,-<u~u'n 

F ..... l •• ,.. ..... ,~~ ""'''.''''''''I_' .. r''''''''''''' """1""' ....... ,,;, .... ""'P .... n_' .. '0"_ '-" "" ... _ ,d'~ n..",'. '_. 
i. , • • • i_ • ., "1" . .... ,'" _ oi • • ,'" i ... .... ~i" ...... · ...... M., Arct:NA " ... ,~, Io_ .. .,,,,. Ki<>1 '~I, '1ER.l '. >78r. o- m e :. >95f. 
H_RAS ( . ... " K_RAS ("""" .,_ ... ( .. ",,, 1'.-,"'''' •• (...ti l> , "N ' PJ ( ...... r .• od LA " P' (""'"'" F .. . .-.... _. Ki<>1. HE.2. o-MYC." 
K·.AS (0.)11. Il. RAS ... 15), .,_,; •••• E·_,;. (o<Zrj), S~'I') "'1l" 1..' ,,", ... , 0). 

'.oO' .. "",.. ....... i .... ,."", ' ''"i .. _ .. ,.-di! ... ,;.". _""_~ _ .. ~~~ . .. __ " ..... ,¡ .. i. 'OC _,,,, •. T'" .. l ... .-" i . ,'" 
,.~"", ... ,"' ...... "" """" 0 • "lO , .... "" . . ....... ~ ' 1'd).U'5.,. Arct:NA ,," F" n H ·~AS . K.RAS . K'67 ... , ·" ye (o.Z()'2Jr, Il1'.ll 2 (o. 10): 
.i_ .. i .. 1>."'''',; . ... INw" ¡ • • m, .... " ", ¡ • • 11' f .. TN, " -RAS, K_RAS . o. _m e, ¡ .. lll, Ki<>1 ¡ • • ll), "1ll2. .i., ... i .. "Nw" •• 0 "' .,.., ( .. "!-"" E~.,",,, ;. (.,,,", , .. HR'iHH' . K>I, ., -" ye. H_RAS ... K_RAS (. ""_",, HFJt' ( .... "'", ....... 1'.-,"''''" " "N ' I'J ." LA" '" (0)J9--IJ) 
!i), 'lR-mER:-. K'67. ,."ve ... 1..' '' ''' _" "1'.lI2. ., ..... ¡ .. Il· RAs. " · RAS .. ,d "" ' I')(o..l1, E·_';o .... , 

f ully .pp.r<",. " 'h""" no p«"n,,. cf t h,,>< p rotd", ""< 
dete" ed in n",m .. 1 b" .. " t i .. ue ( ~111 _ 5 l, in "¡:re. n,. ", ,,'ith 
p",, 'io,", «po rt. (33). Th< M.nn .Wit hn<y U t« t (T.M, 11 ) 

. how,d that Ki67. c_MYC .nd IIER2 "~r< . ig nifbntly 
d iff ... nt in T I' " nd 11 EIIZ"I II K' v. _ "" , n\.l I b"' p. i • • _ ROC 
.n.l},;' .hO'l\~ d thot IlER2 .nd c_MYC n h ib it<d ¡. ig h<r 
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[NTFltNATlONAl1OUR NAlOFO >O;'OlOGY"" 2=·2."', :lO,. "" 
• "'. un<k, ","e (AUC) th.n Ki67 (T.Ne 111 ) imlie.tin¡; lh.t 
11 ER2 .nd e_MYC ,,~re inoced . ignificontly d ifferc'" in Tr 
,00 IIER2 ·IIIR . .. normal bi"l''''s (F i, . JA). Fur th.,.e t"" 
prot<in, •• imil" eut -off pci nt,. "", itil" ity .nd 'p<cificit~, 

"<re determ in.d (T.bI. tll ), ind ie., inll th., on l~' 26-30% 
cf prot<in , ign.l (""p<et to t he tubulin eoment) in Tr .nd 
II EI<2'1 1I~ .. mpl • • i. 'equ i'ed to>ch i.,·" i) hillh prob­
.Nlity (80 · 100%) to di",. rd ocgOl i,'e d iognco<i. (Le .• ".1"". 
","'" than ~6 -30% i nJ".,. th •• !;.,olute «". i m}' d .bsen« 
d d i"'."" •• lthou¡;h ii) mooerate I"0baoility (55 ·60%) for 
""" I"'. it i "e iocnti ti"ti", (n . f. l .. I"'. iti,·., i.e., the .. mpl. 
<k, i .. ~ frum o noo ·"nc« patient ha, in¡; SOme oth« h",lth 
1'"00Iem). 

IIER2 preseno< (TP. IIER2 ' IIIR) or .oseno< (T N. 
IIER2'IIIR·) ... w<ll .. IIR po< itil" ity or neg., i,' ity. ,,~. 

eoofi,me~ for the majority d the .. mpks by ,,~stern Not· 
ti ng (Fi" 6). fu " h« ,..lidal ing the ".nd.ro IIIC el in""l 
'PI"o.'" (~111· tB: T" ble 1) eu, .. ntl}' u .. d., the )n" it uto 
N.eional de C.ocerctOjl'" de Méx ico. 110\\",·.". 12 oot of 71 
IIEII2' .. n' pI .. (17%),'00 3 "'" d22 IIR' .. mpl .. (14%), as 
in,HeOled 10)-' the IIIC ',,"~'. ~i<locd positi"e . ignol 0)-' "~>I,,,n 
biot 'S»}' (d ... no:;< . h"",n). n.e .. ... uI" ele.n}, i ndi",ted that 
.<kI ilio""l ""PI""'t for br""t e.oc« sublype dia¡;n"'¡' soch .. 
" .. tem bk:<t i nll , t.:Juld t.: 'CU i ne l}' i mple",.med to dee ... ", 
lhe eme'lI"no< d f. l", ne¡;.ti .. s • 00 heno< to eOl.ol ish lhe 
"!'I'"orri .. c the"P~i. 

Surl"is.i n~ly. 11" 00 K· RAS prutan. "~,,, .bo fw oo in 
oo,mol ti,-,ue (FLg. 5). Th i, ",ult eould not he eonfLrmed 

oy lite ral u", dal. "'¡;ard i n~ lhe I"""'oce '" OO"'oce d 11· '" 
K· RAS in no,,,,",l e<ll •. A""mne '" cf Ki67. ooeogen<:> .nd 
t .. ns<' i pti 00 f",,,,, 00 m""" • n""ll t h. di ff .. ""t 1 OC , ubt}' pes 
0)-' the K,"'tol·W.lli, t <:>t oni}' ""'<oled >ign ificont diffcrrnee 
fo, the 11 10112 eoment in TI' " •. II E II2'IIIR'. lI""e"e', the 
Ilcl.m.Boo fcrroniIM'lIlI .Whim<¡.' U ecrreel<d 1« 1 'OOII~d no 
. iini1i"m diff .. ""« fo, . u'" da" .... . 

Prutein . in"u,o.! in the _.<t .. " ' <>poo'" dt u""" e<lb 
, ,,,h . , , 'i m.nu n .00 E-codheri n "e .. d .. e,m i ned in tu",,,, 
'S. noo~uroo, so m¡>'es to ' '''''s the mig ral i<Jrl .nd in .. , ion 
profi l • • d tun.", bior. Ie • . l:Iot h prote i n. "' ... not .,., i.,i _ 
e.lIy d iffer<nt het"~en ","~'ed ¡;'0"l" (F i¡;. 5; T.ole 11 ). 
A Ithoo¡;h, bcth Bt-.1 r 3 (. k<y "gulOl'" of h}'Poxi • . indueed 
• lJI~.¡:¡-) •• ,,~U ., LAMPI (I~:so'<m< bio¡;m<>.is·inoJoced 
.LJtoph.gy) wcre >lgn if"'''' ly h ighc, in IOC .. mpl ..... 
ooMun"" .. mpl • • (~111 · 5), ."",di nll to the M.n.n_W hit ne}' 
te>1, ROe anoj~~i. ,"""~d no , ignifie.nt d iffercoc ... Among 
IOC . ubtyp .. , n,."". ,i • • nd .LJtoph.lI}' prote in eont."'. 
,,~re . imih" e""ept re. TN "·ho,,, & .. dhe, in eoote'" ,,~. 
. illn i1i"m I}' h illhe, (~ i ll · 3 1:1: Tab le 1 V) to th"", dete,m ined 
for HER2'IIIR' .nd TP. In tbi. "'¡;a rd •• n E..,.dhe nn e lJl ...,ff 
". Iue d 3-:37 \\1, dete,m i ned (1oble V), i ooic.ti ng that th i ... 
the "'qu i",~ prote in ap"'ssioo (r"'p<et to the tul>.Jli n ,;gnal) 
lO ' .. ch. h illh proboti lit}, (80 -100%) lO ioc"' if}' "'" I'<"iti ," 
.. mpks .nd d isca rd f. l", I"'s it i ... 00 f. l", ""¡;ati .. ",sul!>. 

lde",;¡-'<:atlo.. of ,,,,, .. mek1boii<: biomaT'erS in /De ,·ubt¡p<s. 
loc", ifico t ion cf , ignilic.nt d iffe",oc ... mong t he eommt> cf 
. 11 pn:::<. ins .... }~d (n,."boIie prote i tU, ",eogene. , t .. n", ip_ 
t ion [oetoo<,., wdl .. m,,,.,,., ie .nd .LJtoph.gie p'OI<in,) 
l>:t"em tu n~ .[ld noo-<unwr t~ue " a, d .. emÜned b}' Ufing 
the ,tr in¡;Cn! oon.p."''''''t ne >1.,i>1",l M.nn.Wh it ocy U ,,>1 

,.l id.ted by Ihe ROe ¡;r'ph' (Fi¡;. lA; T.bles 11 . 111 ,00 V) . 
With t he", , ill"'oo, st.ti>1 ie.l • naly"", >lgn ifie.n t d iffer_ 
me.,. bet"~m oon·I","",.oo tu""" so mpks "~,,, obi<"e~ 
fce 1111'-1" > IIER2 > e _MYC > OOX IV (Hg. 3A; T.bIe 11), 
"he .... non-.iin ilic.", "'.ng .. ". .. detected f", th. , .. t d 
the mitodlood, iol .00 gI)ID l},tie 1"01<1 '" .nol yzro . 1 n eoo,,">1, 
fce the idem i1k .. ion d s ill" 1k.m d i/fe .. oc .. on the prote i tU 

.=}~d .mong t he diffe rrnt IOC ,ut.}'P<" noo_p.ro"","" 

.,.ti" ".1 K,,,,bl_W. IIi" e"'OO the I" .. me"" ANOVA 
,.lid.ted by the ROe l:"'ph. (Fi¡; •. lB .nd 3B; T.oks IV 
.nd V) "e'e u .. d. The .. l." .no l}'" •• h""ed , illn ifie.n t 
"'.nll'" in 20GDH .nd &eaoJhe, in I"otri n ",ntm!> in T N 'S. 

TI~ 11 EII2'11I R' .nd IIEII2'!II Ir, th"" I'"",'idi nll • diff .. ""u _ 
Oled.oo .. keti"e p.",1 dbi~r\:.e", oo",titlJle~ oy 1111'-1" > 
<>- MYC > 200DII > E-c.dhenn for TN ,ubt},p< 1 OC '*'p<i<:>. 

Meurote .nd .. rly deteetion, .nd .uceeclu l Ir .. t "",nt of 
",n«, or • ., p .... m ., i 1I unsol "ed ",. Ilen¡:l ni d i "co l pn:;ol}­
\cm •. Th i. , it ll3tioo meo>1 li\:.dy den,' .. from t he Y.ri<1~' of 
¡:eneue . nd biodl"", ",1 ., .. te¡:ie •• " .. "" ... bI. to d",·.kJr 
IOJ """ i .. uooa o "i<k mngo: of ",,' irunmem.l . t r","'s soch 
as h}'p<J.'io .00 oom","", h}'M lu«m i •• 00 n", n"'il ",.mio, 
,00 immune h"'t ",spo""' . Th i, ed lular ,oO"'t", .. . 1 Joo,.~ . 

tun"" to eftklem l}' d .. 1 ", it h th. inh ibit ic<> d • • i n¡:l. ki n. "" 
tr.""', ipti<Jrl f."", '" <nOo¡;me ••• u.""lly tho u¡;ht. ~e>lgne~. 
.00 ",¡i",d in the trcatme'" cf conce, in expcr imrntal .n imol 
mooJ<I. (9.34). Uno.k, th " eoo1<.>.t. it i. ck. rly ""<k,,,t.oo.bIe 
.00 .. '¡xeted t he ,",'em u. l .oo f"quem <m<'¡;coce cf t umo, 
",,,,,,,,_, .. i. l>n« from t he .. n>CJt>(}-<h .. "!'}' 'e¡: in,. • . 

Tumor protccti"e meeh.ni,m. indude t he .eti,..tion 
d mu lti pl •• nd 'edund.nt ki n .... , ".n", iption f.cto,. 
.nd ooc"ll<nn t hal [<3d il¡.' cl,eum"<nt l he initi. l t hrrop¡.' 
di 'eeted to • • in¡:l. tori'<t (34). The,efo .. , . , •• ui"bIe . Ite'_ 
""ti .. Olrate¡;y. multisite '" eombinat",y Ihe",py shoul~ be 
e"" ide .. d (9.34,35 ). S"",. d i n",1 t ""n,.n,, em pI,ie. II}' 
ha"e em¡>'o~'e~ multis ite therapy .~. i n't ,,~lJ.\:.oo"'n 0"«, 
.. 'p' .... d prot. i n. in t un"" « 11. ,,·ith mode .. t d}' hillh., 
soc« .. ,.t.,.. 

In o"'o»t t u"",," '*'1""'''''00 ",'crul'"<s><d I'"OIrin.(IIER2 
,00 IIR) hMe f",~ uem ly been u",d .. oioma ",e", (36.37) . 
Thc rcfc«, • d inico 1 ecrno i""tioo t ",",,,,,,,,, cf o",a<t co ocer 
"üh "n"" ifen .¡¡a i nS! 1111 pi ... t""u , un ... b 'll. i nst 11 EII2 
i> eommonly used. lIo"~"er, i) I"',itiye "'1"'''''' 'p i"'t 
II EII2", II EI/2'11I1r t .. atn,.nt ... not . Iw'}$ ob" ined. 
Fa in>1.nee, t "'>1,,",Inl'o .10", or ecmb ined "ith tucl '" 
eü pioti n '" 5-flooro",.ci I plu. ' u'get}' plu. t.:J,n"". the,,,!,}' 
shOJ~~d no <ffeet in 50_75% d e.",s ,,'ith met. ' t.t" o rarOl 
canee' ( ... Ie"ed in .. r. 9): ii) the eoment ofthi. m.tte' i. 
Joo,.' (15·20%) eOOlpare~ ,,'ilh otha h i¡;hly '-'pre ... ~ p,ote i'" 
, ,,,h . , mTOI< (40%) ond e}cl i n DI (50%) in 11 EII2_l'<"it i," 
e'n<o, p.t ient s (36.38); .nd ii i) IIER2.00 IIR pred ie_ 
tiye I""'~' ",,'cr<ly d imi ni,hc. ,..hen t hey ore indiyidu.lIy 
.""ly,e~ (39). 

It h .. heen d<mcmt"'ted t h .. t he IIER2. nd HR I"OI<in 
oom""" "'.ni< ""e' t i n,. .rrect ing th. ",«ted e l ini",1 t .. .,_ 
mmt (-10). 0'" "ud¡-' ""·<oled. ><l'ere e.ocer ree",,,,oce oft<r 
.nti-ll liI/2 "" .nti -III< ¡¡e"m.nt io nwre th.n 1000 "\lm'n 
diogoo5<d with carly"'.ge brea" cane.". A ¡>Juling 005<""' _ 
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tion ¡. tbal tumur ,",OurrmO< oom,la!", .. ith. d iminution in 
tb< ¡n-d, cI 11 ER2 (33%) .00 IIR (15%) commlS in . 11 liq>' 

.., • • n.ly«~ OOOlp'"'~ .. ith ¡he in itia¡ d ia¡;n"'''' ,.hoJat<~ 
by. h igh IIER2.oo HR ",'.rcxpr<"¡rn .;lO). In 011><, bre." 
",nce" p .. ¡ ..... the ,,>tu. ofthe 11 W2 """1"'" '''ng .. r":;<1\ 
po<iti,.. to n<gOl ¡", or " le< ""SO (40). lh. in<o",¡" . n< '" 
de",ib<d rO' t .... """,¡", I m.' .... bOl" .,d lO tOo ... "'" 
re. oth<r mokcul.u Ncm.,h", "'h idl nuy rcl i.l:l.y imp""'< 
con«,. di'gn","'OO progn",¡ .. 

1II f"_la as a suuaUuam:,,' biomarkr in fnasl ca"'''. 11 illh 
1111'-1" Oonten! a nd gl)~ol)·si. ' ro ind ioat i« d i no",.«d 
", .. li go.nC)' .nd poor I"~ n",i. (41). Th.,.r",e, 1111'-1 " .. . 
\xcn l""P""'d ... bioma",cr fur oJi ffe ",nt meta<t. , ic oara · 
00"",' (colon, brc.". ¡ .. "Oc, lung, . 'i n, p ' '''''''', ",.., i.n, 
ponorutic. bu in, gl¡~. 't<m' ar>.! ",nal) (",' ie,,~d in ",r.. 
42 .43). In.1I t he", >tLld i .. , t " IIIF_I" conte'" in c.nce, 
.. m pi." "'.I}' .,·. I .. t.d b}' li le • • ho .... d.n in" •••• d 
30.83% vs. oomul ti"ue (43). O", ¡r='" d ... u,ing "n1<fn 
bI", .n. ly ... ",,· •• led. >ubotont La I ine .. m""t d 1111'-1 " in 
• 11 c.nce, .ubt}p<> ccmpored "ith t " i, , ,,,!,,,cti,'e ne< m.1 
t i .. u. (~111 . 2), indie., inll t"t th lo " . n><, il" ion f."o, con 
be. rd i. Ne bruma ,.« dOre. " O'nO<, olop' " '' The h igh 
..... it iv it}, . 00 . pee ilidt}' d tOo 111 1'-1" detee,""n b}' " <>" 'f n 
l>.ottin~ (i.c: .. tbe ."' ib<>.ly sded i'dy daecl>. ta'gd ¡rucin in 
• mL"u" of ..,· ... 1 tm""nd d iff .... '" I"",. i "" eom i nll f,cm 
beterull"nou", t i .. ue) oOOlp . .. d tu tbe 1 He ""'y mil . .. the 
fe<m<' t he mnhed cf cm",e fo, ro ut ino cUnic.1 U><, d .. ¡':te 
tbe k,"~« p,oce .. ing l ime fur ,,~stern okltting (d.},S) th.n 
fe< lile. 

On tOo ",o., h. nd, 111 1'-1" fune,""",, 1 ¡lOt", h. , n", be.n 
.~'tem .. ic.lly e .... lu>1ed to e".Ni,h. co",l.,ioo bet " u n 
prot. in eont.nt . nd t .. n>< ';pti oo.1 . " iv it}, (42,+1). l o th. 

¡r='" >!ud¡-' t" tr,,,.,,,, iptioo. 1 f unctioo. Uty cf 111 1'-1" "''' 
....... d in . III OC b.,pole • . T Oo d ... ind i",ted th", . I !hoo~ h 

• suost.", i. 1 i ocrem<nt in the HII'-I" I<,e" ,,~, ub<e"ed 
eoo' l"'.d to ne< m. 1 t im .. (~111 . 1), . 11 1 OC . uI::<}'pe. nlO i nt. i n 
simila, GLUTI. HKII ,00 LDf{·A ",mem' .nd o.ti, it'" lu 
t!k)¡e det.m, in.d in noo-tun'''' .. mpl ... Unfe<t un",. I}', th .... 

.'" no . tuwes in "hi", tbe Ooole'" ond oeti ' ity dtbese: P)"'" 
I},t '" protrin, h.,'e been dcte,mined, .. ",e pt f", LDII "'h",e 

>eti ,ity. deterrn inod be ... ,,~, "ithin tbe ran~e repurted fUf 
o, .. " c.nce, l"t ie n1> (45). Ne>,<rth<le", t he p",>< nt d.,. 
i nd",.,.d th", II I ~_I", but oot !h. JI }~oI}'tk prot"; n, con be 
• >!rili ng ",Uob", m.>r'" cf ~kxic.n o", .. t cudoom.> os h" 
be"" . 1 , •• d}' , uü.".d fe< hunlO n >q u. n""", conce' e ... ,L, 
eplt .. lium (46). 1 n ot", "Lld i .. perfe<m<d in 1:«." t umor 
pe, ineerotk ..... nd e.,,'k.1 conce" >"001l "",. I", .,n 
bet"~,,, HI 1'-1" >nd GLUTI hin be", f"" oo (44.-16). 

R'll"d i nll m ito<hond, i. 1 0 .' 1' "", p,ot. in. , on l}' th. 
ANT Oootem ,,~, daected tu be si¡;n if ... ntly doore' '''d in 
tOo ",nce' biO[l~'" In 1'1212 tumo, ed 1 ... he<t_te,m h}'[lO., i. 
(JO min) w..'n"'gul. t .. tbe t .. ""', ipl ioo d geno. eocoo i n~ 
mi""'¡"OO,LaI ccmpl<x IINADlI deh}dro¡eno .. os.n .<lap_ 
ti"e ' .. poose: m<",.nism fur odjusti n~ the OxPb", ",1< 1<> the 
Iow o, .,·.il.NUty (-17). A ¡>.Itati"e rcgul .. «y . ite in t " A NT 
¡ene rOl" 1111'-1" hu not be"" .. ported . 

Chnical imp/icalions in ,he starch of "" ... biomark.rs JOI' 
trip/~ n~gatn .. b"ast canc,," E¡':demiol"ll ic.1 >tLld i .. of 

bre. , t o'oc« in tbe Mexio"" fem.'lle po¡>JI.tioo ""'e.lo.I !h.t 
"P l"oximatcly 20% cf l"t ",,,,.d<>'elop!he T N pbenot}'pc (36). 
UnfOltunately until nO"'. the t",.t me'" "ith o "'i · I •• moo"" 
.ir ug' (tM>Dxi fe n) '" mil 00<'10001 .nti ·1I ER2 (t ... ,,", u m.> ~ bo., 
be.n inelf.", i,·. in tOo mojOl" it}, d !h ... di"llnose:d "' '''. (48). 
Th<rcfcre, it 'W"'" ,<I,,-.nt '0 d<>'elop ",><.reh focu><d on 
tOo id.nt ili"t .,n d . pecl1k T i'I bicm. rI: .... . R.centl}' it hu 
bee n documrnted t " t t he MAGI3·AKT3 ¡rot<ln may fu lli ll 
. """., ",le (49). 11""",·." it""".", Lo o,"}' "' ..... ,p .. »ed in 
• seo ,o< numbe, ofT i'I pOi""" (7% '" 3172\ w",Nin~ ia "'" 
f«. 1I 1'i'll"t ient. (49). In tOo p .... nt . tud}', . ill" licont "'.n¡e, 
in ...,me mit<>dloOO,ial (2OGDH) >00 metu.t'" (E-<.dherin) 
¡rot"; "" " .... "bo,,,,·.d i n 1'i'I .. mple. \'S. o!h., 1 OC . ubr}'pe. 
(Fi¡;s. 4 .nd 6). Th<",fure. On ol[anat ivo th<,,,,,,, cC ,,, .. ",te¡;y 
may be t" us< cf co ..--b iocd t","mmt inc luding !he usual Ii .. t 
li ne uf I",.t""",t (t."""" if", '" 3 ·0u",,,,,,,,c il m oJux<Jr ub", in 
ce c}~loph",ph.mide ce "."",umob) plus so me mitochoo _ 
d,;. ll},-t .. ¡et.d inh,rb ito, (c • • iope in. lI -ll l},.nd , 'itom in E 
,,,"Ioillos) (5051). 

In e""du. \on, . 11 .n. I}'U'd br • ., cane.' . ubtyp .... ,h ib_ 
ited h igh 1111'-1" I<\'el>. T .. ,<for<, .nt i· IIIF the ,"py (ix .. 
«h i ,.,.. ,}~ i n .nd bortew>,i b) e"",bi ned " 'it h cono"",1 drugs 
(000"', e"",¡;y met.bcl ism d'u¡;s fOl T N o.",s) oou'-l be • 
I"",,'¡. i nll . It ... nati,·. t,,"m.'" .g. in" b ... " c.ne .... 1 n th lo 
"'¡;a N. it h • • bee n doc ume"'ed 'bat HI 1'-1" o"e",xp,essiu n 
in co ne.' edi> Lo 1 i nl<ed to • • ubotonti . 1 . ugm. nt in Ea ~I< 
k,'d .. HO"~"a. mooo~ha"l'Y ,,'ilh cauximao •• m<n><1rn.1 
.nt i· EGFR ."' ibody '" g<fiti nio ~'" Id, low <ffic.cy (52), 
sUü '" i n~ t bat oo.mo inat (J()' 'h<, "I'Y "il h o. noo ica 1 d, u¡;s ¡.:"' 
.nti· II IFI " t""py (p lu, e ""'gy inh ibilO" fcr T N c,,"') m.>y 
be .. qui .. d f« elf.", i,·. tun"" .boli, h¡".", . 

Th. p'.se:'" OI ud}' \\: .. p. " i. ll}' . Ul'P"".d b}' ll""" f,cm 
CONAC)'f_Móx",u (n"'. 8(l5J4. 107183.123636 ond 180322) 
. nd tOo In. tit UlO de e ienei.}, T.enol "ll'" dd Di. " ito !'ed .... 1 
(oo. PlCS08·3) tu SR.E .. R.M.S . • nd A.M.H. S.c.P.V. ,,~, 
. up port.d b}' • e Oi'l!\e}'l'Mé.,ico rd I""$hi p (no. 2(212). 
Th< p",srnt " udy i. po ~ d Ihe PbD !he~. d s.e.P.\'. in the 
Do<tcrado m e"ncLa, B\om<'dieo., ¡rogr.m.,!he Un i"e"OI.d 
N"" iOOlOI AcCOOoma de Méxiou. Th< aulho.n tban\; D, 1. l'éra · 
Neri fe< hi, h<lp in t he "'" cf !he diff<rrnt >!.ti,,""1 m<t hods. 

l . Rok o. FJ¡ o".,¡ EJ H, n Tri "" . ,,,¡¡., ; "'~oI . H 'o 0'0' " "'''«' 
..... ,..... J'atl"j{'i'y ~I : ->04. 2009. 

2. Leoo< E I' .. i ,~ """0 E. e",~ lJ o,j G. " oc fu ~,.",, \o, of th< 
c-F...-olJ ·lIHF.R2 ~'-"'orol<"" ; n """"'" h<m>topo:;<tic «I ~. 
J L<ukoc ",,174: S'lJ-bO U m. 

3. Mol " ", ~J. 11 000'''00 Te. S;mooyt< K. SQ<le"" Qm l. 
M"'t",', e. S«< I JR.rNl 0 1 .. "" 1': A, ,,,cl .,ioo of II~· 
oJ'J ""ys"",id deb)'d",¡".,< tj'pe, J .,. ~",,~o, orNl . <t i, i1)' 
." tb .. ""..,n -P'O' ~ '" .",_ "'''"'' ¡"", poslm<"'I'"U1 >1 '' ',meno M'<nq>O",o 19, 1.47·1352.2012. 

~. R<~ 1· H>l lmoM RS. 1t>ar .. ·del·Rio M orNl FIo"",·Hmo\odcz 1; 
e_!>.ción < l oo ~_¡ ic> en <11 "'"tulO ~>< im>I <l<e""",,"*'i'" 
en <1 """ 2006. _¡lo -16 3(11·31"- 2008 (l o SfW' ;' O), 

5. ~~n<odorf fA. Wu Y. Scaltrit i M. "oc 1..0» <i IiliRl .m~li · 
ficat"n foll ,,,,,;n~ t .. " ",um.o_o,,.,," "",,""ju ,~nt ,¡ , ,,,mio 
tne .. f?' """ ,",,'; ,~ I ou,<",,<, . e l;o e. ",,,, R", 15, 73 1·7388. 
,~. 

6. Vu T.oo e "' ... FX : T"",""",,,o: u pd>t,," meco,," ~"" (l{ 
"", ''o 000 "" ;, W>« ; o ~"" """"". F",,, 0"",,1 ¡ 61. 2012 . 



 

23 

 

 

t~"TF.Jt"Anow.l. JOU~NAlOFO..::ol.OOY",-" 2,"","2.!l1J. ltO ~ "'9 



 

24 

 

 
 

"" 
XI. So .... , fL,C . ... do L.rd r..lr<HI N: In~h"'; .. d"".u_ ... 

.. or;_ .n .. · ............ __ ó< fa<'l .... in pri"""7 bnoo" 

....... " .. hALOS 1k.1O:1J.l[!._. 
JI . 0.:.. .• ,U t Curra" io_ lo f.Il .1Id HEIll .. ,,10, b\I LtIC in 

""-'cono<f. ).t.,d ""' Id 21 : S8-SlS. 1OO8. 
32. C • ..,. LA. J'croo CM. U '-"y CA.".~ Ro«. b«ao' e_« 

"hll'~ . o.,.,¡ ""1,,,1 In ,he Coro! ; n.o Br<a<' Coo« ' Stu<ly . 
.lA M.o. 2'15< 2491 ·1501,1006. 

n. Mi\&l M. MiUill rion K. W>llell c ... <>I'. "",rollan ....... ·Ii .... 
RT.PCR ""' . .. .,. tA ...... <_ ... .,;,,"""' .... ; ... ;n, • 
... 111 ....... _ pon<t. 1" J C, .., .. 'I}: 16!-I7I.lOOI. 

J.I. x. A ~t .... H .... 1\1 : R«<_ " ... ¡ .. u ... .-.;ti ...... _b lo """""C.",., Il.oo 1\1; lKJ7..l86O. 2010. 
J:I. AI ·l..atÍuru B. 8o""¡; u ..... Wottmon I~ C_....nal dn. 

Ü'l<1'I!')' ro< "',.,... in Ü'!< 1"""_'" ..... Na 8""",~nd JO: 
~1:I-69UOIl . 

.'6. f\! .. ,~""he. V M. V<lo-C k.i"" TA """ M"",·r~<> r<1\Q M,I: 
O" lnjo~ro hi" <>plloIóJi<o y 1><1""'. I"""'Ó""''''' •• ,in<", 
InIlll ..... d. ,"..Julo ",""rio. C. n<m>lOIr.): 7-17.2008 
Ilos.o.ai<tll 

JI. ~¡,."'u. I.a .. lua<rbit ... ¡\. ..... H .... I'S: no ........ d_, 
.-«lIm f ... l'llyoóci .. 81: 1lJ'J.-1J46.lOIO. 

:JI. W .. ,.. ~rr.n.l o-.. u M: C ..... , ........... '1Ii'" _>0\ .... i. 
_t<aI><C<C I""lllOIio. 1>! p«<li<tioo. Enóo<t Ii<tIt CloIl<Cf 11: 
Rlol'! ·IU61. 201O. 

19. La~ S >lid Korr." 11: ~OoIoI "oI mor' <" i . DClS . <Id , ~ . o( 
...... , ...... ' .. "' .. ". 'Y"<"'~< "' , ....... 1 C.""." l: 1.J:l ·161 . 
~,. 

oCI. Uro", ... LS. K_ E. I\~ltiD. UM ..... OiDi<ally _ _ .~_ ...... .uro.",,~ ......... __ .p_"""'" 
.... pII>< ..... bu","" .pOIo,"",1 ."",.", roc .... 'e«pIor l.no 
"" , .. '01 < ,~'''''.~ ''''' ,""",.. P"'I«""'. ' Oi" O,.,.,. » 
l60I .:6OII. 2011-

~I. 1'-"('>"'0 I'E. lJ!l u ~ S. 1)0.1 0 " " RK. Cof'<1t i r an..I ' ''''UUA I~ 
AnU ' . """ ,"''''~ in tho I I¡roIy . < "", .. bOii,m '" lu mon : . _1><..,.,.. <e>"". l'roM 'IIInnoooIl: 4!1. lO! L. 

~. r .lu KL. T.rl<y H. O .... , KC. M ••• ·dl PIl. Pu,h CW. 
ROld,T.l'landllo m. AI" TlIo .. ~-.ld, .. ri_"-"'" 
1I)'l""'I"i "J...-ihlr r ....... IlII'- bI ¡fu. . ... H 1 F-bI pilo i" ,."".01 
hu .... Ii."' .. <an< ........ ,. __ -00. ........ mp..,.,.. Am 
IJ'_ In ~IHl1.2000. 

.(l . 7.J\oo~ H. Do M.o ,,,, A M. 1."1 ' ''<'" E. rl ./; O,~ .. ,..",,~m ,1 
Ilr l" ...... i "" ",,,DI< r_ loIpn. '" C''-'\I'''''' , .... ." <>"..,. . "" 
th<i, neto,.. .... 001'1«1" Ro.!9; 58.\l .!8J$, 1m. 

-01. VI<_ld MM. G";j .. Af_ .... <!t, \\~II E.,.¡ , .... DO .. , PJ: 
M ........ Da/y>is o( tho IUF·laL"", ""J"n-<ltptll<l<Dl ........ 
dOli ... _i" i. iD"";" bo<a. ""."".C-.. ¡¡"""C, ....... 
l6J: IOIl--m.1OOI • 

.&!l . IIoli."'y I).I'I&<C.;. ... I .... ;. ,W; 1_1_1'"'_0(""""¡· 
I><oi, • .• nd ""',¡,"'., ~"" .. lK-ea .. , ....... C.""'" 11< • .(l; 
!8!lH90I. l98l. 

«;. b . <¡'"(.II_. 5<:'. n .. KI'.l'", ... ce. "" S/Kn WI" n ... ,.,. 
IlrpO ... ·"'Ju"'w f' ''' '" ri",<"" ... l carciOOi<_~ -" 
... 01 ... "" <l_ri"1 ,he hypO,i.111<0I,.. .. • .. 0l"" .. ""l"""'<' 
~ ... oI OtlCOl lOS: m·~.1(KII. 

.(l. 1'iI'" JI .... L6pn01lor_ J: o..n<. ,_loo .. 'u"" .. mil<>­
<hoRJ·ioIllNA_-..pIu 11I"""<>r«."", IlIioICIont> 
uo. ./,l~U"'!68-l. 200'-

.... R ..... llN , ni A, ... ,. CI~ ' n"; , ';""'¡ ''''I,i .. d ,..;"...,.,., 
HI'-I\l ." '¡<I«l'~;' HI'JI2 "",.am~l i "«l ~ ... ca "",,: 
_", ni,,,,, . nd d i " ,,1 I m~ """"". CJit 1I.t>' Onro¡ 17: 1·1<'>­
ro" $/. ~"¡I S. Cibob . .. K. RooJd. &<a .. IIO C.,,~t. Seq ....... 
.... Y' .. ..r '"""'~ ......... , .... __ ....... br", •• _0< 

'''I~'' """'lO -= .oos--l(l9. :!OI!. 
~. 1IDd' j ..... Enrlqun S. Mari. ·H<mlodn A.(loIIaAlo-I'trnJC. 

C . .. .,.f ...... 1. . "¡ M ... ,.,.S,,",I><, II, Torreó"1 d ~ 
_11 _ ;Im.),',o¡ " " , _ Reo.!J : 29-11!.lOO\l. 

". Rod " " , · E n d,~"" s. H< rn'n " <t.F.,~ ", •• 1 1.. M.d , · 
1100'l.hl<< A. Don/ I.F. A, ,,,,, .. )" hT. Nou";l J. Mal po SJ . roj 
~lor .. ,,-Moci><1I , MoIe ... l .. m«""ilm 10< !he ""<1~'< 
Im".h ..... o( "'''''', .. ""_",,11.,,,,100 by. md""hon· 
doloUI ....... d ,'jg ... E."""" .... _1m ~5opbyo""'. 1817: 
1WJ.I601:!01l. 

Sl. el o-nI> A. Zq ..... , R. ,,<mi;. ce. n a! DiIT ...... 1 i"'l"""' 
o( 1;(itJl ... ",,"¡ """"P<' al .b)'po>io """"'_ ;ft"(li<or"" 
ro< ,,,. ""..,, ..,,';'hi'y ;, ' nple."'p"'. ""' . .... < b<-o .. , 
.. "'" 1'1.0:0 On< 6: <l~.lOOI . 



 

25 

 

4 Discusión 

 

En el primer apartado de esta tesis se mostró que la combinación de un perfil de 

biomarcadores involucrados en diferentes procesos celulares (factores de transcripción, 

proteínas glucolíticas, proteínas mitocondriales, oncogenes y proteínas de migración) 

puede ofrecer un panorama más amplio para la clasificación del CaMa [Pacheco-

Velázquez et al., 2014]. Cabe aclarar que al ser un estudio piloto, para el cálculo del 

tamaño de la muestra se empleó el estadístico de Cochran, el cual nos permitió 

determinar el número mínimo (≥96) de muestras para hacer el análisis y las 

comparaciones entre las biopsias tumorales y el tejido no tumoral así como realizar las 

comparaciones entre los subtipos [Charles et al., 2009]. 

Las pruebas estadísticas para determinar la normalidad (Kolmogórov-Smirnov y 

Shapiro-Wilk) y homogeneidad de varianza (Levene) dentro de una muestra nos 

permitieron identificar el enfoque de los análisis posteriores [Young et al., 1977; 

Henderson et al., 2006; Shapiro et al., 1965; Hines et al., 2000].  Dada la heterogeneidad 

de las muestras, un análisis empleando pruebas estadísticas no paramétricas fue la 

opción que nos permitió obtener las mejores significancias [Vickers et al., 2005]. 

Para la comparación entre las muestras tumorales y el tejido no tumoral se 

empleó la prueba U Mann-Whitney (la cual es el homólogo no paramétrico de la prueba 

T de Student) Mann-Whitney, 1947; [Vickers et al., 2005]. Mientras que para la 

comparación entre los 4 subtipos tumorales se empleó el análisis de varianza (ANOVA) 

[Shine 1971, Hartman 1974] y la prueba de Kruskall Wallis [Kruskal 1952; Breslow 1970]. 

Posteriormente, se empleó la prueba de Dunnet como prueba post hoc para identificar 

los subtipos tumorales que presentaban diferencias en el contenido de proteína de las 

ezimas analizadas [Dunnet 1955, Dimitrienko 2006]. 

Las proteínas que tuvieron diferencias fueron seleccionadas posteriormente para 

realizar el análisis de curvas ROC [Hanley 1982, Zweig 1993; Perkins 2011,]. Este 

análisis permite seleccionar un punto de corte de una variable que permita distinguir 

dentro de una población a individuos enfermos de sanos. Cuando se somete un nuevo 

biomarcador a validación, es necesario que este biomarcador pueda discernir con 

eficacia los verdaderos positivos (sensibilidad) de un falso positivo (especificidad) a partir 

de un punto de corte (i.e. el punto de corte es un valor asignado para una característica. 

Un biomarcador se considera eficaz cuando a valores bajos de este se pueda discernir 

individuos enfermos con sensibilidades y especificidades altas. 
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Cabe aclarar que al homogenizar toda la muestra se incluye un porcentaje de 

tejido no tumoral.  En este sentido, la cantidad de tejido tumoral superó el 80% en todas 

las muestras.  Sin embargo en estudios más rigurosos se debe discernir entre estos dos 

tipos de tejido.   

Este trabajo aportó información relacionada al empleo de una firma de 

biomarcadores en carcinoma mamario como una propuesta para la combinación de 

varios marcadores biológicos que involucren procesos como; la angiogénesis, la 

proliferación, la metástasis y el metabolismo energético [Rodríguez-Enríquez et al., 

2011]. Esta firma global, incluyendo HIF-1α, y algunos de sus blancos glucolíticos, en 

combinación con los biomarcadores canónicos pueden ofrecer una mejor alternativa 

para: 1) la identificación de presencia de células cancerosas; 2) el pronóstico del 

desarrollo del cáncer; 3) la detección de blancos antineoplásicos contra células 

tumorales y, 4) la evaluación de la sobrevida ante un tratamiento. Esto con la intención 

de apoyar en las decisiones clínicas considerando un panorama más amplio de las vías 

que están involucradas en el desarrollo del fenotipo tumoral. 

Finalmente este trabajo nos dio la pauta para proponer el siguiente estudio.  El 

aumento de la enzima 2OGDH en el subtipo TN, al ser una enzima clave en la 

regulación del ciclo de Krebs y por lo tanto del metabolismo energético tumoral, nos 

permite proponer una estrategia terapéutica para este subtipo de cáncer. La 2OGDH 

sintetiza succinil coenzima-A a partir de α-cetoglutarato.  Este complejo enzimático está 

regulado finamente por varios metabolitos, entre ellos el calcio, el magnesio y la relación 

ATP/ADP.  La reacción que cataliza es de las pocas reacciones irreversibles dentro del 

ciclo de Krebs (con un G´° de -33.5 kJ/mol), por lo que se propone como uno de los 

principales puntos de control [Tretter et al., 2005].  Entonces, un aumento en el 

contenido de proteína de este complejo enzimático en el carcinoma mamario subtipo TN 

podría sugerir un aumento en su metabolismo mitocondrial. 
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5. Conclusiones  

 

 Para el carcinoma mamario ductal infiltrante las proteínas HIF-1α + COXIV + C-

MYC (+ HER2 para el subtipo HER2 positivo) pueden ser empleados como 

biomarcadores diagnóstico 

 El perfil de proteínas HIF-1α + C-MYC + 2OGDH + E -cadherina pueden 

emplearse como biomarcadores para el pronóstico del carcinoma mamario ductal 

infiltrante subtipo triple negativo. 
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Capítulo 2. Análisis del metabolismo energético 

en carcinoma mamario triple negativo* 

 

* Este artículo se encuentra en preparación y se 

pretende enviar a una revista con un factor de 

impacto mayor a 3. 
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1 Introducción  

 

1.1 Epidemiología del carcinoma ductal mamario triple negativo 

 

El carcinoma mamario subtipo TN ha cobrado un interés reciente dado que al 

tratarse de una enfermedad heterogénea, la ausencia de un biomarcador específico 

limita las estrategias de tratamiento y disminuye la sobrevida.  [Lehmann et al., 2011].  

Como se menciona en el primer capítulo de esta tesis el subtipo TN carece de la 

expresión del receptor RE, RP y HER2, además tiene una mayor prevalencia en la 

población hispana y afro-americana que en la población caucásica (Tabla 1).  Este 

subtipo consiste de tumores más agresivos que presentan un mayor número de 

metástasis distantes (hacia hígado, pulmón y cerebro) en comparación con los otros 

subtipos; además, presenta recurrencias tempranas y la sobrevida general disminuye 

(i.e. la sobrevida puede ser menor a 4 años) [Dent et al., 2007].  Los factores de riesgo 

que se asocian a este subtipo incluyen la obesidad, la post-menopausia y un número de 

partos mayor a tres [Zaharia et al., 2010].  A pesar de la agresividad del TN, cuando se 

presenta una remisión completa con quimioterapia neoadyuvante, la sobrevida puede 

ser semejante a la de los subtipos Luminal A y B [Liedtke et al., 2008].  Respecto a la 

población mexicana, un estudio con 100 pacientes TN en el Instituto Nacional de 

Cancerología (INCAN) mostró que la mayor prevalencia de este subtipo (60%) está en el 

intervalo de 40 a 60 años, el tipo histológico más frecuente es el carcinoma ductal 

infiltrante (89%) y sólo el 28% presentó metástasis (15% hacia pulmón y 10% hacia 

sistema nervioso central) [Hernández-Paz et al., 2010] 

 

1.2 Estrategias terapéuticas/ Clasificación molecular 

 

En aras de desarrollar estrategias terapéuticas particulares para este subtipo, en 

un estudio reciente se analizó la expresión de genes de 600 pacientes lo cual condujo a 

dividir al subtipo TN en 6 grupos [Lehman et al., 2011] (Tabla 2).  El grupo basal 1 tiene 

aumentadas las vías de ciclo y división celular.  Se caracteriza por presentar tumores 

altamente proliferativos por lo que responden mejor a la terapia con compuestos 

antimitóticos (i.e. en terapia neoadyuvante con taxanos se observó una mejor respuesta 

de la enfermedad (63%) en comparación con el subtipo mesenquimal (31 %) y el subtipo 

receptor andrógenos luminar (LAR) (14%).  Por su parte, el grupo basal 2 tiene 

aumentada las vías de señalización de factores de crecimiento, así como las vías 
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glucolítica y gluconeogénica.  Este subtipo tiene características que sugieren un origen 

basal/mioepitelial [Lehmann et al., 2011].  El subtipo inmunomodulatorio (IM) 

sobrexpresa genes del procesos de sistema inmune (señalización de citocinas, 

procesamiento de antígenos).  Además esta firma genética coincide con un subtipo raro 

de CaMa TN (CaMa medular) el cual se asocia con un pronóstico favorable [Bertucci et 

al., 2006] [Lehmann et al., 2011].  El subtipo Mesenquimal (M) expresa una variedad de 

genes involucrados en movilidad celular, receptores de matriz extracelular, rutas de 

diferenciación.  Por su parte el subtipo mesenquimal tipo célula troncal (MSL) presenta 

además un aumento en genes relacionados en diferenciación y crecimiento celular (en 

estos se incluye el metabolismo del inositol fosfato, señalización de calcio, receptores 

acoplados a proteínas G y transportadores ABC), angiogénesis y genes de transición 

epitelio-mesénquima.  Otra diferencia importante entre estos subtipos es que el tipo MSL 

presenta una disminución de los genes de proliferación y un aumento de genes 

asociados a pluripotencialidad.  Ambos subtipos presentan una mayor quimioresistencia 

y están asociados a CaMa metaplásicos [Gibson et al., 2005].  El último subtipo, el 

receptor luminal de andrógenos (LAR), a pesar de tener un fenotipo ER negativo tiene 

sobrexpresados genes del metabolismo de hormonas, incluyendo metabolismo de 

porfirinas y de andrógenos y estrógenos [Lehmann et al., 2011] 

Sin embargo, esta clasificación únicamente incluye la expresión a nivel de 

transcritos de mRNA, y por lo tanto nuevamente se excluyen las modificaciones 

postranscripcionales y postraduccionales que puedan estar modulando la actividad de 

las proteínas. 
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Tipo Vías activas Tratamientos Resultados 

Basal 1 

Proliferación celular 

Ciclo celular (Fase G1, S y G2), Maquinaria del reactoma de replicación, RNA 

polimerasa, vía ATR/BRCA 
Cisplatino y paclitaxel, Sobrevida alta 

Basal 2 

Factores de crecimiento 

Vías activadas por EGF, NGF, MET, WNT/β-catenina, IGF1R, activación de la 

glucólisis y la gluconeogénesis 
Cisplatino Sobrevida alta 

Inmunomodulatorio (IM) 

Inmunidad celular 

Activación de vías de inmunidad: CTLA4, IL12, célula NK, Th1/Th2, IL7, presentación 

y procesamiento de antígenos, vías NFKB, TNF, transducción de señales de células T, 

vía DC, BCR, JAK/STAT, ATR/BCRA. 

 
Pronóstico 

favorable 

Mesenquimal (M) 

Movilidad celular 

Activación de las vía IGF/mTOR, ECM, WNT, ALK, TGF–β, regulación de la actina 

mediada por RHO. 

NVP-BEZ235 

(inhibidor de PI3K/mTOR) 

Dasatinib 

(inhibidor de abl/src) 

 

Mesenquimal 

tipo célula 

pluripotencial (MSL) 

Activación de las vías: TCR, WNT/β-catenina, NFKB, EGF, ALK, GH, RAC1, GPCR.  

ERK1/2, RHO, PDGF, TGF-β, señalización de adipocitocina.  Adhesión focal mediada 

por la interacción con receptores de matriz extracelular e integrinas.  Metabolismo del 

inositol fosfato.  Citotoxicidad mediada por células NK.  Transportadores de drogas 

ABC.  Contracción del músculo liso y señalización mediada por calcio. 

NVP-BEZ235 

(inhibidor de PI3K/mTOR) 

Dasatinib 

(inhibidor de abl/src) 

 

Receptor luminal 

de andrógeno (LAR) 

Metabolismo de; glutatión, alanina, arginina, aspartato, , fenilalanina, porfirina, prolina, 

tirosina, triptófano, biosíntesis de esteroides síntesis de andrógenos, estrógenos y 

glicoesfingolípidos, metabolismo de  fructosa, manosa, almidón y sacarosa, ciclo del 

ácido cítrico, síntesis de ATP, metabolismo de ácidos grasos, síntesis de 

eicosanoides, ensamblaje flagelar, activación de la vía CHREB y metabolismo del 

citocormo p450 

Bicalutamida 

(antagonista del receptor de 

andrógeno) 

Mayor sobrevida 

libre de 

enfermedad 

Tabla 2.  Características moleculares de las clasificaciones de subtipo triple negativo Referencias: Lehmann et al., 2011 
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Con esta información se han implementado nuevas estrategias.  Actualmente se 

han explorado la terapia contra factores de proliferación (i.e. inhibidores de receptores de 

citoqueratinas, hormonas o factores de crecimiento, tirosinas cinasas), inhibidores de la 

poli-ADP ribosa polimerasa, e inhibidores de la angiogénesis [Olaya-Guzmán 2010] Sin 

embargo todavía no hay una terapia específica que resulte efectiva. 

 

1.3 Metabolismo energético en el carcinoma mamario triple negativo 

 

A lo largo de esta tesis hemos comentado la heterogeneidad del CaMa, en 

especial del subtipo TN.  El subtipo basal 2 presenta a nivel transcripcional un aumento 

de las proteínas de glucólisis y gluconeogénesis (sin embargo en el trabajo de Lehmann 

et al., 2011 no indican cuáles son las enzimas aumentadas), mientras que el subtipo 

LAR presenta un aumento de las enzimas del ciclo de Krebs, del sistema fosforilante y 

del metabolismo de aminoácidos (Tabla 2) lo que sugiere un comportamiento metabólico 

distinto dentro de este subtipo.  Sin embargo, estudios en diferentes modelos (biopsias, 

xenotransplantes y cultivos en monocapa (Tabla 4) sugieren que este subtipo tendrá un 

metabolismo mitocondrial incrementado.  Con esto en mente consideramos que el 

carcinoma mamario con subtipo TN, por su potencial de invasión, podría ser 

extremadamente dependiente del metabolismo energético.  Esta característica puede 

aprovecharse para la identificación de biomarcadores específicos y para el diseño de 

terapias. 

Además, un estudio completo donde se compare el aporte energético de las vías 

glucólitica y mitocondrial para el subtipo TN no se ha realizado.  Existe un trabajo 

[Pelicano et al., 2014] donde analizan el metabolismo energético en 4 líneas celulares 

TN.  Sin embargo en este estudio únicamente midieron la tasa de consumo de oxígeno 

total (OCR) y la tasa de extracidificación celular (ECAR).  Como conclusiones generales 

observaron que las 4 líneas presentaban un ECAR mayor en comparación con la OCR 

(Tabla 4) y con estas mediciones concluyen que las líneas TN tienen una glucólisis 

acelerada y un metabolismo mitocondrial reducido.  Sin embargo, no se hicieron los 

controles adecuados para el cálculo de la glucólisis (incubaciones con 2-desoxiglucosa) 

ni la FO (titulación con oligomicina).  La importancia de este análisis radica en el diseño 

de estrategias terapéuticas enfocadas en el metabolismo mitocondrial que permitan 

atacar de manera específica a este subtipo de CaMa  
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Modelo Parámetro Resultados 

Biopsias 

Biopsias CaMa TN (n=14) WB 2OGDH ↑de 2 a 10 vs. otros subtipos 

162 biopsias, 38 TN 
IHC 

Tinción positiva >30% 

GDH, SDH, ATP-sintasa en metástasis  a cerebro, pulmón, hígado y hueso 

GLUT 1, HKII, CAIX, MCT4 en metástasis a cerebro y pulmón 

Xenotrasplantes 

4T1 
PCR en tiempo real 

Consumo de oxígeno 

Células periféricas tumorales vs. tumor primario 

↑ 6 veces de PGC-1α, PGC-1β, NRF1, y ERRα y de CytC, Cox5b, Cox4i, ATP-sintasa 

↑ 2 veces de consumo de oxígeno mitocondrial 

MDA-MB-231 
Crecimiento tumoral 

Metástasis 

↑ 2.5 veces del tamaño del tumor con 3-hidroxi-butirato 

↑ 10 veces en metástasis hacia pulmón con l-lactato 

Líneas celulares en monocapa 

MDA-MB-436 

Consumo de glucosa, 

piruvato y glutamina 

Producción de lactato 

vs. MCF-7 

↓ 3 veces el consumo de glucosa 

↓ 10 veces la producción de lactato 

↑ 15 consumo de piruvato 

TP: BT474 

ER: MCF-7, BT20, T47D, ZR751, 

HER2: SKBR3, 

TN: BT20, MDA231, MDA468, MDA436 

OCR 

ECAR 

Las líneas celulares ER+ presentan una mayor OCR y una menor ECAR. 

Las líneas celulares TN presentan un menor OCR y una mayor ECAR . 

Tabla 4.  Metabolismo energético en carcinoma mamario triple negativo y metastático.  Abreviaturas: 2OGDH; 2-oxoglutarato deshidrogenasa, CAIX; anhidrasa carbónica IX, CaMa; 

cáncer de mama, CytC; citocromo C, Cox5b; subunidad 5 b de la citocromo oxidasa, Cox4i; subunidad 4, isoforma 1 de las citocromo oxidasa, ECAR; tasa de acidificación 

extracelular, ER; receptor de estrógeno, ERRα; Receptor relacionado a estrógenos α, GDH; Glutamato deshidrogenasa, GLUT1; transportador de glucosa isoforma 1, HKII; 

Hexocinasa isoforma II, IHC; inmunohistoquímica, MCT4; transportador de monocarboxilatos isoforma 4; NRF1; factor nuclear respiratorio 1, OCR; tasa de consumo de oxígeno, 

PCR; reacción en cadena de la polimerasa, PGC-1α; coactivador 1α del receptor gama para la activación de la proliferación peroxisomal, PGC-1β; coactivador 1β del receptor gama 

para la activación de la proliferación peroxisomal, PR; receptor de progesterona, SDH; succinato deshidrogenasa, TN; triple negativo, TP; triple positivo, WB; western blot. 

Referencias. Pacheco-Velázquez et al., 2014; Kim et al., 2014; Pelicano et al., 2014: Mazurek  et al., 1997; Bonuccelli et al., 2010; LeBleu et al., 2014 
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2 Hipótesis y objetivos 

 

Hipótesis 

 

La fosforilación oxidativa representa un aporte importante en la síntesis de ATP 

para el carcinoma mamario triple negativo por lo que el uso de drogas antimitocondriales 

disminuirá sus funciones celulares.  

 

Objetivo Principal 

 

Determinar el aporte energético de la glucólisis y la fosforilación oxidativa en 

líneas celulares derivadas de carcinoma mamario triple negativo. 

 

Objetivos particulares  

 

1) Análisis del contenido de proteínas glucolíticas, mitocondriales, marcadores 

canónicos, proteínas asociadas a procesos de metástasis y autofagia en 

carcinoma mamario triple negativo 

2) Análisis de los flujos glucolítico y de fosforilacón oxidativa  

3) Evaluación del efecto sobre la proliferación de inhibidores glucolíticos, 

mitocondriales y fármacos canónicos. 

4) Evaluación del efecto de inhibidores glucolíticos, mitocondriales y fármacos 

canónicos sobre la migración y la metástasis 
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3 Material y métodos 

 

Cultivo Celular 

 

Las líneas celulares de carcinoma mamario TN metastático, (MDA-MB-231, MDA-

MB-468) y de carcinoma mamario RH+/HER2-, estadio III (MCF-7) fueron incubadas en 

medio DMEM (Dublecco´s modified Eagle´s medium) con 25mM de glucosa, 10% de 

suero fetal bovino, 200 u/ml de penicilina y 200 µg/ml de estreptomicina.  Las 

condiciones de incubación fueron a 37° y 5% CO2.  Las hipoxia se generó en una 

cámara modular (Billups-Rothenberg) con una mezcla de 0.1% de O2, 5% de CO2 y 99.9 

% de nitrógeno durante 24 horas [Rodríguez-Enríquez et al., 2010] 

 

Western Blot (WB) 

 

Para la obtención de los extractos las células fueron lavadas con buffer de 

fosfatos (PBS), raspadas y centrifugadas a 3000 rpm durante 2.5 minutos.  El botón 

celular fue mezclado en 250 µl de amortiguador de Tris (Tris-HCl 25mM pH 7.6 con DTT 

5mM, EDTA 1mM y PMSF 1mM) y se empleó presión mecánica para extraer las 

proteínas totales [Stacey et al., 1992].  Las muestras se centrifugaron a 14,000 rpm por 

30 minutos.  Se recuperó el sobrenadante, se cuantificó el contenido de proteína por el 

método de Lowry y se almacenaron a -70°C hasta su uso. 

Para el ensayo de WB se cargaron 50 μg de proteína en un gel de SDS-PAGE al 

12.5% de poliacrilamida y se electrotransfieron a membranas de PVDF (BioRad; 

Hercules, CA, USA).  Posteriormente las membranas se incubaron con anticuerpos 

monoclonales (Santa Cruz; CA, USA, dilución 1:1000) contra humano para las siguientes 

proteínas de interés: GLUT 1 , HK (I,II), LDH-A, GA, 2OGDH , ND1, COX VI, ATP-

sintasa, ANT, HER2, ERα, Vimentina, E-caderina, metaloproteinasa 9, HIF-1α y α-

tubulina,.  Las bandas de hibridación se revelaron conjugándolos con anticuerpos 

secundarios (isotipo IgG de ratón y de cabra) acoplados con peroxidasa de rábano y se 

detectó la señal de la proteína con el sistema ECL-plus (Amersham; Buckinghamshire, 

UK) [Gallardo-Pérez et al., 2009]. 

El análisis densitométrico se realizó con el software Scion Image (Scion Corp.; 

Frederic, MD, USA) en el cual el valor en pixeles se interpretó como porcentaje de 

intensidad de la banda.  Cada banda se normalizó con respecto a un control de carga (α-

tubulina), a la cual se le asignó el valor de 100%. 
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Obtención de suspensiones celulares para la medición de flujos energéticos. 

 

Las células fueron lavadas con buffer Ringer Krebs (125 mM NaCl, 5 mM KCl, 25 

mM HEPES, 1.4 mM CaCl2, 1 mM KH2PO4, 1 mM MgCl2, pH 7.4 ajustado con NaOH) y 

tripsinizadas con una mezcla de tripsina de cerdo al 0.05% y EDTA al 0.02% (Sigma) 

para separarlas de la caja.  La suspensión obtenida fue centrifugada a 3000 rpm durante 

2.5 minutos.  Nuevamente el botón celular fue suspendido en 1 ml de buffer Ringer 

Krebs y se centrifugó en las mismas condiciones para eliminar los rastros de tripsina.  

Finalmente, el botón fue suspendido en 500 µl de Ringer Krebs y se midió la 

concentración de proteína por el método de biuret [Gornall et al., 1949].  Las células 

obtenidas se emplearon inmediatamente para las mediciones de los flujos. 

 

Flujo Glucolítico 

 

Las células (2-5 mg/ml) se incubaron en buffer Ringer Krebs a 37°C en agitación 

constante (150 rpm).  Con el propósito de obtener la producción de lactato total, se 

adicionó glucosa (5 mM), mientras que para calcular la producción de lactato 

dependiente de la glucólisis se adicionó 2-desoxiglucosa (20 mM) antes de agregar la 

glucosa.  La reacción fue detenida con 10% de ácido perclórico frio al minuto 0, al minuto 

10 y al minuto 15 de haber iniciado el ensayo.  Las muestras ácidas se neutralizaron con 

una solución de KOH (3M) y Tris (0.1 mM) y se almacenaron a -70°C hasta su uso.  El 

lactato formado se cuantificó midiendo espectrofotométricamente la aparición de NADH 

a 340 nm en una reacción catalizada por la lactato deshidrogenasa (LDH).  Para este 

ensayo, en un volumen total de 2 ml de hidrazina (0.4 M) y glicina (0.5M) pH 9.0, se 

agregó 1 mM de NAD+ y 40 µl de una dilución 1:4 de LDH (Roche).  Una vez que se 

obtuvo una línea basal se adicionaron 50 µl de la muestra ácida neutralizada.  La 

velocidad de glucólisis se calculó considerando la diferencia de absorbancias, el 

coeficiente de extinción molar del NADH (6.22 mM-1), el volumen de la muestra y el 

tiempo de reacción [Marín-Hernández et al., 2006] 

 

Flujo Mitocondrial 

 

Las células (5 mg/ml) se agregaron a una cámara de reacción (en 1.9 ml de 

Ringer Krebs, saturado con aire a 37°C) acoplada a un electrodo tipo Clark donde se 

midió el consumo de oxígeno polarográficamente.  Para las mediciones del efecto 
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crabtree, la FO y la sensibilidad a cianuro, se obtuvieron las pendientes en presencia de 

5 mM de glucosa, 4µM de oligomicina y 1mM de cianuro, respectivamente.  El cero 

químico se consiguió reduciendo todo el oxígeno con ditionita.  Los cálculos de velocidad 

de consumo de oxígeno se realizaron considerando que a la altura de la ciudad de 

México a 37° C hay disueltos 380 nano átomos gramo de oxígeno (nAtgO) por ml de 

Ringer Krebs.  [Rodríguez-Enríquez et al., 2000] 

 

Potencial mitocondrial transmembranal 

 

El potencial mitocondrial transmembranal (ΔΨm) fue determinado en células (0.25 

mg/ml) incubadas con Rodamina 6G (0.25 µM) a 37°C en buffer Ringer Krebs (2ml) 

saturado con aire.  La fluorescencia fue monitoreada con el espectrofotómetro de 

fluorescencia marca Shimadzu a 480 nm de emisión y 565 nm de exitación [Mandala et 

al., 1999].  Al final de cada trazo se agregó el desacoplante CCCP (5 μM) para 

establecer la magnitud de la señal de fluorescencia derivada de la mitocondria. 

 

Ensayos de proliferación  

 

Las células MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF-7 fueron sembradas en placas de 

96 pozos (20, 000 a 50,000 células por pozo).  Al alcanzar la fase exponencial de 

crecimiento (1-3 días) Se cambió el medio agregando concentraciones logarítmicas y 

crecientes (0.1, 1, 10, 100, 1000 µM) de los siguientes inhibidores mitocondriales: 

casiopeína II-gly, MitoVes, Oligomicina, MitoxyTea, α-Tea, α-Tos; inhibidores 

glucolíticos: 2-Desoxiglucosa, Iodoacetato, Gossipol; fármacos canónicos: Paclitaxel, 

Doxorubicina, Cisplatino, 5-Fluorouracilo; y compuestos antinflamatorios: Sulindac, 

Celecoxib, Simvastatina y se dejaron incubar 24 horas.  Una vez finalizado cada 

tratamiento se agregó a cada pozo 20 µl de una solución de bromuro de tetrazolio (MTT) 

en PBS (5 mg/ml) y se dejaron incubar durante 3 horas.  Posteriormente, se desechó el 

medio y el precipitado de formazán se disolvió en 100 µl de dimetil sulfóxido (DMSO).  

Se midió la concentración de formazán en el espectrofotómetro iMark, microplate reader 

(Bio Rad) a una longitud de onda de 595 nm.  El porcentaje de proliferación se calculó 

considerando las células sin tratamiento como el 100%.  La IC50 en proliferación se 

obtuvo ajustando los porcentajes de proliferación a una ecuación de decaimiento 

exponencial con el programa Microsoft OriginPro 8 (OriginLab Corp., Northampton, MA, 

USA). 
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Ensayos de migración  

 

Las células MDA-MB-231 y MDA-MB-468 fueron sembradas en placas de 6 pozos 

en medio DMEM 25 mM de glucosa y 10% de suero fetal bovino.  Cuando obtuvieron 

una confluencia del 90% a cada caja se le realizó una herida con una punta azul para 

micropipetas de 1 ml.  Se hicieron dos lavado con PBS para eliminar las células 

despegadas y se dejaron toda la noche en medio sin suero fetal bovino (para detener la 

duplicación celular) y con concentraciones logarítmicas de casiopeína II-gly, Iodoacetato, 

2-desoxiglucosa y Celecoxib. 

Se tomaron las fotografías al tiempo de 0 horas y a las 24 horas.  Por cada réplica 

se contaron el número de células que migraron dentro del área de la herida, 

seleccionando 3 campos al azar y se consideró como el 100% la migración de las 

células sin inhibidor a las 24 hrs [Liang et al., 2007]. 

 

Ensayos de invasión 

 

Las células MDA-MB-231 y MDA-MB-468 fueron incubadas 24hrs. previas al 

experimento en medio DMEM 25 mM de glucosa sin suero fetal bovino.  Posteriorente, 

fueron sembradas en el compartimiento superior de la cámara de Boyden (Trevigen, 

USA) a una concentración final de 50,000 células en medio sin suero fetal bovino y con 

concentraciones logarítmicas de casiopeína II-gly, Iodoacetato, 2-desoxiglucosa y 

Celecoxib.  En la parte inferior de la cámara, se agregó medio DMEM sin suero fetal 

bovino.  Después de 24 horas el número de células que lograron migrar hacia el 

compartimento inferior de la cámara de Boyden fue determinado incubádolas con 

calceína durante 1 hora.  Posteriormente la fluorescenica fue detectada a 485 nm de 

exitación y 520 nm de emisión en el lector de microplacas (Nunclon TM).  Se asignó un 

valor arbitrario de 100% a la muestra control [Arnaoutova, et al., 2010]. 

 

Análisis estadístico. 

 

Los resultados se muestran como promedio ± desviación estándar.  Para cada 

experimento se realizaron un mínimo de 3 pruebas independientes.  Las muestras y sus 

controles fueron comparados estadísticamente empleando la prueba t-de Student de dos 

colas no pareadas.  Se consideraron como significativos los valores de P menores a 

0.05. 
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4 Resultados 

 

Curvas de crecimiento 

 

La línea celular humana de CaMa estadio III, positiva al RE MCF-7 tiene un 

tiempo de duplicación (28 horas) mayor en comparación con las líneas metastásicas y 

TN MDA-MB-231 y MDA-MB-468, las cuales tienen una velocidad de crecimiento 

semejante entre ellas (alrededor de 40 horas).  Para las tres líneas, la condición de 

hipoxia (a las 120 horas) frena la proliferación (Figura 2).  Sin embargo, la viabilidad se 

mantiene entre 90-95% (datos no mostrados). 

 

Figura 2.  Curva de crecimiento de MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF-7 en condiciones de normoxia e hipoxia.  MDA-

MB-231 (■) MDA-MB-468 (●) y MCF-7 (▲) (5 x 10
5
 células) fueron cultivadas en medio Dulbecco-MEM a 37 °C, 

21%O2 y 5% CO2.  A las 120 h (flecha negra), los cultivos celulares fueron sometidos a hipoxia (0.1% O2, símbolos 

abiertos), o mantenidos en normoxia por 24 horas más.  La viabilidad para ambas condiciones se mantuvo entre 90-

95%.  n=3 para todas las líneas y todas las condiciones.  El tiempo de duplicación fue calculado usando la siguiente 

fórmula: 𝑛 =
1

[3.32(logN𝐹−logN𝐼)] (t𝐹−t𝐼)⁄
donde NF representa el número de células cultivadas al final de la fase de 

crecimiento, NI representa el número de células al inicio de la curva de crecimiento, tF es el tiempo final al cual las 

células fueron cosechadas y tI es el tiempo inicial de cultivo [McAtter et al., 1994]. 
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Contenido de proteínas glucolíticas 

 

En la Figura 3 se muestra el contenido de proteínas glucolíticas, para las tres 

líneas celulares en las condiciones de normoxia e hipoxia.  En esta figura se agregó al 

factor de transcripción HIF1-α ya que está reportado que su estabilización aumenta la 

transcripción de las proteínas glucolíticas analizadas [Semenza et al., 2008].  En este 

sentido, la condición de hipoxia permitió la estabilización de HIF1-α en las tres líneas 

celulares, aumentando su contenido alrededor de 2000 veces.  La estabilización de 

HIF1-α indujo un aumento de todas las proteínas glucolíticas para las tres líneas 

celulares.  Sin embargo cabe resaltar que el aumento de las proteínas glucolíticas fue 

mayor (20 a un 50%) en las líneas celulares MDA-MB-231 y MCF-7 en comparación con 

la línea celular MDA-MB-468.  Esto es un primer indicio de las modificaciones a nivel 

metabólico que sufren cada línea celular de manera individual. 

 

Figura 3.  Contenido de proteína de HIF 1α y proteínas glucolíticas en MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF-7 en 

condiciones de normoxia (21% O2) e hipoxia (0.1% O2, 24 hrs).  A la izquierda se muestra el WB representativo de 

cada proteína analizada, a la derecha se muestra los resultados del análisis densitométrico.  Para éste se realizó una 

doble nomalización contra el control de carga (α-tubulina) y contra la condición de normoxia.  Los datos se muestran 

como promedio ± desviación estándar.*P< 0.05 versus normoxia, prueba t de Student, n≥3.  Abreviaturas: GLUT1, 

transportador de glucosa 1; HIF-1α, Factor inducible por hipoxia 1-alpha; HKI, hexocinasa-I; HKII, hexocinasa-II; LDH-

A, lactato deshidrogenasa-A. 
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Contenido de proteínas mitocondriales 

 

En la Figura 4 se muestra el contenido de proteínas mitocondriales, para las tres 

líneas celulares en las condiciones de normoxia e hipoxia.  Así como en condiciones de 

hipoxia se observa un aumento de las proteínas glucolíticas, podemos observar una 

disminución de las proteínas mitocondriales para las tres líneas.  Sin embargo, la 

glutaminasa se mantiene a niveles semejantes que la condición de normoxia.  La 

2OGDH presenta una disminución drástica en la condición de hipoxia para la línea 

celular 468 (60%) mientras que en las otras líneas la disminución no fue significativa.  De 

igual forma la disminución de las proteínas mitocondriales en la línea celular 468 es 

mayor que para las otras líneas. 

 

 

Figura 4. Contenido de proteína de proteínas mitocondriales en MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF-7 en condiciones 

de normoxia (21% O2) e hipoxia (0.1% O2, 24 hrs).  A la izquierda se muestra el WB representativo de cada proteína 

analizada, a la derecha se muestra los resultados del análisis densitométrico.  Para éste se realizó una doble 

nomalización contra el control de carga (α-tubulina) y contra la condición de normoxia.  Los datos se muestran como 

promedio ± desviación estándar.  *P< 0.05 versus normoxia, prueba t de Student, n≥3.  Abreviaturas: ATPs, ATP-

sintasa; ANT, translocador de nucleótidos de adenina; COXIV, citocromo c oxidasa; GA-L, glutaminasa- L; ND1, NADH 

deshidrogenasa; 2OGDH, 2-oxoglutarato deshidrogenasa. 
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Flujos metabólicos 

 

Ya que los datos de contenido de proteína sugerían que la hipoxia propiciaba un 

aumento del flujo glucolítico y una disminución del metabolismo mitocondrial, se 

prosiguió a evaluar si la función también se encontraba modificada (Figura 5).  En este 

sentido se observó que la hipoxia aumenta la producción de lactato total en las tres 

líneas celulares mientras que disminuye el consumo de oxígeno total.  Sin embargo el 

aumento en la producción de lactato total es mayor para las líneas 231 y MCF-7 

(aumento de 70%) que para la 468 (aumento del 40%), mientras que la disminución del 

consumo de oxígeno es mayor para 468 y la 231 (disminución del 50%) que para MCF-7 

(10 %).  Para identificar el aporte en la producción de lactato por parte de la glucólisis 

total se hicieron experimentos con 2 desoxiglucosa.  Este compuesto inhibe al 

transportador de glucosa, a la hexocinasa y a la HPI con una preferencia por esta última 

[Wick et al., 1957; Kipnis et al., 1959].  Con la inhibición de estas tres enzimas se frena el 

aporte de lactato proveniente de la glucólisis y de la glucogenólisis por lo que el lactato 

remanente lo producirá la glutaminólisis.  Para las tres líneas celulares la glucólisis 

aumenta en la condición de hipoxia, sin embargo MCF-7 presenta un aumento al doble 

del flujo glucolítico, mientras que 231 presenta un aumento del 80% y 468 presenta un 

aumento apenas del 30%.  Por otro lado, la glutaminólisis se ve aumentada en las tres 

líneas celulares en la condición de hipoxia de un 80 a un 160%. 

La FO disminuye en la condición de hipoxia para las tres líneas celulares, aunque 

la línea celular 468 presenta una disminución del 80% mientras que 231 presenta una 

disminución del 75% y MCF-7 del 50%.  Los porcentajes de disminución se relacionan 

con la disminución del contenido de proteínas mitocondriales. 

Los datos de glucolísis y FO nos permiten calcular el aporte de ATP para cada 

condición en las tres líneas celulares, considerando que cada lactato producido por la 

glucólisis equivale a una molécula de ATP mientras que cada ngAtO2 consumido por la 

FO equivale a 2.5 moléculas de ATP [Nicholls et al., 2013].  De tal forma, la FO es la 

principal vía de aporte energético (56-75%) en la condición de normoxia, mientras que 

en la condición de hipoxia esta relación se invierte siendo la glucólisis la principal vía 

energética con valores que oscilan desde el 67 al 80% 
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Potencial mitocondrial transmembranal 

 

El potencial mitocondrial transmembranal es una forma indirecta de evaluar la 

estabilidad de la membrana interna mitocondrial, y el funcionamiento de la cadena 

trasportadora de electrones y el sistema fosforilante.  En condiciones de normoxia 468 

presenta el mayor potencial transmembranal, seguida de la MCF-7 y por último la 231.  

Semejante a la disminución de la FO, la hipoxia disminuye el potencial mitocondrial 

transmembranal de un 60 a un 80%  

 

Figura 5.  Perfil del metabolismo energético en MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF-7 en condiciones de normoxia 

(21% O2) e hipoxia (0.1% O2, 24h).  A) Consumo total de oxígeno (barras negras) y producción total de lactato (barras 

blancas).  B) Flujos de FO (barras negras), glucólisis (barras blancas) y glutaminólisis (barras grises).  El flujo de FO 

representa el consumo de oxígeno sensible a 4 μM de oligomicina.  El flujo glucolítico fue calculado estimando la 

producción de lactato sensible a 20 mM de 2-desoxyglucosa (la concentración de glucosa en el medio de incubación 

fue de 5 mM) mientras el flujo de la glutaminólisis se calculó observando la producción de lactato resistente a 2-

desoxyglucosa.  C) Aporte de ATP.  Para los cálculos se consideró que 1 mol de lactato producido mediante la 

glucólisis es equivalente a 1 mol de ATP, mientras que el flujo de FO fue multiplicado 2.5 (cociente P/O).  D) El ∆Ψm 

fue determinado como el cambio en la fluorescencia sensible a 5 µM CCCP (carbonil cianuro m-clorofenilhidrazona) en 

células incubadas con rodamina 6 G (0.25μM).  Los datos se muestran como promedio ± desviación estándar.  *P< 

0.05 versus normoxia, prueba t de Student, n≥3. 
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Ensayos de proliferación 

 

Considerando que la FO es la principal vía de aporte de ATP para las tres líneas 

celulares con condiciones de normoxia (Figura 5), el siguiente acercamiento fue evaluar, 

en la proliferación celular, la sensibilidad de estas líneas a inhibidores mitocondriales, 

glucolíticos, fármacos empleados comúnmente en la clínica y compuestos 

antinflamatorios (considerando que funcionan como inhibidores de la FO o 

desacoplantes de la misma [Moreno-Sánchez et al., 1999; Ralph et al., 2015]). 

La casiopeína II-gly logró disminuir la proliferación a bajas dosis (IC50 de 2 µM) 

mientras que el MitoVes, la oligomicina, y el MitoxyTEA presentaron IC50 menores a 50 

µM.  Sorprendentemente el TEA y el TOS afectaron en mayor medida a la línea 

celular MCF-7 en comparación a las líneas TN (IC50 de 3 y 50 µM vs. >100 µM) lo que 

podría estar sugiriendo la presencia de una elevada actividad de esterasas en el citosol 

de las líneas TN o tal vez un mecanismo de inhibición diferente entre los subtipos. 

Por otro lado, el iodoacetato fue el único inhibidor glucolítico con una IC50 atractiva 

(menor a 50 µM) mientras que el gossipol presenta una IC50 mayor a 100 µM y la 2-

desoxiglucosa presenta una IC50 alrededor de 10 mM. 

Salvo para la casiopeína II-gly, las IC50 de los inhibidores mitocondriales y del 

iodoacetato son semejantes a las IC50 de los inhibidores canónicos.  En este caso la 

doxorubicina presentó la IC50 más atractiva (menor a 10 µM) mientras que el 5 fluoracilo 

es la que tiene la mayor IC50. 

Por último el celecoxib es un compuesto antiinflamatorio no esteroideo que 

presentó una IC50 baja, afectando principalmente a la línea celular MCF-7, seguida de la 

línea celular 468 y por último la línea 231 (con IC50 de 1, 6 y 20 µM respectivamente). 
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  IC50 (μM) 

Blanco(s) Inhibidor/fármaco MDA.MB 231 MDA-MB  468 MCF-7 

SDH, HK, alquilante de ADN Cas II-gly 2 ± 0.3 2 ± 0.6 2 ± 0.06 

SDH MitoVes 11  ± 1 12  ±  1 15 ± 0.4 

ATP-sintasa Oligomicina 38 ± 5 28 ± 3 49 ± 2 

SDH MitoxyTea 22 ± 6 19 ± 2 22 ± 0.3 

SDH α-Tea > 100 > 100 54 ± 9 

SDH α-Tos 58 ± 7 > 100  3 ± 0.6 

HPI 2-Desoxyglucosa ≈ 10 mM ≈ 10 mM ≈ 10 mM 

GAPDH, Cistein-peptidasas Iodoacetato 32 ± 5 17 ± 5 56 ± 17 

GAPDH, LDH, MDH, IDH Gossipol 308 ± 26 157 ± 54 517 ± 157 

Beta Tubulina Paclitaxel 20 ± 5 23 ± 8 5 ± 0.4 

Topoisomerasa II Doxorubicina 7 ± 1 13 ± 2 9 ± 0.5 

Alquilante ADN Cisplatino 30 ± 7 24 ± 5 51 ± 37 

Timidilato sintetasa Fluorouracilo >1mM >1mM 708  ± 61 

Ciclooxigenasa 2 Celecoxib 20 ± 4 6± 2 1± 0.4 

Ciclooxigenasa 2 Sulindac 212 ± 87 270 ± 131 188 ± 72 

3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa. Simvastatina 12 ± 4 92 ± 12 41 ± 7 

Tabla 5.  Valores de IC50 en proliferación de inhibidores glucolíticos, mitocondriales y fármacos canónicos para MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF-7 en condiciones de normoxia 

(21% O2).  Células proliferando en fase exponencial fueron incubadas 24 hrs con los inhibidores.  (0.1-10μM para Cas II-gly; 1-100 μM para MitoVes, Oligomicina, MitoxyTea, 

Iodoacetato, Paclitaxel, Doxorubicina, Cisplatino, Celecoxib y Simvastatina; 0.001-1 mM para α-Tea, α-Tos 2, Gossipol y Sulindac; 0.001-10 mM para 2-desoxyglucosa y 

Fluorouracilo.  La concentración de inhibidor necesaria para frenar el 50% de la proliferación celular (IC50) fue calculada mediante el ensayo de MTT.  La concentración de glucosa 

externa en el medio fue de 25mM.  Los datos se muestran como promedio ± desviación estándar.  *P < 0.05 versus normoxia, prueba t de Student, n≥3.  Abreviaturas: CasII-gly; 

casiopeina II-gly, GAPDH; Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa, HK; Hexocinasa, HPI; Hexosa fosfato isomerasa, IDH; isocitrato deshidrogenasa, LDH; lactato deshidrogenasa, 

MDH; Malato deshidrogenasa, MitoVES; Vitamina E succinato dirigida hacia la mitocondria; SDH; Succinato deshidrogenasa, α-TEA,α-tocoferiloxiacetato; α-TOS, α-

tocoferilsuccinato. 
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Ensayos de migración 

 

Considerando que el carcinoma mamario TN está asociado con una mayor 

metástasis y una peor sobrevida del paciente (la sobrevida con metástasis para el 

subtipo TN es de 27 meses vs. >70 meses para los subtipos Liminal A y B [Savci-Heijink 

et al., 2015]), el siguiente acercamiento consistió en evaluar el efecto de estos 

inhibidores sobre los procesos de migración e invasión (Fig. 6).  De estos sólo se 

escogió un inhibidor de cada grupo que presentara la IC50 en proliferación más baja 

para ambas líneas celulares los cuales fueron la casiopeína II-gly, el iodoacetato y la 

doxorrubicina. 

El ensayo de migración, medido por la prueba de la herida mostró que la 

casiopeína II-gly nuevamente presenta la menor IC50 (100nM) mientras que el 

iodoacetato presentó una IC50 menor a 1 µM.  Por su parte, la doxorrubicina presentó 

una IC50 menor a 10 µM.  Esta inhibición de la migración puede ser consecuencia de la 

disminución de la glucólisis o la fosforilación oxidativa, procesos que deben ser 

evaluados en estas condiciones. Sin embargo se observa una disminución de las 

proteínas asociadas a procesos de migración como son la vimentina y la E-caderina, las 

cuales se observan que disminuyen en comparación con las muestras control. 
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Figura 6.  Ensayo de migración de MDA-MB-231 en condiciones de normoxia (21% O2).  A) Prueba de la herida.  Se 

muestra la migración a 0 hrs y 24 hrs .Los inhibidores se agregaron al realizar la herida y se dejaron incubar 24 hrs.  B) 

Porcentajes de migración: El porcentaje de migración fue determinado cuantificando la distancia total de las células 

que se desplazaron desde el borde de la herida (líneas negras) hacia el centro de esta (líneas blancas) [Liang et al., 

2007].  Se consideró el desplazamiento de las células sin inhibidor como el 100%.  C) Perfil de proteínas de migración 

y metástasis.  A la izquierda se muestra el WB representativo de cada proteína analizada a las 0 hrs de migración y a 

las 24 hrs, sin inhibidores y con 0.1 µM de Casio, 1 µM de Iodo y 10 µM de Doxo.  A la derecha se muestran los 

resultados del análisis densitométrico.  Para éste se realizó una doble nomalización contra el control de carga (α-

tubulina) y contra la condición 0 hrs.  Los datos se muestran como promedio ± desviación estándar.  *P < 0.05 versus 

control, prueba t de Student, n≥3 Abreviaturas: Casio; casiopeína II-gly- E-cad; E-caderinda, Vim; vimentina, Doxo; 

Doxorubicina, Iodo; Iodoacetato. 
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Figura 7.  Ensayo de migración de MDA-MB-468 en condiciones de normoxia (21% O2).  A) Prueba de la herida.  Se 

muestra la migración a 0 hrs y 24 hrs .Los inhibidores se agregaron al realizar la herida y se dejaron incubar 24 hrs.  B) 

Porcentajes de migración: El porcentaje de migración fue determinado cuantificando la distancia total de las células 

que se desplazaron desde el borde de la herida (líneas negras) hacia el centro de esta (líneas blancas) [Liang et al., 

2007].  Se consideró el desplazamiento de las células sin inhibidor como el 100%.  C) Perfil de proteínas de migración 

y metástasis.  A la izquierda se muestra el WB representativo de cada proteína analizada a las 0 hrs de migración y a 

las 24 hrs, sin inhibidores y con 0.1 µM de Casio, 1 µM de Iodo y 10 µM de Doxo.  A la derecha se muestran los 

resultados del análisis densitométrico.  Para éste se realizó una doble nomalización contra el control de carga (α-

tubulina) y contra la condición 0 hrs.  Los datos se muestran como promedio ± desviación estándar.  *P < 0.05 versus 

control, prueba t de Student, n≥3 Abreviaturas: Casio; casiopeína II-gly- E-cad; E-caderinda, Vim; vimentina, Doxo; 

Doxorubicina, Iodo; Iodoacetato. 
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Ensayos de invasión. 

 

Por último se evalúo el efecto de los mismos inhibidores sobre la invasión en las 

líneas celulares, el cual fue semejante al observado para la proliferación. 

 

 

 

Figura 8.  Ensayos de invasión en MDA-MB-231, MDA-MB-468 en condiciones de normoxia (21% O2).  Las células 

fueron incubadas en medio sin suero durante 24 hrs y posteriormente se sembraron en las placas de migración 

durante 24 hrs en medio sin suero con o sin inhibidores.  A) MDA-MB-231, B) MDA-MB-468 
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5 Discusión 

 

Los resultados generales de este segundo estudio muestran un aumento en el 

contenido de proteína de las enzimas glucolíticas en la condición de hipoxia como ya 

está reportado en los estudios de Rodríguez-Enríquez et al., 2010 y Semenza et al., 

2008.  Del mismo modo la disminución de las proteínas mitocondriales en la condición 

de hipoxia coincide con lo reportado en otros estudios [Rodríguez-Enríquez et al., 2010, 

Hernández-Reséndiz et al., 2015]. 

Las modificaciones en el contenido de proteína se ven reflejadas en los flujos 

metabólicos donde en la condición de hipoxia se aumentan las proteínas glucolíticas, el 

consumo de glucosa y la producción de lactato [Marin-Hernández et al., 2006; Semenza 

et al., 2008].  Por otra parte, está ampliamente documentado que la hipoxia disminuye la 

FO, además de aumentar las especies reactivas de oxígeno [Fukuda et al., 2007, 

Papandreou et al., 2006]  

Asimismo, las tres líneas celulares presentan un comportamiento metabólico 

diferente.  Para la línea positiva al receptor de estrógeno (MCF-7) el aporte energético se 

mantiene equitativo, pues ambas vías aportan alrededor del 50% del ATP.  En el caso de 

las líneas con fenotipo TN el aporte principal proviene de la FO, aunque para MDA-MB-

468 la FO aportó alrededor de tres cuartas partes del ATP celular, mientras que para 

MDA-MB-231 este aporte fue del 65%.  Este resultado se contrapone con el estudio de 

Pelicano [Pelicano et al., 2014] en el que se analizó el metabolismo energético de 4 

líneas TN y las comparó con 4 líneas positivas a RE.  En ese estudio los autores 

concluyeron que las líneas TN presentaban un metabolismo glucolítico preponderante y 

un bajo metabolismo mitocondrial en comparación con líneas RH y HER2 positivo.  Sin 

embargo, una revisión más profunda de este artículo indica que 1) no se hicieron los 

controles adecuados para el cálculo de la glucólisis (incubaciones con 2-desoxiglucosa 

para descartar la glutaminólisis en la acidificación total del medio) y la FO (titulación con 

oligomicina para obtener el aporte de la FO en el consumo total de oxígeno), 2) el 

número de mitocondrias y el potencial mitocondrial transmembranal es mayor en las 

líneas TN en comparación con los otros subtipos.   

Por otro lado la hipoxia, además de incrementar la producción de lactato, 

disminuye la FO, lo que modifica la distribución del aporte de ATP, haciendo que en las 

tres líneas celulares esta dependencia aumente arriba del 60%.  En el caso de la línea 

celular 231 el aporte de ATP por parte de la glucólisis llega a ser del 80%, mientras que 

en 469 y MCF-7 es alrededor del 70%.  En este punto es importante resaltar que (1) la 
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hipoxia no es un fenómeno crónico sino que durante el desarrollo de un tumor surgirán 

oleadas intermitentes de suministro de sangre.  Entonces, la dependencia energética por 

parte de ambas vías será fluctuante; (2) aunque en este estudio se generó una condición 

de hipoxia severa 0.1%, la disminución del aporte de ATP por parte de la FO no se 

eliminó.  Los reportes que han evaluado este fenómeno han podido observar que por 

más disminución de oxígeno que se presente la FO nunca se inhibirá, lo que sugiere que 

existe un mínimo aporte por parte del metabolismo mitocondrial para mantener actividad 

celular [revisado en Moreno-Sánchez et al., 2014].  Parte de la explicación se encuentra 

en el complejo IV ya que durante la hipoxia la baja concentración de oxígeno (3-14 μM) 

no es una limitante para la FO debido a que la Km de la citocromo oxidasa por el O2 es 

de 1μM [Moreno-Sánchez et al., 2007]; en consecuencia la hipoxia representa una 

concentración saturante de oxígeno para la FO [Moreno-Sánchez et al., 2007]. 

Al conocer la contribución de cada vía, la siguiente aproximación y lo que es el 

enfoque de este segundo estudio fue sugerir al metabolismo mitocondrial como una 

alternativa para el desarrollo de una terapia.  En este caso decidimos evaluar el efecto 

de inhibidores metabólicos (glucolíticos y mitocondriales) para el tratamiento del 

carcinoma mamario ductal con fenotipo TN.  El efecto de los inhibidores se evaluó a dos 

niveles; la proliferación y la capacidad de migración e invasión de las líneas 

metastásicas. 

Es interesante observar que la casiopeína II-gly fue, de todos los compuestos, la 

molécula que logró un mayor efecto inhibitorio tanto en la proliferación como en la 

migración.  A pesar de haber sido diseñada como un sustituto del cisplatino, los efectos 

a dosis bajas se centran principalmente en la inhibición del metabolismo energético, 

glucolítico y mitocondrial [Marín Hernández 2012].  La naturaleza dual de esta molécula 

y el efecto tan potente sugiere que los tratamientos clínicos no sólo deben de enfocarse 

a una vía de señalización o fenómeno (como la proliferación, la movilidad o el 

metabolismo) si no deben de ser una combinación de drogas que ataquen diferentes 

vías celulares para disminuir la cito-toxicidad. 

El siguiente compuesto en presentar una mejor IC50 fue el celecoxib.  El 

celecoxib presentó un mejor efecto en MCF-7 donde la IC50 fue semejante a la 

casiopeína y en MDA-MB-468 donde fue de 6 µM.  En 231 tuvo una IC50 semejante a 

algunos inhibidores mitocondriales, glucolíticos y canónicos lo que sugiere una diferente 

actividad de la cicloxigenasa 2, la cual es el blanco de este inhibidor (Tabla 6)  
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La metástasis es el causante de más del 90% de las muertes en pacientes con 

cáncer [Mehlen et al., 2006].  En las pacientes de CaMa con fenotipo TN es más 

probable que se presente metástasis y de ahí que la sobrevida es muy baja (i.e. 10 

meses en comparación con 25 meses en el grupo RE positivo [Kast et al., 2015; Savci-

Heijink et al., 2015].  Con esto en consideración evaluamos el efecto de los mejores 

inhibidores de cada rubro en el proceso de migración.  Nuevamente la casiopeína II-gly 

presentó una menor IC50 para la migración, sugiriendo un papel importante en la 

producción de ATP para el proceso de migración. 

Los otros inhibidores también se observa que frenan la migración salvo con la 

doxorubicina, donde la IC50 aumentó.  Esto puede deberse a que el sitio de acción de 

este compuesto es la división celular más que la migración.  Se ha observado que las 

células resistentes a la quimioterapia desarrollan frecuentemente un fenotipo 

metastásico [Kast et al., 2015; Savci-Heijink et al., 2015] por lo que esta terapia podría 

ser dirigida para estadios tempranos en el tratamiento. 

El análisis del metabolismo energético para el diseño de una terapia antitumoral 

es un área de creciente estudio. Si bien en esta tesis no se evaluó el efecto de las 

drogas e inhibidores empleados en un modelo no tumoral (el cual está considerado 

como una perspectiva para próximos estudios) otros estudios han abordado esta 

temática. Por ejemplo, los estudios con casiopeína II-gly en modelos de rata y perro 

muestran que este compuesto tiene efectos hematotóxicos y cardiotóxicos. Sin embargo, 

las concentraciones a las que puede resultar nocivo son mayores que las que se 

reportan en esta tesis (i.e. la dosis letal en perros es de 8 mg/kg, mientras que en rata 

una dosis de 5 mg/kg produce daños hematológicos que son reversibles tras 15 días de 

administrado el compuesto) [Leal-García et al., 2007; De Vizcaya-Ruiz et al., 2003]. De 

igual forma los fármacos empleados en clínica (i.e. cisplatino, paclitaxel, doxorubicina)  

tienen efectos secundarios que están ampliamente descritos. La alternativa para 

disminuir la toxicidad y potenciar el efecto antineoplásico de estos inhibidores puede ser 

la terapia combinada empleando dosis menores de diferentes fármacos con diferentes 

blancos en las células tumorales. 
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Capítulo 6.  Conclusiones 

 

 En condiciones de normoxia la fosforilación oxidativa representa el principal 

aporte en el suministro de ATP para las líneas celulares triple negativo. 

 La terapia anti-mitocondrial es una estrategia atractiva para el tratamiento del 

carcinoma mamario independientemente del subtipo inmunohistoquímico o el 

nivel de malignidad. 

Perspectivas 

 

 Evaluar el efecto de la terapia combinada sobre los procesos de migración, 

invasión y metástasis en carcinomas mamario triple negativo. 
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