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RESUMEN

El cancer de mama es un grave problema de salud global debido a su alta
prevalencia y su impacto en las mujeres, siendo una de las principales causas de
muerte entre ellas. La investigacion se centra en entender su diagnostico,
mecanismos Yy tratamiento, y utiliza modelos celulares y animales, como las ratas,
que son similares a los humanos en cuanto a tumores mamarios espontaneos.

La expresion génica se emplea para identificar tipos de tumores mamarios mediante
patrones genéticos, proporcionando informacién sobre procesos celulares vy
biomarcadores cancerigenos. Ademas, los cambios metabdlicos en las células
tumorales, como la glucdlisis y el papel de la hexoquinasa Il, son cruciales en la
progresion del cancer de mama. También se investiga la influencia de canales de
potasio Kv1.1 y Kv1.3 en este tipo de cancer y su regulacion apoptotica.

Este estudio tiene como objetivo principal comprender los patrones de expresion
génica en tumores mamarios espontaneos de ratas hembra Wistar, y su relacion con
el tipo histologico de los tumores. Para lograrlo, se llevaron a cabo una serie de
procedimientos que incluyen la preparacion de oligonucleétidos, y su
estandarizacién por gPCR, la amplificacion de genes de interés, y el analisis de los
datos resultantes.

El analisis de expresidon génica mostré cuatro perfiles distintos segun el tipo de
tejido. En los tumores malignos, se observd una sobreexpresion de genes
relacionados con la glucdlisis, en particular, el carcinoma mostr6 una mayor
expresion de Hk1 en comparacion con los otros genes estudiados; en el
fibrosarcoma, la hexocinasa Hk1 se expresdé aproximadamente el doble, en
comparaciéon la hexocinasa Hk2 aproximadamente 2.5 veces mas que los otros
genes estudiados. Por otra parte, en los tumores benignos sobresale la expresion de
canales de potasio. El fibroadenoma se caracteriz6 por una sobreexpresion
significativa de Kcna3, aproximadamente 7 veces mas que los demas genes. El
fibroquiste se destaco por presentar una sobreexpresion de 18s rRNA y Kcna1, con
valores de aproximadamente 2 y 1.6 veces mayores a los demas genes.

El presente estudio identifico diferentes patrones de expresion génica asociados con
distintos tipos de tumores mamarios en ratas Wistar, lo que resalta la importancia de
comprender la regulacion génica en el contexto del cancer de mama.



1. INTRODUCCION

La aparicion de tumores espontaneos en mama suele ser un objeto de investigacion
clinica y médica, esto debido a la apariciéon de cancer de mama en la poblacién a
nivel mundial. Los tumores mamarios suelen aparecer debido a ciertos factores
genéticos, sin embargo, no es el unico motivo por el cual se manifiestan ya que las
condiciones ambientales, estrés, edad y efectos hormonales contribuyen al
desarrollo de esta patologia (Shepel & Gould, 1999; Blackshear, 2001; Torre et al.,
2015), asi como el uso de productos quimicos con potencial carcinogénico presentes
en el ambiente, comestibles o incluso productos farmacéuticos (Yauk et al., 2020).
Aunque se trata de una anomalia sin distincién de género, es cierto que predomina
en la poblacion de sexo femenino debido a las condiciones hormonales que
presentan, y conforme hay un aumento en la edad hay mayor riesgo de la presencia
de un tumor o incluso el desarrollo de cancer (Blackshear, 2001; Torre et al., 2015).

El cancer de mama es de gran importancia en la mujer debido a que mas del 10%
de las mujeres a nivel mundial llegan a desarrollarlo (Shepel & Gould, 1999), y es la
segunda causa de muerte en personas de sexo femenino (Blackshear, 2001).
Debido a que se trata de un tema de suma relevancia para la poblacion femenina,
los estudios de investigacion abundan para tener un mejor conocimiento sobre el
diagndstico, mecanismo y tratamiento de esta patologia; sin embargo es necesario
acudir a modelos animales o celulares que contribuyen al entendimiento de esta
afeccion.

En cuanto al estudio en temas de salud, los investigadores han optado por un
modelo murino para diferentes patologias, ya que presentan suficiente informacién
similar a un humano para obtener datos experimentales que sean de utilidad (Abbott,
2004). Se han generado modelos de tumores mamarios en roedores para simular la
Anade encabezados (Formato > Estilos de parrafo) y apareceran en el indice.
morfologia y mecanismo como seria en el caso de un cancer mamario de humano
(Blackshear, 2001), sin embargo, la presencia de tumores espontaneos en ratas ha
sido de gran ayuda para ampliar los conocimientos de estudio sobre el cancer de
mama o simplemente de los tumores espontaneos (Bomhard & Rinke, 1994). Los
modelos murinos son ampliamente utilizados para estudios cardiovasculares o
metabdlicos debido a la similitud del mecanismo con el cuerpo humano; sin embargo
a lo largo de los afos y tras diferentes estudios realizados se ha observado que el
modelo animal de rata presenta mayor identidad con el humano que un modelo de
ratén (Shepel & Gould, 1999) debido a que en cuanto a la histologia el carcinoma en
ratones tiene menor grado de agresividad que en el humano; mientras que en las
ratas se asemeja el tipo de tumor y la gravedad de la patologia (Blackshear, 2001),
incluso la aparicion de los tumores espontaneos en hembras y la edad frecuente de
desarrollo de estos concuerda con los datos reportados en humanos (Bomhard &
Rinke, 1994).



Se han empleado diferentes tipos de estudios, sin embargo, el analisis de expresion
de genes ha sido uno de los mas empleados para la investigacion (Yauk et al.,
2020). Y si bien de manera tradicional la diferenciacioén de los tipos de tumores se ha
abordado desde un punto histolégico, en este trabajo se abordara un enfoque en el
cual a través de un patron de expresion de genes se determine el tipo de tumor
mamario espontaneo que se esta generando en el modelo de interés. Un perfil de
expresion podria abarcar un sin fin de genes, dependiendo del tejido y enfoque que
se le pretenda dar, en este caso se hace énfasis en algunos genes que se ven
implicados en procesos energéticos y de comunicacion celular.

Las células tumorales presentan cambios metabdlicos dependientes de su fenotipo,
lo que les genera diferencias en su proliferacion y resistencia a sefiales de muerte
celular; estos fenotipos incluyen mayor empleo de glucosa debido a la alteracion de
vias de metabolismo, glucdlisis y senalizaciéon (Liet al., 2015). La reprogramacion
metabdlica o alteracion del metabolismo, es una de las caracteristicas mas comunes
de los tumores y del cancer (Ishfag et al., 2022). De esta forma la glucdlisis del
cancer es un paso clave en la activacidon oncogénica y la progresion tumoral, donde
la glucdlisis conduce a la descomposicion de las moléculas de glucosa en piruvato,
con la ayuda de la hexoquinasa (Hk) de la cual existen varias isoformas, que estan
codificadas por sus genes especificos (Li et al., 2015; Ishfaq et al., 2022). Hay cuatro
isoenzimas de Hk en tejidos de mamiferos designados como tipo I, II, Il y IV, de las
cuales las primeras 3 son similares en sus masas moleculares, sin embargo, la Hkll
es la mas asociada con el estudio del cancer y al efecto Warburg (Katabi et al., 1999;
Brown, 2002; Li et al., 2015; Tan & Miyamoto, 2015). En estudios de cancer de
mama se ha investigado el papel de la expresion de la Hkll (Ishfaq et al., 2022), asi
mismo se ha visto que los canales dependientes de voltaje de potasio se ven
implicados en la proliferacién celular y apoptosis lo que los involucra en la
generacion de tumores (Brevet et al., 2008), especialmente canales como Kv1.1y
Kv1.3 han reflejado un patrén entre la apoptosis y el cancer de mama.



2. MARCO TEORICO
2.1 Importancia del estudio de mama

El tejido mamario es una estructura vital y compleja que desempefia un papel
fundamental en la salud de la mujer. Su estudio exhaustivo y detallado ha sido objeto
de investigacion constante debido a su relevancia en el diagndstico y tratamiento de
enfermedades mamarias, en particular el cancer de mama, una de las principales
causas de morbilidad y mortalidad en mujeres a nivel mundial.

La importancia de investigar el tejido mamario radica en su capacidad de
proporcionar informacion crucial sobre la fisiologia y patologia mamaria a través del
analisis de biomarcadores especificos, perfiles metabdlicos, expresion génica y otras
caracteristicas bioquimicas (Hanahan & Weinberg, 2011). Estos estudios no solo
permiten la identificacion de factores de riesgo y la prediccion de la respuesta al
tratamiento, sino que también abren nuevas perspectivas para el desarrollo de
terapias personalizadas y la busqueda de posibles dianas terapéuticas.

El analisis del tejido mamario proporciona informacién crucial para un diagndstico
preciso de diversas enfermedades mamarias: microcalcificaciones, mastitis, nédulos,
fiboroadenomas, fibroquistes, o tumores diversos, incluido el cancer de mama.
Hablando en particular de esta ultima patologia, se conoce que es una de las
tipologias de cancer mas frecuentes en la mujer (Ramos et al., 2015). Sumado a
esto, en México el cancer representa un problema de salud grave debido a la gran
cantidad de fallecimientos asociados a este, ademas de que en las mujeres
mexicanas, el cancer de mama ocupa el 25% de los casos (Arceo et al., 2021). Es
importante enfatizar en el hecho de que esta poblacion no alcanza a obtener un
diagndstico oportuno, es por ello que la evaluacion histopatologica, el analisis de
biomarcadores y las pruebas moleculares que ayudan a diferenciar los tipos de
tumores, son fundamentales para establecer un enfoque terapéutico adecuado y
personalizado.

2.2 La mama y alteraciones en modelo experimental murino
2.2.1 Rata Wistar y tejido mamario

Las ratas Wistar, una cepa de ratas albinas desarrollada en el Instituto Wistar de
Filadelfia, Estados Unidos, han desempefado un papel fundamental en la
investigacion cientifica durante décadas (Animal Welfare Information Center, 2021).
Este tipo de roedores se han convertido en una herramienta indispensable en
diferentes campos de estudio debido a su utilidad en el estudio de aspectos
bioldgicos, fisiolégicos y farmacolégicos de enfermedades humanas (Sengupta,
2011; Cossio et al., 2013).



En la investigacidon, este roedor permite tener un control estricto de variables que
permiten conseguir resultados reproducibles, como la edad, el sexo y el peso.

Dentro de las areas en que la investigacion se apoya del uso de este tipo de
roedores se encuentra el estudio de enfermedades cardiovasculares, neuroldgicas, y
el cancer, dentro de este ultimo claramente se incluyen los estudios realizados para
cancer de mama (Shepel & Gould, 1999; Animal Welfare Information Center, 2021).
Debido a esto se refiere a la subespecie Rattus norvegicus var. albina como un
excelente modelo para el estudio de tumores mamarios, debido a su similitud con el
tejido humano, como se muestra en la figura 1.

Figura 1.
Comparacion anatomica e histolégica entre la mama humana y la rata Wistar.
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Nota. En la parte superior se muestran las diferencias anatémicas entre ambas especies, sin
embargo en si poseen las mismas estructuras por lo cual la funcién que ejercen es similar. En la
parte inferior se muestra la comparacion histolégica entre las especies, las cuales poseen
estructuras histolégicas similares, difiriendo en la forma de los acinos, sin embargo las estructuras
celulares que las componen son similares.




La similitud entre la fisiologia e histologia de la mama del humano con este modelo
animal es lo que lo hace 6ptimo para el estudio de tumores mamarios. Tanto en la
rata Wistar como en el humano las glandulas mamarias se forman desde la etapa
embrionaria a partir del ectodermo (Galbarro, 1991; Mdller & Vazquez, 2011). En
contraste con el humano, la rata posee 6 pares de mamas, las cuales 3 de ellas se
encuentran distribuidas en la regidn toracica anterior, y 3 en la region
abdominal-inguinal anterior. Al llegar a las 12 semanas el tejido mamario se ha
desarrollado en su totalidad y permanece de esta manera en animales longevos
(Honvo & Truchet 2015).

2.2.2 Tumores espontaneos en modelo murino

Existen diferentes maneras en las que se puede presentar la aparicion de tumores
en los animales de laboratorio. Algunas cepas de roedores han sido modificadas al
paso de los anos para presentar un tipo especifico de tumor mamario para asi
reproducir la morfologia y mecanismo de los tumores humanos (Blackshear, 2001);
sin embargo dentro de los métodos empleados para el estudio de la mama se ha
empleado por una tumorogénesis espontanea.

Es importante destacar que hay factores que intervienen en la tumorogénesis, como
el sexo, ya que al pertener al sexo femenino hay un incremento de probabilidad de
presentar tumores en el tejido mamario (Bomhard & Rinke, 1994; Calero, 1999).
Unido a esto se encuentran factores hormonales que tienen que ver con la
menarquia precoz y el momento del primer embarazo, ya que se ha demostrado que
un menor tiempo entre estas dos etapas reduce la probabilidad de presentar
tumores mamarios, debido a la produccion de estrogenos que condiciona el
crecimiento del tejido epitelial de la mama (Calero, 1999).

Entre otro tipo de factores se encuentran los genéticos, que se ha visto que tienen
que ver con la susceptibilidad al cancer dada por genes como BRCA1 y BCRA2
(Miguel et al., 2016); que acompafados por factores ambientales o toxicos favorecen
el crecimiento de tumores, se ha visto que el potencial de productos quimicos a
través de la exposicion ambiental en agua, aire, alimentos, farmacos, productos de
consumo; propician la aparicion de tumores (Shepel & Gould, 1999; Blackshear
2001; Yauk et al., 2020).

Otro factor a considerar es la edad, ya que se ha observado que posterior al haber
alcanzado una edad optima de reproduccidon sexual las probabilidades de presentar
tumores en mama aumentan, es decir que, la edad es un factor sumamente
importante y determinante para la aparicion de tumores mamarios (Bomhard &
Rinke, 1994; Calero, 1999; Blackshear, 2001; Gava et al., 2002; Torre et al., 2015;
Miguel et al., 2016).
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La aparicién de tumores espontaneos se trata de un proceso multifactorial en el cual
diferentes variables contribuyen para presentar esta patologia (Blackshear, 2001;
Miguel et al.,, 2016). Sin embargo, en las ratas se asocian factores ambientales
especificos que contribuyen a la formacion de tumores; estos son tratamientos
quimicos prolongados (Subramanian & Kotharia, 1991), incremento de peso por el
consumo de alimento ad libitum (Gries & Young, 1982; Haseman & Rao, 1992),
condiciones estandar de laboratorio que limitan la actividad fisica (Alessio et al.,
2009), ademas de una constante reproduccion que conlleva a la produccién de
hormonas antes mencionadas.

2.2.2.1 Fibrosarcomas

Los fibrosarcomas mamarios son tumores malignos poco frecuentes que se originan
en el tejido conectivo de la mama, principalmente en el estroma y el tejido fibroso.
Son una variante rara del cancer de mama, representando aproximadamente el 1%
de todos los tumores malignos de mama (Ramia, 2000; Alvarado et al., 2010). Los
fibrosarcomas mamarios son mas comunes en mujeres de mediana edad, pero
pueden afectar a mujeres de cualquier edad. Su incidencia es baja en comparacion
con otros tipos de cancer de mama (Alvarado & Granados, 2010).

Este tipo de tumor se caracteriza por la proliferacion anormal de células
mesenquimales que forman un patron de crecimiento en espiral o en "haz de
fasciculos" de células fusiformes (McGregor et al, 1994; Alvarado & Granados 2010).
La presencia de mitosis atipicas y areas de necrosis son hallazgos comunes en la
histologia del tumor. Aunque el origen exacto de los fibrosarcomas mamarios no esta
claro, se cree que se originan en el estroma mamario a partir de células
mesenquimales indiferenciadas o fibroblastos mutados (McGregor et al., 1994).

Estudios genéticos han identificado diversas alteraciones cromosémicas vy
mutaciones en genes especificos, como TP53 y PTEN, asociadas con el desarrollo
del fibrosarcoma mamario (Gutman et al., 1994).

2.2.2.2 Carcinoma

El carcinoma de mama es un tipo de cancer que se origina en las células epiteliales
de la mama (Marzo & Vela, 2018). Es el cancer mas comun en mujeres, y puede
afectar también a hombres en menor proporcion (Maffuz et al., 2017). El carcinoma
de mama es una enfermedad de alta incidencia a nivel mundial, se estima que
afecta a millones de personas cada afio y es una de las principales causas de
morbimortalidad en mujeres (Maffuz et al., 2017; OPS-OMS, 2021).

Mutaciones en genes como BRCA1 y BRCAZ2 se asocian con un mayor riesgo de
carcinoma de mama y pueden heredarse de generacion en generaciéon (Marco et al.,
2020). La exposicion prolongada a estrogenos, asi como factores reproductivos
como la edad del primer embarazo y el numero de estos, pueden influir en el riesgo
de desarrollar carcinoma de mama (Maffuz et al., 2017; Marco et al., 2020;
OPS-OMS, 2021).
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Existen distintas variaciones del carcinoma, como carcinoma ductal o lobular, ambos
de tipo invasivo; existen otros subtipos menos comunes, como el carcinoma
inflamatorio, medular, o metaplasico (Maffuz et al., 2017; Marzo & Vela, 2018). El
carcinoma ductal invasivo es el tipo mas comun de carcinoma de mama y se origina
en los conductos mamarios, invadiendo los tejidos circundantes. El carcinoma
lobular invasivo se origina en los lobulos mamarios y tiene una presentacion
histoldgica distinta del carcinoma ductal invasivo (Marzo & Vela, 2018; Marco et al.,
2020).

2.2.2.3 Fibroadenoma

El fiboroadenoma de mama es una lesidon benigna y comun en mujeres en edad
reproductiva, aunque también puede presentarse en mujeres mayores y en
adolescentes (Martinez et al., 2009; Corredor Andrés et al., 2018). Se caracteriza
por un crecimiento anormal de tejido fibroso y glandular en la mama, generalmente
se presenta como una masa palpable, mévil y bien definida, que puede variar en
tamano (Corredor et al., 2018). Es comunmente asintomatico y no causa dolor; pero
a pesar de ser benigno, es una condicibn que puede generar preocupacion y
ansiedad en las mujeres afectadas (Mayo Clinic, 2022). La investigacién es crucial
para comprender su etiologia, factores de riesgo y comportamiento clinico, lo que
permite un manejo clinico mas adecuado.

Aunque la causa exacta no se conoce completamente, se cree que los cambios
hormonales y factores genéticos pueden contribuir al desarrollo de fiboroadenomas.
La edad, la historia familiar de fibroadenomas o cancer de mama, la nuliparidad (no
haber tenido hijos), y la terapia hormonal pueden ser factores de riesgo para el
desarrollo de fibroadenomas (Hamajima et al., 2012; Corredor et al., 2018).

Existen dos tipos identificados de fibroadenoma, el simple y el complejo; el primero
es el tipo mas comun y esta compuesto por tejido fibroso y glandular sin cambios
atipicos. Por otro lado, el complejo presenta cambios histoldégicos adicionales, como
hiperplasia ductal o presencia de calcificaciones (Martinez et al., 2009).

2.2.2.4 Fibroquiste

Los fibroquistes de mama son lesiones benignas comunes que se forman debido a
cambios hormonales en el tejido mamario, son mas frecuentes en las mamas de
mujeres en edad reproductiva, especialmente en mujeres entre 30 y 50 afos (Gallo
et al., 2013; Fernandez et al., 2015). Se caracterizan por la presencia de quistes
llenos de liquido y tejido fibroso en la mama. Los fibroquistes generalmente se
presentan como masas mamarias palpables, que pueden variar en tamafo y ser, o
no, dolorosas (Taboas Alvarez et al., 2019).

Los cambios hormonales, especialmente las fluctuaciones en los niveles de
estrégeno y progesterona, juegan un papel importante en la formacion de los quistes
mamarios. Factores como la edad, el uso de anticonceptivos hormonales, y el
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consumo de cafeina han sido asociados con un mayor riesgo de desarrollar
fibroquistes de mama (Fernandez et al., 2015).

2.3 Moléculas asociadas a alteraciones en tejido mamario.
2.3.1 Hexocinasas

Las hexoquinasas (HK) son enzimas conservadas evolutivamente, cuya funcion es
fosforilar a la glucosa 6-fosfato (G6P), siendo la enzima que cataliza uno de los
primeros pasos del metabolismo de la glucosa, desempefiando un papel clave en la
produccion de ATP (Tan & Miyamoto, 2015; Wu et al, 2020; Ciscato et al, 2021).

Dentro de este grupo de enzimas se han caracterizado principalmente 4 isoenzimas
en mamiferos, presentan una gran similitud estructural aunque difieren en sus
funciones (Wilson, 2003; Wu et al., 2020). De las cuales I-lll presentan una mayor
similitud respecto a sus masas moleculares de aproximadamente 100 kDa, sumado
a esto, tienen alta afinidad por la glucosa y son susceptibles a la inhibicién del
producto por la G6P (Brown et al., 2002; Wilson, 2003); a comparacion de la
isoenzima |V, debido a que se encuentra en tejidos sensibles a la glucosa como
higado y pancreas (Irwin & Tan, 2008). Especificamente en roedores, Hkl se expresa
en el cerebro y rifidn, mientras que la isoenzima Il se encuentra en tejidos sensibles
a la insulina asi como tejido adiposo y corazon; por otra parte en higado sano HkIV
es la forma mas abundante (Katabi et al., 1999). Ademas de esto Hkl y Hkll estan
asociados con las mitocondrias mientras que Hklll se encuentra en la periferia del
nucleo (Brown et al., 2002).

Ha sido descrito que una mayor expresion de las isoenzimas | y Il se asocia a
tumores malignos (Brown et al., 2002), esto debido a que una caracteristica de las
células tumorales con un crecimiento acelerado es el empleo de la glucosa para la
produccion de energia, y asi mantener una alta tasa de division celular en
comparacién con células normales (Katabi et al., 1999). Las células tumorales
presentan cambios metabdlicos esenciales para mantener tasas proliferativas y
resistir las senales de muerte celular, estos fenotipos tienen una mayor utilizacién de
la glucosa en la energia metabdlica (Li et al., 2015; Wu et al., 2020). A dicho fenotipo
se le conoce como efecto Warburg, la glucdlisis aerdbica es reconocida como un
sello distintivo del metabolismo de las células tumorales (Ganapathy, 2017; Gandhi &
Das, 2019; Yu et al., 2019; Zhang et al., 2019).

La Hkll es la principal isoforma de hexoquinasa expresada en canceres que exhiben
un efecto Warburg, debido a que desempefia un papel central en la captaciéon y
utilizacion celular de glucosa (Li et al., 2022; Ishfaq et al., 2022). Esta isoforma juega
un papel importante, no soélo en la glucdlisis, sino también en la supervivencia
celular, facilita la autofagia en respuesta a la privacion de glucosa, ademas ayuda a
inmortalizar las células cancerosas y escapa a la inhibicion de la quimioterapia (Tan
& Miyamoto, 2015; Li et al., 2022). La observacion realizada por el Dr. Otto Warburg
sobre las células cancerosas en diferencia de las células normales, acerca de que
se someten preferentemente a glucdlisis en presencia de un ambiente rico en
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oxigeno, fenotipo indicador de la vulnerabilidad metabdlica observada en las células
cancerosas (Gandhi & Das, 2019; Zhang et al., 2019).
2.3.2 Canales i6nicos

Los canales ionicos son proteinas ubicadas en la membrana celular (Xu, 2003), cuya
funcién radica principalmente en la comunicacion entre dos células. En su mayoria
los canales idnicos conectan el citosol con el exterior de la célula, asi mismo estos
canales poseen poros, los cuales tienen una alta selectividad; ademas de que
debido a su nombre, Unicamente son transportadoras de moléculas inorganicas, es
decir iones (Abraham et al., 1999; Alberts et al., 2002). La funcién de estos canales
es permitir el paso de iones inorganicos especificos como CI,, Na*, K*, y Ca2*; este
papel es de suma importancia para muchos procesos celulares (lorio et al., 2002;
Alberts et al., 2002).

Como ya se ha mencionado, una de las caracteristicas mas importantes de estos
canales es su alta sensibilidad, ya que no permanecen abiertos todo el tiempo, sino
que dependiendo del tamafo y carga del ion es que este canal permitira el paso o
no. Existen diferentes tipos de canales id6nicos que funcionan de maneras
especificas permitiendo o no el paso de estas moléculas inorganicas (Alberts et al.,
2002). En la mayoria de los casos, los canales permiten el paso de las moléculas en
respuesta a un estimulo especifico. Los principales tipos de estimulos que hacen
que los canales idnicos se abran son: cambio en el voltaje a través de la membrana
(canales activados por voltaje), estrés mecanico (canales activados
mecanicamente), o la unién de un ligando (canales activados por ligando:
neurotransmisores, iones, nucleotidos), otros canales estan activados por la
fosforilaciéon o desfosforilacion de proteinas (Abraham et al., 1999; Alberts et al.,
2002).

La membrana plasmatica de todas las células eléctricamente excitables (neuronas,
ovulos, células endocrinas, musculos) contiene canales cationicos activados por
voltaje , que son responsables de generar los potenciales de accion (Milesi & Mobili,
2019; Alberts et al., 2002; Xu, 2003). Estos se generan cuando ocurre una
despolarizacion de la membrana, es decir que el valor de voltaje se hace menos
negativo; la membrana en forma basal tiene un voltaje de -70v, por lo que una
disminucién de ese valor negativo (por ejemplo a cero), significa que la membrana
se esta despolarizando. En ocasiones la despolarizacion de la membrana
desencadena una apertura significativa para iones Na*, lo que ocasiona una mayor
despolarizacion y un impulso mas lento ya que tarda en regresar a su potencial
inicial, los canales de K dependientes de voltaje proporcionan un segundo
mecanismo que permite que la membrana plasmatica activada regrese de una forma
mas rapida a su potencial negativo original (Milesi & Mobili, 2019).

Los canales de potasio (K*) son una clase muy diversa de canales i6nicos en la
membrana plasmatica, se han descrito mas de 10 familias de estos canales (Alberts
et al., 2002; Gaudet et al., 2011). La familia correspondiente a canales dependientes
de voltaje, ademas de ser de suma importancia para procesos celulares de
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comunicacion celular, son un objeto de estudio para muchas enfermedades debido a
que contribuyen a la regulacion de la proliferacion celular y la apoptosis y también
involucrados en la generacién de tumores y el crecimiento maligno (Xu, 2003; Xu et
al., 2004; Brevet et al., 2008).

El canal de potasio activado por voltaje Kv1.3 (Kcna3), es el miembro 3 pertenece a
la subfamilia relacionada con agitadores (Xu, 2003), cuya funcién se ha establecido
como habilitador de la actividad del canal de potasio rectificador retrasado y la
actividad del canal de potasio rectificador hacia afuera, ademas de participar en el
transporte transmembrana de iones de potasio (Vicente, 2005; NCBI, 2023). Se
encuentra ubicado en el cromosoma 3 de los ratones Rattus Norvegicus (106943485
- 106945386), posee un tamafio de 1,90 kilobases (kb) (NCBI, 2023), y es ortdlogo al
KCNAS3, miembro 3 de la subfamilia A de canales dependientes de voltaje de potasio
(Gaudet et al., 2011; NCBI, 2023). Este canal se expresa en varios tejidos, incluidos
el adiposo y el musculo esquelético, ademas de linfocitos, sistema nervioso central,
rifidn, higado (Xu, et al, 2004). Se ha postulado su participacion en procesos como
apoptosis, proliferacion celular, y regulacion de células T (Xu, 2003; Xu et al., 2004).

El gen Kcna1 codifica una proteina de canal i6nico conocida como Kv1.1. Esta
proteina forma parte de los canales de potasio activados por voltaje y esta
involucrada en la regulacién de la excitabilidad neuronal y la transmisién de sefales
eléctricas en el sistema nervioso (Rgd, 2022; Ferrer, 2015). El gen Kcna1l y su
producto, la proteina Kv1.1, desempefian un papel fundamental en el control del
potencial de membrana y la propagacion de los potenciales de accién en neuronas y
otros tipos de células excitables (Rgd, 2022; Abraham et al., 1999). El gen esta
ubicado en un locus especifico del cromosoma 11 en humanos (en ratones, se
encuentra en el cromosoma 9). Tiene una estructura de exones e intrones que
codifica la secuencia de aminoacidos de la proteina Kv1.1 (Rgd, 2022), forma un
canal iénico transmembrana que permite el flujo de iones potasio fuera de la célula,
lo que contribuye a la repolarizacion de la membrana y la recuperacion del potencial
de reposo después de un potencial de accién (Abraham et al., 1999).

2.3.3 Unidad ribosomal 18s

El 18S rRNA es una molécula de acido ribonucleico (RNA) que forma parte de la
subunidad menor del ribosoma en eucariotas. Es esencial en el proceso de sintesis
de proteinas y juega un papel fundamental en la traduccion del cédigo genético. Es
responsable de facilitar la unién del ribosoma con el ARN mensajero (MRNA)
durante la traduccion, lo que permite la sintesis de proteinas a partir de la
informacion genética codificada en el mRNA (Cooper, 2000; Alberts et al., 2002;
Sharma, 2022; Brown et al, 2002).

El 18S rRNA tiene una estructura tridimensional altamente plegada y compleja, con
regiones conservadas y variables que desempefian funciones especificas durante el
proceso de traduccion (Brown et al, 2002). Se encuentra principalmente en el
citoplasma de la célula, donde se ensambla junto con proteinas ribosémicas para
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formar la subunidad menor del ribosoma (Cooper, 2000; Alberts et al., 2002). La
expresion del 18S rRNA estd regulada de manera fina en respuesta a las
necesidades celulares y puede variar segun el tipo celular y las condiciones
ambientales (Alberts et al., 2002; Brown et al, 2002).

2.4 Métodos de deteccion de alteraciones en tejido mamario: Deteccion de
moléculas por gPCR cuantitativa

La qPCR (PCR cuantitativa en tiempo real) es una técnica de biologia molecular que
permite la amplificacién y cuantificacion de acidos nucleicos, especialmente ARN,
para determinar la expresién de genes especificos en muestras bioldgicas. Es una
técnica altamente sensible y especifica que permite una deteccion y cuantificacion
precisa de ARN o ADN en muestras complejas. La qPCR cuantitativa es una
herramienta poderosa para investigar la expresion geénica y la regulacion de genes
en diferentes condiciones fisiologicas y patologicas. Permite estudiar la dinamica de
expresion de genes en respuesta a estimulos y el impacto de enfermedades en la
expresion de moléculas especificas (Zhang et al., 2016; Sanchez et al., 2020;
Rodriguez et al., 2021; Ishfaq et al., 2022).

Consta de 3 pasos basicos: transcripcion inversa, amplificacion, deteccion vy
cuantificacion de los productos de la PCR: ésta ultima la hace una reaccion de suma
importancia e interés para los estudios de biologia molecular debido a que brinda
datos reales y altamente sensibles en tiempo real, lo que permite conocer datos
exactos en cada paso de la reaccion. La primera etapa consiste en la conversion del
ARN en ADN complementario (cDNA) mediante la enzima transcriptasa inversa.
Este paso permite la amplificacion del ARN y el analisis de su expresion. La segunda
etapa es la amplificaciéon donde se utiliza la enzima DNA polimerasa para amplificar
selectivamente el cDNA especifico del gen de interés; la reaccion se realiza
mediante ciclos de desnaturalizacion, hibridacion de cebadores y extension. La
ultima etapa consiste en la deteccidon de los productos amplificados mediante la
incorporacion de sondas de fluorescencia o colorantes intercalantes en la reaccion;
la cuantificacion se realiza mediante la comparacion del ciclo umbral (Ct) de
amplificacion del gen de interés con un gen de referencia.
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3. OBJETIVO PRINCIPAL

Analizar los niveles de expresion génica de moléculas asociadas a tumores en ratas
Wistar hembra (Rattus norvegicus) con tumores mamarios espontaneos con el fin de
establecer un perfil de expresidén génica asociado al tipo histolégico del tumor.

3.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Realizar el disefio de oligonucledtidos para los genes de hexocinasas (Hk1,
Hk2, Hk3), canales de potasio (Kcna1, Kcna3), y subunidad ribosomal (18s
rRNA); a través del uso de herramientas bioinformaticas.

2. Estandarizar los procedimientos de gPCR, con el fin de optimizar y generar
futuras reacciones de amplificacion.

3. Amplificar los genes estudiados con muestras provenientes de diferentes
tipos histologicos de tumores de mama espontaneos en ratas hembra Wistar
longevas, a través de la realizacion de qPCR.

4. Calcular el nivel de expresion en los tumores espontaneos, mediante el
método de Livak: 2-44¢T

5. Desarrollar el analisis de expresion diferencial y su asociacién con la
histologia de tumores espontaneos.

4. HIPOTESIS

Los tumores de rata con fenotipos mas agresivos, como el carcinoma y el
fibrosarcoma, exhibiran niveles de expresion mas elevados de los genes
hexoquinasas (Hk1, Hk2) en comparacion con los tumores de fenotipos menos
agresivos, como la fibrosis quistica y el fibroadenoma. Se espera que esta mayor
expresion de los genes hexoquinasas refleje un comportamiento tumoral mas
agresivo en los tumores estudiados. Asi mismo, se espera que la sobreexpresion de
genes para canales de potasio (Kcna1, Kcna3) y la subunidad ribosomal 18sRNA
(18s rRNA) sean asociados con una mayor proliferacion celular en el caso de los
tumores correspondientes a una fibrosis quistica o fiboroadenomas.

17



5. METODOLOGIA
5.1 Recoleccidon de muestras

La extraccién de tejido se realizé por parte del departamento de posgrados de la
Escuela Superior de Medicina del Instituto Politécnico Nacional, el procedimiento
realizado se compuso principalmente de la eutanasia de los modelos biologicos.
Posteriormente se prosiguié con la autopsia de las ratas Wistar, en la cual el tejido
de interés fue retirado del biolégico y aislado en microtubos en 1 mililitro (mL)
suspendidos en solucién comercial TRl Reagent®.

5.2 Extraccion de RNA

Se efectué la extraccion de RNA siguiendo el método descrito por
Chomczynski-Sacchi, para lo cual se suspendid nuevamente cada una de las
muestras por separado en microtubos con 1 mililitro (mL) de la solucién comercial
TRI Reagent®, de la casa comercial SIGMA Life Science. Este reactivo consiste en
una solucion monofasica cuyos componentes comprenden fenol y tiocianato de
guanidina, debido a esto, se posiciona como un método ideal para la extraccion de
RNA, gracias a su capacidad de lisar las células y de inhibir la accion de enzimas
RNAsas que degradan el material genético de nuestro interés, de esta manera
ayuda a aislar el RNA de las proteinas y el DNA.

La cantidad de muestra prevista se fragmenté6 de manera proporcional debido al
tamano del tejido, se resuspendieron los fragmentos por separado en microtubos
con 200 microlitros (uL) de la solucién TRI Reagent®, posteriormente se procedio
realizd la extraccion por maceracion durante aproximadamente 10-15 minutos (min)
por muestra, dependiendo de la consistencia del tejido.

Continuando con la metodologia de extraccion, una vez disgregado el tejido se
adicionaron a cada microtubo 200 pL de cloroformo, posterior a esto se realizé una
agitacion vigorosa en vortex a 3,000 revoluciones por minuto (rpm) durante 15
segundos (seg), se dejaron incubando a temperatura ambiente durante 10 min. Se
prosiguio a realizar la centrifugacion en Microcentrifuga VELOCITY 18R de METRIX®
a una velocidad de 12,000 rpm durante 10 min a una temperatura de 4°C para
permitir la separacion de las fases y facilitar la recuperacién de la fase acuosa que
contiene la molécula de interés (RNA), dicha fase se encontré en la parte superior de
los microtubos empleados. Esto se debe a que las tres fases resultantes agrupan a
RNA, DNA y proteinas y otros compuestos celulares, en orden de superior a inferior
debido al peso de las moléculas.

Una vez que se realizo la separacion de la fase acuosa de cada una de las muestras
se disponen en microtubos etiquetados previamente para su tratamiento eficaz, se le
adicion6 100 pL de reactivo isopropanol para ocasionar la precipitacion del RNA, se
permitié la incubacion durante 10 minutos y se prosiguio a realizar la centrifugacion a
12,000 rpm durante 10 min a una temperatura de 4°C. Posterior a esto, se decanté
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el sobrenadante y se continu6é con la purificacion del RNA con etanol frio al 75%
para seguir proporcionando las condiciones de precipitacion de esta molécula, esto
se llevé a cabo realizando tres series de lavado del pellet con 500 pL de etanol al
75% seguido de centrifugacién a 12,000 rpom durante 5 min a condiciones de 4°C, y
se decantd el sobrenadante para eliminar impurezas que quedaron en el microtubo
con la molécula de interés. Una vez obtenido el pellet se deseca a condiciones
ambientales hasta el momento de la solubilizacién y sintesis de cDNA.

5.3 Separacion electroforética de RNA

Para visualizar los segmentos de RNA se procedid a realizar una electroforesis en
gel de agarosa al 0.5 %, preparado a 50 mL de solucion TAE 50X, posterior a ello se
llevd la mezcla al microondas por intervalos de 5 a 10 segundos para evitar el
derrame y burbujeo de la solucion; se dejé enfriar un poco la solucion mientras se
anadia el colorante SYBR Safe. Una vez que se tuvo lista la agarosa, se vertié en la
camara de electroforesis Owl de Thermo Scientific™, ya gelificado se retiraron los
peines para generar los pocillos y se continu6 con el llenado de los mismos. Una vez
listo se programé a 120 voltios (V) por 20 min., se realizo la corrida correspondiente.
Terminado el proceso se traspasa el gel de electroforesis a un transiluminador de luz
azul de Major Science, que se trata de una camara de revelado para luz UV en la
cual se analizaron los fragmentos generados donde se pudieron apreciar los
diferentes tipos de RNA segun su complejidad molecular.

5.4 Cuantificaciéon de RNA por espectrofotometria

Con el fin de conocer la cantidad de RNA obtenido se cuantificé por
espectrofotometria el RNA de cada una de las muestras extraidas, para esto fue
necesario realizar la solubilizacion del pellet, por lo que se suspendié cada una de
las muestras en 50 pL de H,O libre de nucleasas de la casa comercial Promega®,
asegurando la integridad de la molécula de interés.

Una vez solubilizado el RNA se adicionaron 2 uL de cada una de las muestras en la
microplaca correspondiente al equipo EPOCH™ de BioTek®, utilizando el software
Gen5. La condicion de lectura fue a 260 nanémetros (nm), debido a que a esta
longitud de onda se absorben con mayor eficacia los acidos nucléicos, asi mismo el
software se programd para la lectura de 260/280 nm para obtener los datos
referentes a la pureza del RNA extraido.

Dentro del llenado de la microplaca de electroforesis se utiliz6 una muestra blanco
con la soluciéon de H,O libre de nucleasas para considerar la solucion base de
solubilizacion de cada una de las muestras; posteriormente se introdujo al equipo
para realizar la cuantificacion.

5.5 Tratamiento de la muestra y sintesis de cDNA por PCR

Para optimizar la calidad de las muestras se realiz6 un tratamiento mediante
DNAsas para eliminar cualquier residuo de DNA de estas, por lo cual se tom¢ cierta
cantidad de RNA (dependiendo la muestra y su concentracion) para estandarizar a
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una concentracion de 500 ng/uL. Se empleé el kit de la casa comercial Promega®
RQ1 RNase-Free DNase, para lo cual se adicion6 buffer de reaccion 10x, enzima
RQ1 RNase-Free DNase, H,O libre de nucleasas y se llevaron a cierto volumen
especificado a continuacion en la tabla 1.

ZZ?;:;e;rizacién de las muestras para tratamiento con DNAsas

Reactivo Carcinoma Fibrosarcoma Fibroadenoma Fibroquiste
RNA (pL) 5.4 16 7.6 2.1
Buffer 10x (uL) 1 1 1 1
Enzima (uL) 1 1 1 1
H,O (pL) 2.6 2 --- 5.9
Volumen total (uL) 10 20 10 10

Posteriormente se llevaron los microtubos a un bafio de incubacion de 37°C por 15
min en el equipo Multi-Block Heater™, seguido de este paso se agregd 1 L de la
solucion de paro de reaccion (RQ1 DNase Stop Solution), posteriormente se
continud con la incubacion de las muestras a 65°C por 10 min en el mismo tipo de
dispositivo empleado en la incubacion previa, esto con el objetivo de interrumpir la
accion de la enzimatica.

Una vez realizado el tratamiento de cada una de las muestras se prosigui¢ a la
sintesis de DNA complementario (cDNA), para lo cual se anadieron al microtubo 5
uL de RNA tratado, 1 yL del primer Oligo dT 50 uM de Invitrogen® por la casa
comercial ThermoFisher®, 1 yL de Mix DNTps 10 mM, y por ultimo H,O libre de
nucleasas para completar un volumen de 10uL. La mezcla se incubd a 65°C durante
5 min, y antes de llevar las muestras al termociclador se pasé a un bafio de hielo a
4°C por 1 minuto. Como segunda parte para la sintesis se agregaron al tubo 4 uL
First Strand Buffer 5x, 4uL MgCl, 25 mM, 2 uyL DTT 0.1 M, y 1yL de RNAseOUT
5,000 U, antes de afnadir 1 pL del ultimo reactivo que es la enzima Transcriptasa
reversa 1,000 U, se llevaron a incubar a un bano de 42°C por 2 minutos. Una vez
afiadidos todos los reactivos en los microtubos se incubaron en termociclador por el
dispositivo MiniAmpPlus™, programado a tres fases: desnaturalizacion, alineacion y
elongacion, para la primera se establecié una temperatura de 42°C durante 50
minutos, la alineacion se realizé a 72°C por 15 minutos, y para la ultima fase se bajé
la temperatura drasticamente a 4°C por 25 min. Terminado el proceso de sintesis se
conservaron las muestras en congelacién a 4°C hasta su uso.

5.6 Diseno de oligonucledétidos
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Para cumplir el objetivo, se consideraron 6 genes, de los cuales se consideré como
endoégeno a la hexoquinasa en su isoforma 3 (Hk3), canal i6nico de potasio
dependiente de voltaje en sus isoformas 1.1 y 1.3 (Kcna1, Kcna3), enzimas
involucradas en la glucdlisis como hexoquinasa en sus isoformas 1y 2, reportadas
en cancer de mama (Hk1, Hk2), y unidad ribosomal 18s RNA (Rn18s).

El disefio de oligonucleétidos de dichos genes parti6 con la recopilacion de
informacion en la base de datos GenBank del NCBI, esto con el objetivo de incluir
todas las variantes que pudiera existir de los genes en el organismo Rattus
norvegicus. Una vez obtenida la informacion necesaria se agruparon todas las
secuencias FASTA (correspondientes de cada gen), y se colocaron en el programa
BioEdit en el cual se alinearon para identificar el fragmento conservado y de esta
manera incluir la sintesis de todas las variantes en el oligonucledtido. Posteriormente
se llevaron al software de Primer Express de Applied Biosystems donde segun la
alineacion en BioEdit se disefiaron los oligonucledtidos condicionando a un tamaio
de 20 pb, temperatura media (Tm) de 60°C, contenido de guanina/citosina entre
50-80%. Por ultimo para asegurar el correcto disefio se llevaron al programa
NBLAST de NCBI donde se introdujo la secuencia de los oligonucledtidos y se
corroboré que fueran los correspondientes al gen y organismo de interés. El
resultado de estos se ve reflejado en la tabla 2.

Tabla 2.
Diserio y condiciones de oligonucleotidos
Gen Nombre Tipo Secuencia Tm °C | Contenido | Tamaiio de
(50mM GC (%) amplicén
NaCl)
Canal i6nico F  5-GCCCACTAC AGG CAG GCT AA 59.6 60.0 150
Kv1.1 dependiente 3
de voltaje 1.1 R  5-ACAGGA GTC GCC AAG GGT TT 59.2 55.0 150
-3’
Kv1.3 Canal ionico F  5-ACCGCAACAGACCCAGCTT-¥ 59.9 57.9 150
dependiente
de voltaje 1.3 R  5-CCTCAC GGA ACT TCT CCA TAG 57.2 54.5 150
c-3
F  5-CTCGGC GGG TCT TCC TTT -3’ 575 61.1 150
Hkl  Hexocinasa 1 R 5;; CAG GCA GTC AGC GAC ATG AT 57.6 55.0 150
F  5-CGG GCC CCG CCA GAA -3’ 62.2 80.0 150
Hkll Hexocinasa 2 R 5’- ACA CAC GTA AGT GGG CAG CAT 59.4 52.4 150
-3’
F  5-AGT GGA TGG GAC GCT CTA CAA 58.0 52 4 150
-3’
HKIIl - Hexocinasa3 o 5.caAGCG ACA CGA GTG ACC AA 57.8 55.0 150
32
18S  Unidad F  5-CTTAGC TGA GTG TCC CGC G -3’ 68 63.1 150
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ribosomal R 5’- AAT CAT GGC CTC AGT TCC GA -3’ 60 50 150
18s rRNA

5.7 Amplificacién y estandarizacién de oligonucleotidos por gPCR

La solubilizacion de los oligonucledtidos se realizd siguiendo las indicaciones
marcadas en la hoja de especificaciones correspondiente, segun lo estipulado por
Integrated DNA Technologies (IDT).

Por practicidad y para evitar contaminacién de reactivos, se preparar6 un stock de
200 pL a una concentracién 10 yM de cada uno de los cebadores (sentido y
antisentido), para posteriormente realizar diluciones a 3 diferentes concentraciones:
0.5 uM, 3 uM, 9 uM, con el objetivo de obtener la concentracién estandarizada de
cada par de oligonucleétidos para las muestras que se trabajaron, de cada
concentracion se prepararon 100 yL. Para realizar cada reaccion de qPCR se
empled el colorante SYBR Green como agente intercalante en la doble cadena de
DNA que permite el analisis espectrofotométrico de la molécula mediante la emision
de fluorescencia, como fuente de dicho agente se hizo uso del reactivo SYBR Green
PCR Master Mix el cual es una mezcla que contiene buffer, ANTPs, DNA polimerasa
termoestable y el fluoréforo SYBR Green, asi mismo se afiaden los oligonucledtidos
sentido y antisentido correspondientes al gen que se desea amplificar, y H,O libre de
nucleasas; las cantidades de reactivos empleadas para cada una de las reacciones
de estandarizacion de los cebadores se encuentran especificadas en la tabla 3.

Tabla 3.

Especificaciones de condiciones de reaccion para qPCR
Reactivo Cantidad empleada (pL)

SYBR Green PCR Master Mix 6.25

Primer forward 1.25

Primer reverse 1.25

H,O desionizada 1.75

Muestra de cDNA 2

Volumen total de reaccion 12.5

Para cada concentracion distinta de cebador se realizaron seis reacciones de qPCR,
de las cuales:

- Tres se destinaron a ser blancos de reaccidn con agua libre de nucleasas
para asi verificar la formacion de dimeros entre cebadores (si fuera el caso) y
descartar resultados inespecificos de la amplificacion del fragmento de cDNA,

- Las tres restantes se emplearon para la reaccion de amplificacion con el
cDNA del grupo control previamente sintetizado.
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Asi mismo se destinaron para cada gen 18 diferentes reacciones de qPCR con
nueve tipos de combinaciones entre las concentraciones del cebador sentido y
antisentido, el esquema de distribucién utilizado para la estandarizacién fue el
descrito en la figura 2.

La preparacion de las mezclas de reaccidn se realizdé en una placa de polipropileno
virgen puro al 99,9% libre de DNasa/RNasa/DNA humano y no pirogénico, la cual se
utiliza en el equipo PrimePro*® de Techne por METRIX Laboratorios®, este contiene
un software integrado. Se programé siguiendo el siguiente esquema: incubacién a
50°C durante 2 min, seguido de la activacion de la enzima DNA polimerasa a 95°C
por 10 min; posteriormente 40 ciclos de PCR donde se programé a 95°C de 10 seg
por ciclo para la desnaturalizacion del cDNA, y 60°C de 30 seg por ciclo para la el
alineamiento y elongacion del fragmento amplificado.

5.8 Anadlisis de disociacion de genes amplificados

Una vez que se han amplificado los genes, dentro del mismo ciclo de programacién
para la qPCR, se empled para un analisis de alta resolucion de fusion. Se programé
el termociclador aumentando drasticamente la temperatura a 95°C por 15 seg,
seguido de un bajo de temperatura a 55°C por 15 seg., terminando con una
temperatura de 95°C por 15 seg. Esto permite obtener una curva de fusion debido a
que al incremento de temperatura del DNA previamente amplificado se vuelve
monocatenario y resulta en una disminucion de la fluorescencia emitida por el
colorante impregnado en la molécula.

Los resultados obtenidos de acuerdo con los ciclos del termociclador se analizaron
por medio de Microsoft Excel y segun el grafico reflejado en cada una de las
estandarizaciones para genes se eligio el pico de disociacion mas alto, descartando
aquellos productos de cebadores dimerizados para evitar inexactitudes en futuras
amplificaciones.

5.9 Separacion electroforética de genes amplificados por gPCR

Al igual que la cuantificacion de RNA extraido, se procedid a realizar una
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de cada uno de los genes amplificados, de
la misma manera que la primera separacion. Se suspendieron 3 gr de agarosa en 50
mL de solucion de buffer de corrida TAE 50x, se continué con la metodologia
planteada en la separacion electroforética de RNA, las condiciones de corrida fueron
las mismas que se emplearon anteriormente: 20 min a 120 V; y también su
visualizacion en la camara de luz U.V.

23



[Figura 2.
|Esquema de distribucion de microplaca para estandarizacion de genes por gPCR.
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Nota: Cada circulo representa un pocillo de la placa. ) Para cada pocillo marcado como “Muestra
cDNA” se considera que incluyen 6.25 pL de SYBR Green PCR Master Mix, 1.25 yL del
oligonucledtido sentido correspondiente a la fila en la que se encuentre, 1.25 yL del oligonucledétido
antisentido correspondiente a la columna en cuestion, 1.75 pyL de H,O desionizada, y 2 uL de cDNA
previamente sintetizado. 1l) Para cada pocillo marcado como “Blanco” se poseen los mismos
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reactivos, en las mismas cantidades a excepcion de 2uL de cDNA que fueron reemplazados por la
misma cantidad de H,O desionizada. Todos los pocillos poseen un volumen total de 12.5 pL.

5.10 Amplificacion de secuencias en muestras de cDNA por qPCR y analisis
por curva de disociacion.

El procedimiento de amplificacion se realizd siguiendo la metodologia empleada
para la estandarizacion de los oligonucleétidos, es decir, se emplearon los mismos
reactivos y equipo para la reaccion de qPCR, al igual que las mismas condiciones
debido a que estas son especificas marcadas por el inserto del reactivo fluoréforo.

Para las muestras de cDNA previamente sintetizadas, se decidié hacer una dilucion
1:10 para optimizar los resultados de lectura y optimizar el uso de reactivos, esto se
evalud en las estandarizaciones realizadas para los oligonucleétidos para el grupo
control, sin embargo se mantuvo la concentracion para cada uno de los grupos.

En cada pocillo de la reaccion se siguieron las condiciones marcadas en la tabla 3,
sin embargo el orden que se siguid para la reaccion se muestra en la figura 3.
Debido a que cada placa para reacciones admite 48 reacciones en un solo
programa, unicamente se realizd la corrida de un gen por programa donde se
incluyen cada uno de los grupos de estudio, esto para evitar errores de lectura entre
corridas.

5.11 Analisis estadistico del amplificado por el método de 224¢T

Posterior a la qPCR se obtuvieron datos de Ct, es decir el nUmero de ciclos en que
la sefal fluorescente se hace evidente, mediante este valor semicuantitativo se
establece la presencia del gen de interés, esto sustentado que en una reaccidn
blanco no hay presencia de este valor, mientras que en una muestra, depende de
cual se trate el valor varia.

El analisis estadistico se llevé en el programa Microsoft Excel, donde se organizaron
los datos siguiendo el método establecido por Livak, donde al valor de Ct de cada
gen se le resta el valor del Ct del gen endogeno, en este caso Hk3, dando como
resultado el valor de expresion eliminando cualquier interferencia o error que se
pudiera obtener al momento de la lectura. Una vez obtenido este dato se prosigue a
restar el promedio de Ct correspondiente al gen de mayor Ct (menor expresion) al
los valores de los genes estudiados, incluyendo este, de tal manera se iguala a 0 el
de mayor expresion. Posterior a esto se emplea la féormula donde 2 se eleva a la
potencia negativa del valor resultado de la resta de los valores anteriores.

Este método permite hacer una especie de calibracién de los resultados de Ct
obtenidos, donde el de menor expresién se iguala a 1 y con respecto a este se
obtienen datos que representan una cantidad exponencial de sobreexpresion con
respecto a otros genes.
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Figura 3.

Esquema de distribucion de microplaca para amplificacion de genes por gPCR.
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Nota: Cada circulo representa un pocillo de la placa. |I) Para cada pocillo marcado como “Muestra” se
considera que incluyen 6.25 yL de SYBR Green PCR Master Mix, 1.25 yL del oligonucleétido sentido,
1.25 pL del oligonucledtido antisentido, 1.75 pyL de H,O desionizada, y 2 yL de cDNA previamente
sintetizado, cada fila representa un grupo de estudio diferente: Control, Carcinoma, Fibrosarcoma,
Fibroadenoma, Fibroquiste; en orden de izquierda a derecha. Il) Para cada pocillo marcado como
“Blanco” se poseen los mismos reactivos, en las mismas cantidades a excepcion de 2uL de cDNA
que fueron reemplazados por la misma cantidad de H,O desionizada. Todos los pocillos poseen un
volumen total de 12.5 L.
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5.12 Validacién de reacciones de qPCR

Para asegurar que las reacciones efectuadas hayan otorgado resultados confiables,
se prosiguidé a realizar validaciones de estas mediante tres métodos diferentes:
diluciones seriadas 1:10, electroforesis en gel de agarosa, y secuenciacién de
Sanger.

5.12.1 Diluciones seriadas 1:10
A partir del producto de PCR, se aislé el contenido de al menos una de las
reacciones realizadas en microtubo para PCR, se etiquetd debidamente de acuerdo
al grupo al que pertenece y al gen que se amplifica.

Una vez que se tienen identificados los productos de PCR, se prosiguio a realizar
una serie de 5 diluciones 1:10, es decir que del tubo que contenia el producto de
PCR se tomaron 2 uL de este y se diluyeron en 18 uL de agua destilada, realizando
esta acciéon 4 veces mas, tomando los 2 uL del tubo previo y asi obtener las
diluciones seriadas.

Realizadas las diluciones se realizé una qPCR siguiendo las condiciones de la tabla
3, en sustitucion del cDNA como muestra, se afadid el producto de PCR
previamente diluido. Para cada gen de estudio se realizaron 10 reacciones, de las
cuales 5 corresponden a productos de PCR y 5 a los blancos de reaccion. Debido a
la disponibilidad de la placa se efectud la validacion de 3 genes por placa, como se
muestra en la figura 4.

5.12.2 Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%
Se realizé un gel de agarosa para observar los productos de amplificacion de las
reacciones de validacion a una concentracion 1.5%, siguiendo el procedimiento
estipulado en partes anteriores, donde se prepararon 50 mL de gel utilizando
reactivo TAE 50X, el equipo empleado fue el mismo utilizado anteriormente.

5.12.3 Secuenciacion de Sanger

Como un tercer método que asegure la correcta amplificacion, se llevd a cabo una
secuenciacion de Sanger.

Para realizar la reaccion de secuenciacion y la identificacion de genes el producto de
PCR, se procedio ejecutar la purificacién con el kit de ExoSAP-IT ® ThermoFisher
Scientific, el cual contiene los siguientes reactivos: exonucleasa | y fosfatasa alcalina
de camaron (Pandalus borealis). Estos reactivos forman un buffer de reacciéon cuyo
proposito es llevar a cabo la remocion de oligonucledtidos e hidrélisis de
desoxirribonucledtidos trifosfato (ANTPs) remanentes de la PCR. La exonucleasa
realiza la degradacion de los residuos monocatenarios de los oligonucleétidos o de
cualquier otro DNA monocatenario, la fosfatasa se encarga de hidrolizar los dNTPs
sobrantes de la mezcla de PCR, esto para evitar posibles interferencias en
reacciones subsecuentes. Con el fin de llevar a cabo dicha reaccion los reactivos se
empled un volumen de 1 pl del reactivo ExoSAP-IT y fueron mezclados en un
microtubo para PCR con 2.5 ul del producto de PCR.
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Figura 4.

Esquema de distribucion de microplaca para validacion de reacciones por gPCR.
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Nota: Cada circulo representa un pocillo de la placa. 1) Para cada pocillo marcado como “Producto” se
considera que incluyen 6.25 yL de SYBR Green PCR Master Mix, 1.25 uL del oligonucleétido sentido,
1.25 pL del oligonucleodtido antisentido correspondiente a la misma fila en cuestién, 1.75 uL de H,0O
desionizada, y 2 uL de Producto de PCR con la dilucién correspondiente a la columna en cuestion. 1)
Para cada pocillo marcado como “Blanco” se poseen los mismos reactivos, en las mismas cantidades
a excepcion de 2uL de Producto de PCR que fueron reemplazados por la misma cantidad de H,O

desionizada. Todos los pocillos poseen un volumen total de 12.5 pL.
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Una vez que se tuvieron listos los tubos para la reaccion de purificacién, se procedio
a introducirlos en el termociclador previamente a las siguientes condiciones: 15 min
a 37°C, 15 min a 80°C y por ultimo una estabilizacion a 4°C. Como ya se menciond
previamente, el método empleado para la secuenciacion fue el de Sanger, este se
fundamenta en un método enzimatico, con un kit basado en BigDye® terminator
v.3.1 cycle sequencing de AppliedBiosystems, este contiene dNTPs marcados con
fluorescencia, los cuales se incorporan a la hebra creciente de DNA actuando como
terminadores generando fragmentos de DNA de diferentes longitudes marcados con
diferente color en el extremo 3’. La mezcla utilizada para la reaccién se muestra en
la tabla 4.

Una vez que se tuvieron todos los reactivos dentro del microtubo para PCR se
mezclaron en Vortex para posteriormente introducirlos al termociclador previamente
configurado con las siguientes condiciones de reaccion: 1 min a 96°C, seguido de 25
ciclos configurados a 96°C por 30 seg., 50°C por 15 seg., y 60°C por 3 min; la
tercera etapa consta de un ciclo de 3 min a 60°C, y termina con la estabilizacién de
la muestra a 4°C.

Tabla 4.
Mezcla de reaccion para secuenciacion de Sanger

Reactivo Volumen (pl)

Buffer de secuenciacion
Mezcla de dANTP’s
Oligonucleotido sentido [10 uM]

Producto de purificaciéon

NN

Agua libre de nucleasas

Como parte final de la reaccion y con el fin de purificar y separar los productos de la
reaccion, fue empleado el sistema limpieza con las columnas CENTRI-SEP TM de
LifeTechnologies TM, dicha columna tiene un disefio basado en la filtracion por gel
para la purificacion del ADN. Para utilizarla se agregd 1 ml de agua libre de
nucleasas, se dejo en reposo hasta que estuviera totalmente hidratada; a
continuacién se centrifugé a 2,800 rpm durante 2 min., con el fin de eliminar el
exceso de agua. En seguida se realiz6 la suspension de los productos de PCR en 10
Ml de agua libre de nucleasas, transfiriendo a la columna, posteriormente la columna
se somete a centrifugacion a las mismas condiciones (2,800 rpm por 2 min)
colocandola previamente sobre un microtubo de recoleccion con el propdsito de
obtener el producto de reaccion en este ultimo microtubo. Finalmente, la muestra se
seca utilizando una centrifuga al vacio Speed Vaccum de Thermofisher scientific.

Para llevar a cabo la inyeccion de la muestra al secuenciador se solicité el servicio al
Laboratorio de la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia de de la
Universidad Auténoma de México (UNAM) donde fueron procesados los productos
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de reaccion con el fin de obtener los electroferogramas correspondientes a cada
secuencia purificada. Finalmente el analisis bioinformatico se realizé a través de
BioEdit, utilizando a su vez la herramienta bioinformatica GenBank del NCBI, en la
cual se sometieron los alineamientos de las secuencias obtenidas para verificar el
gen estudiado.
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6. RESULTADOS

Para la obtencién de los siguientes resultados, es importante resaltar el uso de las
ratas Wistar longevas, de alrededor de 2 afios de edad. Dichos roedores una vez
que fueron sometidos a eutanasia por parte del departamento de posgrados de la
Escuela Superior de Medicina - IPN, se hizo su descripcién morfoldgica del tumor ,
ademas del peso de la rata y el tumor.

Hecho esto, una parte del tumor fue enviado a un patdlogo para su analisis y
descripcion histologica, esto para agrupar a las muestras de acuerdo al tipo de tejido
que presenta cada tumor. Las descripciones de los cuatro grupos de tumores
formados (carcinoma, fibrosarcoma, fibroadenoma y fibroquiste) se encuentran de
manera detallada en la tabla A1, asi como las imagenes de referencia histologica se
encuentran en la tabla A2; estas dos tablas se ubican en la seccion de anexos al
final de este trabajo.

6.1 Electroforesis de RNA

Con el objetivo de corroborar la integridad del RNA extraido, se realiz6 una
electroforesis en gel de agarosa al 0.5%. En la figura 5 se observan los resultados
obtenidos de este procedimiento, en el cual se emplearon las muestras extraidas sin
haber realizado dilucion alguna.

Figura 5.
Electroforesis en gel de agarosa al 0.56% de RNA. Correspondiente a la extraccion
de RNA.

Nota: En la imagen se observan 4 diferentes carriles resultado del RNA, correspondientes a cada una
de las muestras, en orden de izquierda a derecha se visualiza la muestra de carcinoma (1),
fibrosarcoma (2), fibrosis quistica (3), y fibroadenoma (4). En la imagen se puede observar la
presencia del RNA y su integridad, lo que nos ayuda a evaluar si la extraccion realizada fue correcta.
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6.2 Espectrofotometria de RNA

Para obtener datos sobre la pureza de nuestro material genético extraido, se decidid
realizar un espectrofotometria 260/280 nm, en EPOCH. Los resultados obtenidos
fueron favorables, reflejados en la tabla 5.

-Iz‘aszleactsr;)fotometria en EPOCH de RNA correspondiente a muestras extraidas.
Muestra Grupo Concentracién (ng/pl) Relacién 260/280
1 Fibrosarcoma 145.9 1.71

2 764.7 1.838

3 Carcinoma 733.1 1.859

4 776.1 1.852

5 _ 151.2 1.845

6 Fibroadenoma 3314 1 841

7 127 1.839

8 Fibroquistes 293 1.846

9 210.4 1.825

10 252.2 1.815

Como ya mencionamos y como se establece en la tabla anterior, cada una de las
muestras obtenidas registra datos favorables que nos permiten ocupar dicho
material genético para las siguientes etapas

6.3 Estandarizacién de oligonucledtidos

En este punto de la investigacién se obtuvieron graficas referentes a la analisis de
disociacion de los genes que fueron amplificados, para esto obtuvimos un curva las
cuales observan en las imagenes de la tabla 6.

Las graficas muestran una curva en donde el pico mas grande hace referencia a la
concentracion en la cual hay una mayor eficiencia de los oligonucleétidos; para cada
uno de los genes se muestra el ciclo en el cual se obtiene el producto deseado. Asi
mismo se observa el caso en el que los oligonucledtidos no son funcionales dado a
que generan dimeros o en los que no hay un producto de reaccidn, incluso se
observa como pueden generarse otros productos de reaccién en una baja cantidad
pero a una concentracion especifica, la cual es descartada.

En la tabla 7 se resumen los resultados obtenidos de la estandarizacion de los
oligonucledtidos, asi como el Ct en el cual se genera el producto de reaccién y la
temperatura a la que este se genera.
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Tabla 6.
Gréficas de Analisis de disociacion para estandarizacion de oligonucledtidos.

Grafica de estandarizacion de oligonucleotidos de Hk1.
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Grafica de estandarizacion de oligonucleétidos de Kcnal.

Grafica de estandarizacion de oligonucleétidos de Kcna3.
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Tabla 7.
Concentracion de oligonucledtidos en estandarizacion
Gen Forward Reverse Ct Temperatura
18s rRNA 0.5 3 24 81.4
Hk1 9 9 22 77.8
Hk2 9 9 22 76.9
Hk3 3 9 26 81.4
Kcna1 3 0.5 37 77
Kcna3 3 3 23 77

6.4 Amplificacion de fragmentos por gPCR

Se realizé la electroforesis de la qPCR realizada para la amplificacion de los
fragmentos dado que se necesitaba verificar que correspondiera a la amplitud de
pares de bases para la que se habian disefiado, los oligonucledtidos, dejando en
claro que el disefio realizado fue de 150 pb. Para dicha comprobacion se empleo el
marcador de tamafio molecular otorgado por el laboratorio que correspondia a 50
pb. En la siguiente figura 6 se muestra el resultado de la electroforesis realizada.

Figura 6.
Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Corresponde a la prueba de amplificacion de
los fragmentos con los oligonucledtidos disefiados para 150 pb.

aB || bM bB . e N gB gM

Nota. En el primer carril se muestra el marcador de tamafio molecular (MTM) con un tamafio de 50 bp,
el cual se ha resaltado con un recuadro blanco; dicho marcador en la tercera franja muestra un tamano
de 150 pb, lo cual se marca con una linea punteada para mejor percepcion. Por otra parte se muestra
el resultado de la amplificacion correspondiente a los oligonucledtidos empleados (M) y su blanco de
muestra (B) para comprobar que no se hayan generado dimeros de un tamafo importante o que se
pueda confundir con el producto verdadero. En el caso de las hexoquinasas se han agrupado de la
siguiente manera: Hk1 (a), Hk2 (b), Hk3 (c); para la subunidad ribosomal 18s rRNA (d); los canales
idnicos se distinguen como Kcna1l (e), Kcna3 (f). Se realizé una prueba del gen Her2 (g), sin embargo
debido a que el producto correspondia a mayor pares de bases a las que fue disefado se descarto.

6.5 Analisis de disociacion de genes amplificados

Correspondiente a los resultados obtenidos se registraron en la tabla A3 ubicado en
la seccidn de anexos, en la cual se encuentran los valores de Ct y el ACt de cada
gen segun el grupo; por otra parte el procedimiento seguido para el método de Livak
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se reporta en las tablas A4.1 y A4.2 ubicadas también en la seccidon de anexos. De
dichas tablas se obtuvieron porcentajes de acuerdo a su expresién en cada uno de
los grupos y se muestran en la tabla 8, al igual que se pasaron esos porcentajes a

las gréaficas 1-6 respecto al analisis de la expresion de cada uno de los genes y
grupos de tumores.

Tabla 8.
Porcentajes de expresion en las muestras
Muestra Hk1 Hk2 18sRNA Kcna1 Kcna3
Control 16,6464 17,8412 19,1482 14,9541 31,4098
Carcinoma 34,8792 15,8268 15,8268 17,6402 15,8268
Fibrosarcoma 26,0182 28,5902 11,9542 13,6369 19,8003
Fibroadenoma 10,3911 9,9265 9,0711 10,0094 60,6017
Fibroquiste 14,6294 17,1578 29,4623 22,8079 15,9424
Grafica 1. Grafica 2.
Expresion génica en porcentajes del Expresion génica en porcentajes del
grupo control. grupo de tumor carcinoma

Hxk1 Kv1.3
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Grafica 3. Grafica 4.

Expresion génica en porcentajes del
grupo de tumor fibrosarcoma

Expresion génica en porcentajes del
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Grafica 5.
Expresion génica en porcentajes del
grupo de tumor fibroquistes

Kv1.3 Hxk1
Hxk2
Kv1.1
_____ﬂ_w
Grafica 6.

Analisis de cada gen de acuerdo al grupo correspondiente al tipo de tumores.
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Posteriormente se realiz6 un analisis con respecto al grupo control, esto para
observar qué tan sobreexpresado se encuentra un gen de cierto grupo comparado
con la expresion en el grupo control, de esta misma forma se observa si hay una
menor expresion. Los resultados obtenidos se reflejan en las graficas 7-11, que
respaldan a las graficas previas. Al grupo control se muestra como el 100% de la
expresion de cada gen, mientras que en los demas grupos se aumenta o reduce el
porcentaje correspondiente a la expresion que presentd en el estudio realizado.
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Grafica 7.
Porcentaje de expresion del gen Hk1
en relacion con el grupo control

Grafica 8.
Porcentaje de expresion del gen Hk2
en relacion con el grupo control
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Grafica 9. Grafica 10.

Porcentaje de expresion del gen 18s
rRNA en relacion con el grupo control

Porcentaje de expresion del gen
Kcna1 en relacion con el grupo control
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Grafica 11.
Porcentaje de expresion del gen Kcna3
en relacion con el grupo control
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6.6 Validacion de reacciones de gPCR

Siguiendo el método de diluciones seriadas se obtuvieron los datos para realizar una
regresion lineal de acuerdo a los datos de los Ct de de cada una de las diluciones
realizadas y los ciclos en el termociclador. De primera instancia se obtuvo la grafica
12 que muestra el resultado de la amplificacién, la curva que se obtiene en el
programa del termociclador.

Grafica 12.
Representacion de amplificacion de las diluciones seriadas.
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Grafica 13.
Analisis de reproducibilidad por regresion lineal.
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Por otra parte para justificar dichos resultados y verificar que sean correctos, se
realizd una validacion por el método de diluciones seriadas, donde se obtuvo la
grafica 13, en la cual se observa claramente una linea de tendencia favorable,
ademas de que el cambio entre cada uno de los Ct obtenidos entre cada dilucion
varia entre 5 valores, lo cual corresponde al método empleado. Ademas de esto en
la tabla A5 se muestran los valores de A y B correspondientes a la regresion lineal.
El valor de b es de 18.7 que indica el punto de origen de la recta, y el valor de a que
corresponde a la variacién que pueden tener los valores es de 3.074 lo cual nos
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indica un muy buen valor dado que nuestra grafica es confiable y por tanto las
reacciones realizadas también. Esto indica que el proceso que estamos llevando a
cabo otorga resultados confiables y certeros sobre la amplificacion de los genes.

6.7 Secuenciacion de Sanger

Para verificar que los datos obtenidos sean de total confianza, se prosiguio a realizar
una secuenciacion mediante la reaccion de Sanger y los resultados obtenidos
reflejan la cantidad de nucledtidos y la secuencia de estos que se puede verificar en
una base de datos para corroborar que el amplicon generado corresponde al gen
que se esta empleando para la qPCR. Debido a la complejidad y costo de la
reaccion se ha decidido unicamente realizar los genes Hk1 y Hk3 como referencia,
los resultados se muestran en las tablas 9 y 10.

Tabla 9.
Resultados de secuenciacion del gen Hk1.

10 20 30 40
N NN N N N N ™ T NC N T G AN ACGC ANG A C C CAC DNGIN A

700, 400:

30 70
vA N N AT GTTCTOCT ¢ G G NT GT C GT A G TCTCA GACTTCAT NN NIN

80 ] 100 110 120
I''~w AG GT TCT G G6GT TCTTOCTCOGT G GT T CACC T GCACCTCOGCA GN

N N Y Y o

1o 120 130 140 150
GCACCCOGCA GN ATTC GAAAGGAAGACC C GCCG AG A C T G N T TT
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Tabla 10.
Resultados de secuenciacion del gen Hk3.

20 30 40
NN NN N N N N N T NC N T G AN ACGC ANG A C C CAC NGIN A

40 30 60 70 50
¥ A N N AT GTTCTOCT GG G NT GTC GT A G T CTCA GACTTCAT NN NIN
T
80 20 100 110 120

I'' " A6 GT T CT G GGT TCTTTCTOCGIT G GT T CACC T GCACTCTCGCA GGUN

110 120 130 140 150
GCACCCGCA GN ATT C GAAAGGAAGACC C GCC G AG A C T G N T TT




7. DISCUSION

El estudio y analisis de los tumores espontaneos en mama es una parte fundamental
para conocer el proceso y futuros tratamientos de los tumores, es crucial conocer la
forma en la que se desarrollan y funcionan este tipo de patologias dado que en la
actualidad son una de las afecciones mas comunes en la poblacién (Shepel &
Gould, 1999; Blackshear, 2001; Torre, et al, 2015). Hablando de la mama, los
tumores son una de las principales afecciones en las mujeres y mucho mas si se
habla de cancer de mama, para el cual se han dedicado afos para su conocimiento
y entendimiento (Torre, et al, 2015). El uso de ratas como modelo animal para
comprender a los tumores mamarios es de gran importancia a nivel de investigacion
debido a que permite experimentar y ver los posibles casos en los cuales se generan
o0 como actuan metabdlicamente este tipo de malformaciones (Bomhard & Rinke,
1994; Abbott, 2004).

En el presente estudio, se analizaron los niveles de expresion de los genes Hk1,
Hk2, Kcna1, Kcna3 y 18s rRNA, en cuatro tipos de tumores mamarios de ratas:
carcinoma, fibrosarcoma, fibroquistes y fibroadenoma. La investigacion se llevo a
cabo utilizando la técnica de gPCR y se recopilaron datos de expresidon génica de un
total de 10 muestras de tumores. A continuacion, se presenta un analisis detallado
de los resultados, enfocandose en las diferencias de expresion de los genes
hexoquinasas entre los distintos fenotipos tumorales y su posible relacién con la
agresividad tumoral.

De primera instancia una vez clasificados los tumores de acuerdo con su histologia,
se prosiguio a realizar la extraccion del material genético, en nuestro caso el RNA
debido que el objetivo es realizar una sintesis de cDNA. En la extraccion de RNA es
importante verificar mediante la electroforesis que se haya realizado de manera
correcta y que efectivamente se encuentre material genético de nuestro interés;
como se detalld en la figura 5; el carrii numero 4 contiene bandas de RNA
correspondientes al 18s y 28s rRNA, en el carril 2 se distingue una banda
correspondiente a 28s; por otra parte las bandas restantes tienen menor definicion,
esto debido a que el material genético puede tener contaminacion y requiere
purificacion. Sin embargo gracias a que ya se extrajo el RNA se procedio a realizar
una espectrofotometria de este en EPOCH, el cual a una relacion 260/280 nm de
longitud de onda permite conocer la concentracién en ng/ul y la pureza de nuestro
material genético.

Como se observa en la tabla 5, la concentracion mayor de RNA se localiza en el
grupo del carcinoma, mientras que los demas se encuentran en un rango de 130 a
280 ng/ul, lo cual es favorable ya que se busca llegar a una concentracién de 500
ng/ul en cada pool por grupo de tumores. Dichas concentraciones fueron adecuadas
para colocar la misma cantidad de muestra en cada grupo para evitar futuros errores
debido a la diferencia de concentracion.

Por otro lado tenemos la relacién de absorcién a 260/280 nm donde la mayoria de
las muestras van de 1.82 a 1.84 lo cual es bastante bueno debido a que esa relacion
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debe de encontrarse en un rango de 1.8 a 2 para descartar la presencia de proteinas
y unicamente contar con material genético de interés que es el RNA. Por su parte el
fibrosarcoma que contiene una muestra unicamente, tiene una relacion de 1.71 pero
debido a que unicamente se encuentra una muestra y no es tan baja esa relacion se
decidié continuar con el uso de esa muestra tal y como se encuentra. Ademas de
esto posterior a la electroforesis y espectrofotometria se realizé la purificacion de
RNA mediante DNAsas para obtener un material genético completamente puro y
listo para la sintesis de cDNA.

A su vez se realizd el disefio de los oligonucleétidos, de los cuales se recopilaron
todos los datos detalladamente en la base de datos GenBank del NCBI afadiendo
todas las posibles variantes dentro del disefio, esto para no aislar ningun tipo de
variante y que se generen oligonucledétidos exclusivos del gen. Una vez que se
tuvieron sintetizados y solubilizados los oligonucledtidos, se siguidé con la etapa de
estandarizacién en la cual se pretende comprobar que al contrario de la PCR punto
final, en una qPCR no es necesario tener las mismas cantidades equimolares de un
cebador sentido que uno antisentido, esto debido a que puede generar dimeros,
productos no deseados o saturacién de un cebador en una reaccion.

De dicha estandarizacion surgieron los resultados presentados en la tabla 7, donde
podemos observar que varian las concentraciones del oligonucleétido sentido y el
antisentido del mismo gen, como en el caso del gen 18s rRNA o Kcna1 donde la
concentracion es muy baja y aun asi la eficiencia de la reaccion no baja, a
comparacion del gen HKk2 que ocupa una concentracion de cebadores mas alta. La
estandarizacién ademas de ayudar a la eficiencia de reaccion en todos los sentidos,
nos permite tener menos interferencias a la hora de la lectura y una electroforesis
mas limpia hablando de menor cantidad de oligonucledtidos en la parte inferior de
este.

Continuando con el proceso de estandarizacion se puede observar en la tabla 6,
como la eficiencia de la reaccibn no depende de una concentracion mayor de
cebador, si no que en algunos casos varias concentraciones producen el amplicén
deseado pero la cantidad de material genético amplificado no da la sefial mas
adecuada, o hay casos que por el contrario no generan el producto que se requiere.
Como ejemplo de lo anterior tenemos la estandarizacion del gen Hk2 donde se
observa cOmo una concentracion de cebadores predomina entre las demas,
mostrando una mejor eficiencia de la reaccion. En el caso de Hk1 podemos observar
que todos los cebadores producen un producto de reaccién sin embargo gracias al
disefio de los oligonucledtidos podemos conocer la temperatura a la que estos se
generan, por lo que conocemos cual es el producto verdadero y de esta manera se
descartaron las otras posibilidades de amplificacién en las cuales no tenemos el
producto que necesitamos. En el caso del gen Kcna3 que posee solo dos opciones
de concentraciones de cebadores dado que las otras no producen un producto, en
ese caso se eligio la que presentd una mejor eficiencia; o por ultimo el caso del 18s
rRNA que tiene concentraciones que producen el amplicon que se necesita, sin
embargo, también generan interferencias que se reflejan en las lecturas del Ct por lo
que deben descartarse para el analisis de la expresion génica que se realizara
posteriormente.
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Para corroborar que efectivamente se amplifica el producto deseado se procedio a
realizar una electroforesis con un marcador de tamafo molecular de 50 pb, esto
debido a que los oligonucledtidos fueron disefiados para amplificar un fragmento de
150 pb, lo que indica que en la electroforesis se espera una banda en la tercera
franja con respecto al marcador. Los resultados se reflejan en la figura 6, en la cual
todos los amplicones corresponden a esto, a excepcidon del 18s rRNA, debido a que
este no fue disefiado bajo los mismos criterios que los demas y se desconocia la
cantidad de pares de bases a la cual fue disefiado, sin embargo con la
estandarizacion y la electroforesis se tiene una mayor informacién sobre el par de
oligonucledtidos y su amplicon para reacciones posteriores.

Una vez que se prepararon las muestras y los cebadores, se prosiguié con la
amplificacion de los genes mediante qPCR para la cual se obtuvieron los resultados
referentes a la expresion génica estipulados en la tabla A3. Los resultados fueron
evaluados de acuerdo al método de Livak, o sea el método 2°2°Y  cuyo
procedimiento se encuentra detallado en la seccion de anexos en las tablas A4.1 y
A4.2. El método consta en obtener el ACt de cada grupo estudiado, es decir la
media de todos los ensayos realizados, en este caso se optd por un total de 5
ensayos para cada una de las muestras, teniendo un total de 25 ensayos por gen
estudiado, posteriormente se restd el ACt correspondiente al gen enddgeno elegido
(Hk3), para asi eliminar cualquier error de lectura que pudiera haberse generado en
las reacciones efectuadas.

Para una mejor manipulacion los datos correspondientes a la expresion de cada uno
de los genes por grupo, se trataron mediante porcentajes que se encuentran en la
tabla 8, los cuales se trasladaron a graficas para un mejor entendimiento.

De primera instancia tenemos al grupo control en la grafica 1, que nos muestra la
referencia de la expresion de un tejido sin tumores, aunque en las graficas 7-11 se
observa una mejor comparacion entre el grupo control y los grupos de tumores.

Derivado de los experimentos realizados se obtuvieron 4 perfiles diferentes
caracteristicos de cada tipo de tumor estudiado. Los tumores malignos presentan
una sobreexpresion de enzimas glucoliticas, mientras que los tumores benignos
como el fibroadenoma vy el fibroquiste se caracterizan por tener una mayor expresion
de genes de canales de potasio. Lo anterior se puede observar en las graficas 2-5,
en las cuales analizando cada una a detalle se puede destacar lo siguiente:

I. Carcinoma: en la grafica 2 se observa un predominio del gen Hk1, seguido
por una expresion de menor cantidad del canal de potasio Kv1.1; por ultimo la
expresion de genes en este tumor concluye con la misma magnitud en los
genes Hk2, Kcna3 y 18s rRNA. Lo que sugiere que hay una mayor actividad
glucolitica y proliferacién celular.

II.  Fibrosarcoma: tratandose del tipo de tumor mas agresivo, predomina en
expresion de hexoquinasas, es decir tiene un mayor requerimiento
metabdlico, incluso mas que el carcinoma, presentando ligeramente una
mayor expresion de Hk2 a comparacion de Hk1. Posteriormente se tiene la
expresion de canales i6nicos encabezado por el Kcna3 y seguido del Kena1
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lo cual indica que también hay una proliferacion celular, y por ultimo una baja
expresion de 18s rRNA.

Fibroadenoma: un tumor de tipo benigno pero el mas frecuente es el reflejado
en la expresién de la grafica 4, predomina por mas del 60% gen Kcna3,
dominante en proliferacion celular en tejidos grasos, los demas genes se
encuentran relativamente iguales; referente a las hexoquinasas no se muestra
como un tumor de requerimiento glucolitico.

Fibroquiste: por ultimo se encuentra otro tumor benigno, en el cual sobresale
la expresion de 18s rRNA, en segundo lugar se encuentra el Kv1.1, seguido
de una actividad glucolitica expresada con el gen Hk2, y posteriormente el
gen Kcnag, y en ultimo lugar la hexoquinasa 1. Lo cual sugiere que después
de la expresion de proteinas hay una actividad de proliferacién celular que
corresponde a este tumor.

Ademas del analisis individual sobre el nivel de expresion de los genes en cada uno
de los tumores, se decidié observar mediante la grafica 6 cuales son los grupos que
predominan segun cada gen.

A.

Hk1: la expresion de este gen predomina en los tumores cancerigenos, esto
corresponde al analisis pasado de los genes, donde tanto como el
fiborosarcoma y el carcinoma son los principales tumores con actividad
glucolitica, sin embargo el carcinoma es el grupo de tumores en el cual
predomina la expresion de este gen.

Hk2: se observa una expresion semejante entre el grupo control, carcinoma y
los fibroquistes; sin embargo el grupo de tumor que presenta una mayor
expresion de este gen es el fibrosarcoma, tratandose del tumor mas agresivo
y este siendo de alto requerimiento metabdlico, ademas de esto se destaca
que el grupo de menor actividad corresponde al fibroadenoma, siendo un
tumor de tipo benigno.

18s rRNA: siendo un gen responsable de la sintesis proteica, es encabezado
por el tumor de tipo fibroquiste que presenta un tipo de tejido rico en
proteinas, posterior a esto se observa un descenso de la actividad con
referencia al grupo control en el resto de los tumores.

. Kcnal: es el gen de menor actividad comparado con el resto, sin embargo

presenta una expresion predominante en el fibroquiste, siendo este un tumor
con bastante proliferacion celular; por otra parte, en el resto de los tumores
hay otros genes que predominan o se distinguen en estos.

. Kcna3: con una expresion por encima del doble de la expresidon del grupo

control, se encuentra el tumor de tipo fiboroadenoma, es decir que es el grupo
mas distinguido en este gen, y el resto de los grupos tumorales tienen su
expresion por debajo del grupo control.

En este analisis detallado de cada una de las graficas obtenidas se destaca que las
hexoquinasas son fundamentales, ya que participan en el metabolismo glucolitico,
en un tejido normal podemos encontrar Hk1 debido al requerimiento energético
propio de la célula, mientras que Hk2 se refiere a tejidos lipidicos; en contraste una
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sobreexpresion de Hk1 como en el caso de un carcinoma no solo se deriva de un
requerimiento energético si no que se ha relacionado con resistencia a la apoptosis;
lo que se puede observar también en el grupo de fibrosarcoma donde ademas de
Hk1 se presenta sobreexpresion la Hk2 debido al extremo requerimiento de energia
en esa linea tumoral.

Los canales de potasio sobreexpresados son resultado de hiperproliferacion celular
en los tumores principalmente correspondientes a fibroadenomas y fibroquistes,
aunque este ultimo destaca por una sobreexpresion de la subunidad ribosomal 18s
rRNA dado a la elevada sintesis proteica que se distingue en este tipo de tumor.

Las graficas 7-11 representan la diferencia entre la expresion de los grupos de
tumores en referencia al grupo control. De primera instancia se observa que la Hk1
tiene mayor expresion en los grupos cancerigenos (carcinoma vy fibrosarcoma), tal y
como se espera debido a su requerimiento glucolitico, mismo que se ve reflejado en
la HKk2 la cual tiene un 30% de mayor expresion en el fibrosarcoma, corroborando lo
establecido en el efecto Warburg con respecto a que la Hk2 es la empleada en los
procesos cancerigenos. Hablando de los canales de potasio, se ve una mayor
expresion en los grupos de tumores benignos (fiboroadenoma y fibroquiste); en el
caso de la expresion de Kcna1 se ve mayormente expresado el fibroquiste, mientras
que el canal Kv1.3 es sobreexpresado en el fibroadenoma en casi 150% mas que el
grupo control. Por ultimo la expresion del 18s rRNA es mayor en todos los grupos de
tumores, pero incrementa en el grupo de fibroquiste, justo por la cantidad de
proteina que este llega a generar.

Diferentes estudios sobre el cancer de mama en modelos murinos han resaltado que
las hexoquinasas tienen un papel importante en tumores cancerigenos; en este caso
trabajando con carcinoma y otro tipo mas agresivo y menos frecuente como el
fibrosarcoma se ha comprobado este papel en la literatura, observando que
presentan una actividad glucolitica mayor las células de estos tipos de tumores dado
a su alta expresion de genes como Hk1 y Hk2 (Katabi, 1999; Tan & Miyamoto, 2015;
Li et al, 2022). Esto lo respalda Walburg que expresa que la glucdlisis de tipo
aerobica es un sello distintivo en células de tipo cancerigeno, esto reflejado en una
sobreexpresion de enzimas glucoliticas unido a una actividad mejorada de estas. La
hexoquinasa es la principal enzima en la via de glucdlisis aerdbica, debido a que
cataliza la fosforilacion de glucosa por adenosina trifosfato (ATP) a G6P, la mayoria
de las células tumorales producen cantidades sustanciales de energia a través de un
alto metabolismo glicolitico (Wu et al, 2020; Li et al, 2022). Entre ambas enzimas, la
Hk2 juega un papel importante no sélo en la glucdlisis sino también en la
supervivencia celular, por ende es razonable que una mayor expresion de este gen
se vea reflejado en una mayor resistencia y agresividad cancerigena como es el
caso del fibrosarcoma, mientras que una menor supervivencia celular puede ser
correspondida en la Hk1 como en el caso del carcinoma (Bhowmick et al, 2004;
Hanahan & Weinberg, 2011; Gandhi & Das, 2019).

Por otra parte, los canales iénicos de potasio (K+) contribuyen a la regulacién de la
proliferacion celular y la apoptosis, y también son involucrados en la generacién de
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tumores. La expresion baja en tumores cancerigenos se ha estudiado debido a su
funcién en la apoptosis celular, esto se ve reflejado en los resultados obtenidos en el
presente estudio, contrastando con los niveles de expresién observados en los
tumores benignos como el fibroadenoma y los fibroquistes, el primero de estos
presenta una alta expresion de canales ionicos, debido a que es el tumor mas
frecuente en modelos murinos y en humanos, contrastando con la expresion de un
fibroquiste que si tiene una alta expresion de canales de potasio, sin embargo, se
encabeza por la expresion de la unidad ribosomal 18s debido a su tipo de tejido
(Marxfeld et al, 2006; Brevet et al, 2008).

Un procedimiento adicional que se decidido realizar fue una reacciéon de
secuenciacion por el método de Sanger, esto debido a que se quiso verificar de
todas las maneras posibles que las reacciones efectuadas fueron de suma confianza
durante todo el proceso, es por ello que se obtuvieron las imagenes asentadas en la
tabla 9, las cuales muestran las graficas de la secuenciacion realizada,
posteriormente se analizaron las secuencias por la base de datos BLASTn del NCBI
y se comprobd que efectivamente corresponden a los genes de interés. Sobre todo
se enfoco este analisis en el gen endégeno dado que este regula todos los demas
resultados de Ct de los genes analizados.

Todo esto fue realizado para obtener reacciones con una relacién de calidad y
efectividad, en las cuales los resultados obtenidos se verificaban y analizadas
mediante los métodos necesarios para que de esta forma podamos dar fé de que lo
establecido en este trabajo es de suma confianza y verificado.
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8. CONCLUSIONES

El cancer de mama es un grave problema de salud global debido a su alta aparicion
e impacto en las mujeres. En este estudio se plante6 un perfil de expresion basado
en los genes Hkl, Hkll, Kcna1, Kcna3 y 18s rRNA , en referencia a la actividad
glucolitica, proliferacion celular y tipo de tejido que presentan diferentes tipos de
tumores mamarios cancerigenos y benignos. Gracias a la estandarizacién y disefio
de oligonucledétidos se pudieron amplificar las muestras mediante gPCR y hacerse
un analisis por método de Livak y obtener graficas que nos indican qué tipo de gen
aumenta la expresion segun el tejido tumoral que se esté analizando.

Se comprueba que la sobreexpresion de hexoquinasas se da en tejidos con
actividad cancerigena, mientras que la expresion de genes relacionados a canales
de potasio aumenta en tejidos con mayor proliferacion celular, como en tumores
benignos.
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11. ANEXOS

Tabla A1.

Descripcion de los tejidos analizados

hipertréfico

Grupo No.de | Observaciones Observaciones Porcentaje
Rata histolégicas macroscopicas del grupo
Metastasis en tejido Metastasis: poliquistico,
Fibrosarcoma 11 adiposo y colon de metastasis en ovario, 10
fibrosarcoma higado
Peso rata: 402 gr.
Carcinoma mamario Metéastasis quistica: quistes
de tipo adenoide en peritoneo, tejido mamario
5 quistico observable, zona necroética.
Peso rata: 346
Carci Carcinoma ductal 30
arcinoma 9 infiltrante poco Peso rata: 345
diferenciado, invasor
Carcinoma ductal
infiltrante
12 moderadamente Peso rata: 345
diferenciado, invasor
Equivalente a Tumor cartilaginoso,
6 fibroadenoma metéstasis que se extiende
mamario de tipo a higado, ovario y peritoneo.
Fibroadenoma periductal Peso rata: 338 20
Equivalente a Tumor cartilaginoso, quistes
fibroadenoma y cartilago, tumor en ovario
8 mamario de tipo con contenido caseoso.
periductal Peso rata: 423
2 Cambios fibroquisticos  Tumor de mama contenido
benignos caseoso
Peso rata: 317
4 Fibrosis estromal del Tumor cartilaginoso
parénquima mamario Peso rata: 330
Fibroquiste 40
Fibrosis estromal con  Tumor cartilaginoso, quistes
7 necrosis coagulativa y y cartilago
colicuativa del Peso rata: 423
parénquima mamario
10 Parénquima mamario
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Tabla A2.
Imagenes de referencia histologica por grupos de tumores
Fibroquiste 2
Fibroadenoma 6y8
Fibrosarcoma 1"
Carcinoma 5
Control 13
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Datos de amplificacion de genes

Tabla A3.
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Datos de analisis de expresion por método de Livak

Tabla A4.2.

60

31,42
3,074
18,718

1:100

33,21

29,88

Diluciones seriadas

25,07
Analisis de regresion lineal

Dilucion empleada

20,12
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Datos sobre regresion lineal para validacion

Tabla AS.




Tabla A6.

Comprobacion de secuenciacion en base de datos BLAST.

Gen Secuenciacion BLASTn
Distribution of the top 38 Blast Hits on 38 subject sequences
I | | Quen 1 | I
NNNNNNNNTNCNTGANACGCANGACC 1 a0 £ £l 120 150
GACNGNNANNATGTTCTCTGGGNTGT
Kcnat CGTAGTCTCAGACTTCATNNNNNAGGT
TCTGGTTCTTCTCGTGGTTCACCTGCA
CCCGCAGNATTCGAAAGGAAGACCCG
CCGAGACTGNTTTGGTGGGGGTGTG
GNN
Desarption Scienific Name S’ﬁ:fe ;fl gg::; vae Is::l Act.Len | pccession
- - - - -
Ratius norvegicus hexokinase 1 (Hk1), transcript variant 1,_mRMA Raftus norvegicus 145 145 63% 3e-30 90.29% 3915 MM 001383711.1
Ratius norvegicus hexokinase 1 (Hk1), transcript variant 2 mRMA Raftus norvegicus 145 145 63% 3e-30 90.29% 3648 MM 012734 2
PREDICTED: Rattus norvegicus hexokinase 1 (Hk1). transcript variant X4. mRMNA Rattus norvegicus 145 145 63% 3e-30 90.29% 3612 XM 0390954351
PREDICTED: Rattus norvegicus hexokinase 1 (Hk1). transcript varant X3_mRMA Rattus norvegicus 145 145 63% 3e-30  90.29% 3635 #M 039095434 1
PREDICTED: Rattus norvegicus hexokinase 1 (Hk1). transcript variant X1_mRMA Rattus norvegicus 145 145 63% 3e-30 90.29% 3692 M 039098432 1
Ratitus norvegicus cONA clong IMAGE 7105083, *=* WARMING: chimeric clong **= Rattus norvegicus 145 145 63% 3e-30 90.29% 5486 BC025902.1
Rattus norvegicus brain hexokinase mRMA, complete cds Rattus norvegicus 145 145 63% 3e-30  90.29% 3653 JO4526.1
PREDICTED: Rattus rattus hexokinase 1 (Hk1), mBMNA Rattus raftus 139 139 63% 1e-28  39.32% 3494
PREDICTED: Arvicanthis niloticus hexokinase 1 (Hk1), transcript variant X2, mRMA Arvicanthis nilot... 128 128 63% 3e-25  87.38% 3875 XM 034524609.1
PREDICTED: Arvicanthis niloticus hexokinase 1 (Hk1). transcript variant 1. mRHA Arvicanthis nilot... 128 128 63% Je-25  87.38% 4021 #M 034524608.1
NCNAGNNAGCTGGNAGNNGGANCGT
TGAGACACTCGTGTCGCGTTGACTCG Distribution of the top 8 Blast Hits on 8 subject sequences
TGTCGCTTGANNTCNCTTTNTANNAAA Query
Kcna3 GCTTCTTCAGGCTGGTGTCAGTGACA b @ i . i X0
GCTCGGAAGCTAGCCCCTCAGTGCAC
AGTCACCTTTTTGCAATCGGAGGATGG
GTCTGGGAAAGGGGCAGCGTTGGTC
ACTCGTGTCGCTTGAAAGGGCGAGTA
AAGGGGGG
Desctghn Ssendichane | Sl Sou Corer vaiwe | Wt | Lan | Acossn
- A4 - b - b4
Rattus norvegicus hexokinase 3 (Hk3), mRMA Rattus norvegicus 206 206 54%  2e-45 98.29% 3027 NM 0221792
Rattus norvegicus hexckinase fype Il mMRMNA complete cds Rattus norvegicus 206 206 54% 2e-48 98.29% 3692 UT3859.1
PREDICTED: Ratius norvegicus hexokinaze 3 (Hk3). transcript variant X2 mRMNA Rattus norvegicus 195 195 54%  Se-45 9658% 2926 XM 0390953731
PREDICTED: Rattus norvegicus hexokinase 3 (Hk3). transcript variant X1, mRNA Rattus norvegicus 195 195  54%  Se-45 96.58% 2910 XM 006253603.4
Ratius norvegicus hexokinase 3 (white cell). mRNA (cDNA clone MGC: 124544 IMAGE 7932574). comple. .. Ratius norvegicus 185 195 54%  5Se-45 96.58% 3055 BC100643.1
PREDICTED: Rattus rattus hexokinase 3 (Hk3), iranscript vanant X3,_mRMNA Rattus ratius 189 189 54%  2e-43 9373%
PREDICTED: Rattus rattus hexokinase 3 (Hk3). franscript variant X2, mRENA Rattus rattus 189 189 54% 2e-43 9573%
PREDICTED: Rattus rattus hexokinase 3 (Hk3), franscript variant X1. mRENA Rattus rattus 189 189 54% 2e-43 9573%
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