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'No hemos de asombrarnos de la extincion; si de algo hemos de asombrarnos, que
sea de nuestra propia presuncion al imaginar por un momento que comprendemos
las muchas y complejas circunstancias de que depende la existencia de cada

especie”.

Charles Darwin



DEDICATORIA Y PENSAMIENTOS

A mis queridos padres Esmeralda Ramirez Ruiz y Carlos Alvarado Hernandez, por
siempre darme un carifio esmeradamente paterno y amigo, todo cuanto
humanamente se han sacrificado por dar lo mejor de si. Los amo y los admiro con
veneracion religiosa.

A mis queridos hermanos Norma Elizabeth y Carlos, por apoyarme en todos los
buenos y malos momentos. Los amo cual carifio de sangre protege y se apoya.

A mi querida novia Claudia Rebeca Solis Casas, quien con su amor y la voluntad
de su razon me ha brindado lo bello de la vida, por alentarme en sublime y tierna
actitud a cada instante, y por su apoyo siempre constante para lograr lo
inalcanzable. La amo, cual nifio con su llanto arfiora al amor de una madre.

A mi tio Jorge Vera Barrera, quien con su perseverancia es mi ejemplo a sequir.

GRACIAS POR TODO



AGRADECIMIENTOS

A la FEZ Iztacala donde la trayectoria de mi carrera me dio y formd lo mas
importante en mi vida. jGracias Iztacala!

A mis dos grandes maestros y amigos el Dr. Diego Julio Arenas Aranda y el Dr.
Adan Valladares Salgado, sin quienes, hubiese sido imposible la realizacion de
este trabajo, jgracias! Por brindarme toda la confianza y su apoyo desinteresado,
cual digna labor de un verdadero profesor.

Con respeto y aprecio a mis maestros y sinodales, por su orientacion en el
manuscrito:

Dr. Sergio Vaca Pacheco

M. en C. Josefina Vazquez Medrano

M. en C. Ramdn Victor Moreno Torres

M. en C. Gabriel Camarena Gutiérrez

A varios investigadores y profesores que desempenaron también papeles
importantes en el conocimiento experimental, a quienes deseo expresar mi
gratitud por su amistad incondicional y por seguirme brindando mas conocimiento:
Dr. Rafael Martinez Gallegos

Dra. Selene Pérez Herrera

Dra. Marta Elena Hernandez Caballero

A mis amigos Rebeca Solis y Edith Venegas, Miguel Angel, Adridn Bautista, Otdn
Montes, Mario Sanchez (Zorro), mi cufiado Juan Garcia, mi cufiada Graciela
Balseca, Marisela Cruz, Norma Gonzalez, Veronica Correa, Daniel Chavez, Emilio
Soriano y el Sr. Efrén Antonio.

A mis profesores M. en C. Carmen Alvarez, Gloria Gardufio, Edith Gonzéles,

Alberto Arriaga, Jorge Padilla, José Antonio, Jonathan y Rafael de ecologia.



CONTENIDO

RESUMEN

I- INTRODUCCION
Il- ANTECEDENTES
2.1 GENERALIDADES DEL CANCER
DEFINICION
REPASO HISTORICO
EL PRINCIPIO: APRENDIENDO A CAMINAR
HISTORIA NO TAN RECIENTE: Los primeros pasos
HACIA EL PROTOTIPO DE LA TRANSFORMACION MALIGNA
FACTORES DE RIESGO
CARACTERISTICAS DE LA CELULA TUMORAL
2.2 HIBRIDACION Y GENETICA MOLECULAR
2.3 TECNOLOGIA Y CITOGENETICA MOLECULAR
HIBRIDACION GENOMICA COMPARATIVA
HIBRIDACION COMPARATIVA DE SECUENCIAS DE EXPRESION
MICROARREGLOS
APLICACION EN CANCER DE MAMA
ANATOMIA Y ETAPAS CLINICAS
Anatomia
FIGURA 3.1 Estructura normal de la glandula mamaria
Etapas clinicas
Etapa I
Etapa II
Etapa III
Etapa IV
CLASIFICACION MOLECULAR

PAG

O© O OV o0 0 N 9 O e e R bR R LWL W=

e e e T e e T
o O O o O O



IIL.- OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL
3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

IV.-. METODOS

4.1 CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA DE TEJIDO
4.2 LA UNIDAD DE MUESTRA
Esquema I Resumen general de la extraccion de DNA y cDNA
4.2.1 Aislamiento de RNA total de células tumorales y no afectadas
4.2.2  Obtencién de DNA de la muestra tumoral y no tumoral
4.3 ANALISIS CON HIBRIDACION COMPARATIVA DE SECUENCIAS
DE EXPRESION
Esquema II Proceso simplificado de la técnica de CESH y CGH
4.3.1 Marcaje de cDNA sonda. Método de corte y sintesis
4.3.2 Mezcla de las sondas
4.3.3  Co-hibridacién de las sondas en las metafases
4.3.4 Lavado de la laminilla
4.3.5 Visualizacién de la hibridacién
4.4 ANALISIS CON HIBRIDACION GENOMICA COMPARATIVA
4.5 ANALISIS CON MICROARREGLOS
Esquema III Diagrama general del proceso de microarreglos
4.5.1 Enriquecimiento de RNA poli A"y sintesis de la sonda
4.5.2  Purificacion de los cDNAs
4.5.3 Hibridacién de la sonda de cDNA

4.54 Procedimiento de revelado

V.- RESULTADOS

IMAGEN I. Micrografia de 1 metafase generada por CGH

TABLA 1. Numero de metafases seleccionadas

TABLA 2 Regiones sobreexpresadas evidenciadas por CESH

TABLA 3 Regiones con alteraciones cromosémicas obtenidos con CGH

TABLA 4 Expresion de algunos genes obtenidos por andlisis con microarreglos

11
11
11

12

12
12
12
13
14

15
15
15
16
16
16
16
17
17
17
18
18
18
19

20

20
21
22
23
25



FIGURA 1A. Comparacion de los perfiles de expresion y gendmico

FIGURA 1B. Analisis completo mediante CGH

FIGURA 2. Grafica relativa entre la posicién genémica y sus niveles de
expresion en base logaritmica2
FIGURA 3 Anélisis de los patrones de expresion generados por microarreglos
TABLA 5 Identificacién de Genes amplificados y sobreexpresados mediante
las tres técnicas utilizadas en este trabajo
FIGURA 4 Resultado de hibridacién de cDNA marcado con GP* de la Ciclina
A en la membrana de microarreglos
VL- DISCUSION
VIIL.- CONCLUSIONES
VIIL.- GLOSARIO
IX.- GLOSARIO DE TERMINOS
X.- BIBLIOGRAFIA
XI.- ANEXO I agrupamiento jerarquico
XIIL.- ANEXO II Esquema de la membrana de microarreglos con 1,176 genes,
utilizada en este trabajo
XIIL.- ANEXO III Perfil generado con el programa de computo
AtlasImage 2.0

26
27

28
29

30

30
31
36
37
39
41
50

51

52



RESUMEN

No es nueva la idea de una base molecular en la enfermedad. Los resultados que siguen
arrojando el proyecto genoma humano y el proyecto anatémico de la genética del céancer,
impulsan cada vez mds, muchas investigaciones en los procesos de regulacién
transcripcional de la informacidon genética en los organismos vivos, en procesos de
desarrollo y estados de enfermedad. En este trabajo se hace una breve sinopsis de la
problemadtica actual en la enfermedad neopldsica de mama esporddica y en general, su
pasado y futuro posible. Ademads, recopila y analiza la importancia de la micro-tecnologia,
y su impacto en la biologia y en la medicina moderna, como base para proveer las
herramientas necesarias en la prevencion, tratamiento y cura definitiva del enfermo.

Se compararon sistemdticamente 3 metodologias citogenético-moleculares como son los
microarreglos, CGH y CESH, en la caracterizaciéon de un tumor mamario no hereditario.
Cada una revel6 patrones genéticos especificos de datos moleculares ya descritos en varios
estudios, como cambios estructurales que afectan la conducta de protooncogenes y genes
supresores de tumor, factores de crecimiento, reguladores del ciclo celular, etc., (SFN,
BRCD2, p57, Ciclina A, BRCA2, ERBB2, jun D, etc.) localizados en regiones
cromosémicas de 1p*, 1q7, 1p’, 3p™, 49", 9q", 11p, 13q", 16p’, 17q" y 19p" . Estos resultados
sugieren un panorama diverso de la célula cancerosa, por lo que también, se precisa la
necesidad de una  interaccién integral, no solo entre estas tres metodologias.
Concluyéndose que se obtienen mas amplios resultados al complementarse, donde cada una
de las técnicas logra detectar lo que alguna de ellas por algiin mecanismo diferente y por su

limite de resolucién no puede.



“...tan cierto siento y veo que vivo aunque no sepa nunca qué es la
fuerza vital. Es una energia congénita, organica, genética; es el origen
de mis fuerzas naturales, el genio interno de mi existencia.”

Johann Gottfried Herder

1. INTRODUCCION

A pesar del gran contenido secuencial emanado por el Proyecto Genoma Humano, entre
ellos el propio Genoma Humano consumado a mediados de junio del 2000; no son sino, los
atributos de las complejas interrelaciones e interacciones de la organizacion del genoma y
el transcriptoma, el propdsito elemental en la vision moderna de la Biologia (Velesculescu
V., et al., 1998; Venter C., et al., 2001; Iseli C., et al., 2002; Su A., et al., 2002). En este
sentido, una gran cantidad de proyectos experimentales examinan cuidadosamente la
versatilidad espacio-temporal en los patrones de expresion del transcrito, en células, tipos
de tejido, procesos metabdlicos y cursos de enfermedad; en esta drea, avances respetables
en la investigacion clinica del céncer son ya perceptibles (Whitney A., et al., 2003).

En materia de salud, se observa una problemdtica ascendente de esta enfermedad a nivel
mundial (Romero R., et al., 1997; Gariglio P., et al., 2000), s6lo en México por ejemplo, el
cancer de mama es la segunda causa de fallecimientos en el sexo femenino,
correspondiendo a un 6% aproximadamente del cdncer en general (Lopez O., et al., 1997).
El Instituto Nacional de Salud Publica menciona que en 1998 se registré un promedio de 9
defunciones diarias en mujeres mayores de 25 afios de edad (Boletin Practica Medica
Efectiva, 2001).

Dado que estas consecuencias de indole variada y dolosa en nuestra poblacién solicitan
procedimientos de diagnoéstico y tratamiento mds sistematizados, en este sentido radica la
importancia de una clasificacion caracterizada con base en un marco molecular,
particularmente por que esta clase de trastornos comprenden atributos especiales; entre
ellos, su variedad celular unida a una complicada “heterogeneidad genética y molecular”
que dificulta en cierta medida el prondstico y terapias clinicos, y como el grado de
resolucién alcanzado en la biologia del ciancer de mama atn es escaso, en los ultimos
tiempos el incipiente desarrollo de la nanotecnologia y la tremenda variedad aplicativa de
metodologias y sistemas analiticos de “monitoreo molecular” permitirdn resolver esta serie
de inconvenientes, incluidos los de orden econdmico (Bertucci F., et al., 2000; Sorlie T., et

al., 2001; Nadeau H., et al., 2001; Iwao K., et al., 2002; Dorris D., et al., 2002; Zhang H.,



et al., 2003; Hedenfalk L., et al., 2003). Para ello, en nuestro pais, dos instituciones
dedicadas a la investigacion en el D. F., como son: la UNAM y el C.M.N. siglo XXI,
realizan independientemente algunos proyectos de alto nivel iniciados en el 2000,
obteniendo resultados muy prometedores. Y tomando como punto de partida la finalizacién
del primer ciclo del Proyecto genoma humano y el surgimiento del ambicioso Proyecto de
la Anatomia Genémica del Cancer (CGAP) (Nadeau H., et al., 2001; Strausberg R., et al.,
2001), nuestro interés principalmente radica en la estandardizaciéon de tecnologias
emergentes como Microarreglos, Hibridaciéon Gendémica Comparativa (CGH) (Resor L., et
al., 2001; Yang H., et al., 2003) y la recientemente elaborada Hibridaciéon Comparativa de
Secuencias de Expresion (CESH) (Yong-J., et al.,2001), cabe puntualizar no sin razén, de
la naturaleza y la 16gica de parte de estos disefios experimentales que dia con dia se afinan
y mejoran, a decir, el CGH es una técnica citogenética molecular que sirve para identificar
ganancias o pérdidas a nivel cromosémico en todo el genoma (Kallioniemi A., ef al.,1992;
Lichter P., et al.,2000), el CESH es un procedimiento Citogenético que registra los patrones
especificos de expresion en regiones cromosOmicas del genoma (Yong-J., et al.,2001), y
por ultimo el andlisis por Microarreglos que permite identificar directamente Genes o
grupos de genes relacionados por perfiles de baja o alta expresion con funciones y
caracteristicas conocidas, proporcionando informacion acerca del estado celular (DeRisi J.,

etal., 1997).



I1. ANTECEDENTES

Con el advenimiento de “la tecnologia del DNA recombinante” se ha facilitado
enormemente el entendimiento en la biologia molecular celular (Alberts B., et al., 1994;
Arenas D., 1996), y gracias a su perfeccionamiento, la naturaleza de las bases moleculares
en los padecimientos oncolégicos no son mds un misterio (Weinberg R., 1996).
“Numerosos grupos de investigacion estdn desarrollando nuevas metodologias que
permitiran no solo diagnosticar y clasificar con mds detalle el fenotipo canceroso, también
corregir estas clases de desordenes por terapia génica” (Arenas D.,1996; Baltimore D., et
al., 2000; Zhang H., et al., 2003)

La descripcién de la organizacién del genoma y de la arquitectura nuclear relacionada con
las etapas de desarrollo y enfermedad en una proporcidén global son un reto cientifico
profundo, que demandan un abordaje multidisciplinario de biélogos del genoma, biofisicos,
bioquimicos, genetistas, etc., y también los enfoques por las disciplinas de biologia,
bioinformatica, quimica, fisica, ciencia de los materiales y nanosciencia. No obstante,
nuestro conocimiento en la funcién de la secuencia gendémica aun permanece limitado

(O’Brien T., et al., 2003)

2.1 GENERALIDADES DEL CANCER

DEFINICION

Con el descubrimiento de los protooncogenes y oncogenes como ‘¢ -myc, neu, cD1-E, ras”
etc., genes supresores de tumor o antioncogenes como ‘Rb, p53, FHIT, BRCA1 -2” etc. y
de los genes del sistema de reparaciéon del DNA, fue viable entender los mecanismos
moleculares de la transformacién neoplasica (Baltimore D., et al., 2000; Iwao K., et al.,
2002). Desde esta perspectiva, el cancer es un padecimiento intimamente asociado a una
serie de alteraciones en el programa genético, que controla la expresion y funcién de genes
claves en la divisién y diferenciacion celular, apoptosis, sistemas de reparacion del DNA,
angiogénesis, entre otros. (Debuire B., 1991; Yong-Jie L., et al., 2001)

Existen cerca de 200 formas distintas de céncer, de acuerdo al tipo celular.( Baltimore D.,
et al., 2000). Mitelman desde 1998 tiene publicado un catalogo de aberraciones

cromosomicas en mds de 46,000 neoplasias (Holland J., et al., 2000).



En términos médicos el cancer se denomina como blastoma, tumor o neoplasia.
Delimitandose al tumor, como toda masa de tejido de neoformacidn, auténoma, de
desarrollo ilimitado y anarquico, a consecuencia de una actividad anormal de sus células
que lo constituyen, en pocas palabras; se le puede definir como una enfermedad en donde
una linea celular crece y se multiplica descontroladamente sin responder a sefiales de
regulacidn, capaz de expandirse indefinidamente. (Solomon E., et al., 1991; Baltimore D.,

et al., 2000; Holland J., et al., 2000)

REPASO HISTORICO
EL PRINCIPIO: aprendiendo a caminar

Aunque el conocimiento de la enfermedad procede desde la antigua Grecia. Es hasta la

revolucion industrial donde se reportan casos de tumores en el érgano nasal de trabajadores
en chimeneas, relacionados con el primer carcinégeno ambiental descubierto.( Karp G.,
2001)

En 1886, Broca supuso una anomalia heredada en el interior del tejido alterado de una
familia afectada con cdncer de mama, ademads de otras explicaciones vertidas... (Holland J.,
et al., 2000; Fearon E., 2000). De las primeras evidencias de virus tumorales vienen de las
investigaciones efectuadas en pollos por Peyton Rous en 1910 (Bishop M., 1982), pero el
citélogo aleman Theodor Bovery en 1914, concluye en base a sus observaciones —que las
c€lulas malignas manifiestan cromosomas anormales y que cualquier suceso enlazado por
tal aberracion podria causar cincer—(Cavenee W., et al., 1995).

HISTORIA NO TAN RECIENTE: los primeros pasos

La primera evidencia experimental de los andlisis citogenéticos del cancer fue descrita por
Nowell y Hungeford, y nombrada ‘cromosoma Filadelfia” en 1960. (Fearon E., 2000;
Guizar-Vazquez, 2001)

Como fue formulado al final de la década de 1960°s por Robert Huebner y George Todaro;
-los ‘oncogenes” retrovirales son una parte de la dotacién genética de todas las células, y
que podrian ser inofensivos ya que permanecen inactivos hasta que son estimulados—. Y
comprobado por Michael Bishop y Harold Varmus en 1977. Un hallazgo inesperado entre
la estrecha relacion de un oncogen viral v-src. y un protooncogen celular de pollo y otras

especies c-src. (Bishop., 1982; Baltimore D., et al., 2000)



HACIA EL PROTOTIPO DE LA TRANSFORMACION MALIGNA

Por 1947 Isaac Berenblum anuncia la demostracion de la tumorigénesis en dos fases: el
inicio, donde un agente ambiental muta un gen, y la promocion, intervienen agentes
inductores que promueven cambios neopldsicos. (Shirley O., 1999; Karp G., 2001)

En el decenio de los 1950’s Leslie Foulds propone un modelo de progresion tumoral, y por
la misma época Hermann Muller propone que —el cdncer se origina ‘cuando una célula
recibe multiples mutaciones”—, el primer modelo mds tarde lo amplia en los 1970’s
Nowell P., conocida como la ‘hipétesis de seleccion clonal” en este modelo explica —una
célula experimenta una mutacion y sus descendientes experimentan otra mds acrecentando
su habilidad para escapar del control normal, y sus repetidas ocasiones para generar

metastasis—(Cavenee W., et al., 1995; Loeb L., et al., 2003; Iwasa Y., et al., 2004).

FACTORES DE RIESGO

La mayoria de los canceres aparecen en forma esporddica durante la vida de una persona,
afortunadamente solo una minima proporcién corresponde a factores hereditarios. (Gariglio
P. et al., 2000)

Hoy dia se sabe que el ambiente y el estilo de vida predisponen un grado de riesgo. A estas
unidades que inician la mayoria de los canceres se les denomina genéricamente
‘tarcinégenos ambientales”, agrupandose en:

--fisicos: radiaciones ionizantes, espectro UV, etc.

--quimicos: arsénico, asbestos, benceno, formaldehido, hollin, etc

--bioldgicos: virus (papilloma-virus 16 y 18), bacterias (Helicobacter pylory),etc.

Los hébitos dietéticos negativos: como el consumo elevado de grasas, etc... Se le ha
asociado mas como una patologia de la gente de edad avanzada. (Trichopoulos D., et al.,

1996; Maafs E., 1993)

CARACTERISTICAS DE LA CELULA TUMORAL

La transformacion neopldsica comprende, forma y tamafio variable de las células
(pleomorfismo), una diferenciacion pobre, capacidad de proliferaciéon continua en presencia
de senales inhibitorias de crecimiento, modificaciones estructurales membranales; aumento

de receptores de superficie y proteasas, disminucion de uniones intercelulares, elementos



citoesqueléticos disminuidos, etc., forma y tamafo variable del nidcleo (polimorfismo);
aneuploidias y organizaciones cromosOmicas anormales, etc.. (Shirley O., 1999; Baltimore

D., et al., 2000)

2.2 HIBRIDACION Y GENETICA MOLECULAR

En los 60’s se descubren los fendmenos de renaturalizacion e hibridacion de los 4cidos
nucleicos. El primer estudio experimental sobre la capacidad de ‘teasociacién de las
moléculas de DNA monocatenario en moléculas estables bicatenarias” fue presentado por
Julius Marmur y colaboradores. Esta perspectiva hizo posible el nacimiento de un conjunto
de procedimientos conocidos como ‘hibridacion del acido nucleico” que permit ieron
definir con gran detalle ‘1a naturaleza y funciones del material genético”. (Karp G., 2001)
No obstante no fue sino hasta casi nueve afios de esta observacién fundamental que Mary
Pardue y Joseph Gall; con sondas de DNA satélite marcadas radiactivamente e incubadas
en una preparacion de cromosomas metafdsicos y reveladas por autorradiografia,
elaboraron la ‘hibridacién in situ”. (Karp G., 2001; Guizar -Vazquez, 2001)

Para 1970, causé sorpresa el descubrimiento de ‘las bandas cromosémicas en humanos”
por Caspersson; dando auge a los ‘métodos de bandeo”, y su impacto en el drea
citogenética. El genoma humano posee una elevada organizacion estructural, repartida en
una serie de 46 cromosomas. Cada uno de los cuales exhibe en células en metafase
patrones de bandas transversales caracteristicos, como resultado especifico de la
metodologia de tincién usada, la mejor distinguida hasta ahora; la de Tripsina, revela
concretamente segmentos cromosOmicos claro-oscuros ‘bandas G” o ‘bandeo GTG”,
proporcionando criterios complementarios de clasificacion, identificacion, corroboracion,
localizacién y mapeo, etc. de genes en la longitud del cromosoma, y alteraciones

vinculados en estos. (Guizar-Véazquez, 2001)

2.3 TECNOLOGIA Y CITOGENETICA MOLECULAR

Desde la década pasada, los perfeccionamientos en las tecnologias como las de
microarreglos y las de andlisis de cromosomas en metafase; hechos con el proposito: de
superar los limites de sus propios precursores y para concretar regiones significativas de
virtualmente muchos tipos de tumor que reflejan una enorme complejidad de la alteracion

de sus funciones genéticas (Gershon D., ef al., 2000; Gray J., et al., 2000; Plass C., 2002).



Permitirdn una base mecénica exacta para subclasificar la enfermedad y poder predecir el
curso de su historia natural, ademas proporcionard nuevas metas de diagnostico precoz, y la
creacion de tratamientos mds especificos sustentados por su fisiopatologia (Bertucci F., et
al., 2000; Garnis C., et al., 2004).

Los sensores de DNA muiltiples, denominados ‘chips” de DNA, cDNA vy arreglos de
oligonucledtidos, chips de matrices de CGH son una realidad (Steel A., et al., 2000; Lichter
P., et al., 2000; Garnis C., et al., 2004).

HIBRIDA CION GENOMICA COMPARATIVA

Los métodos de hibridacion in situ con fluorescencia (FISH) en su mayoria no pueden

interpretar los complejos cariotipos de los tumores sdlidos, y para superar estos
inconvenientes la Hibridacion Genémica Comparativa (CGH) fue introducida.(Gray J., et
al., 2000)

En un estudio publicado por Kallioniemi y colaboradores se disefié un nuevo método
Citogenético denominado Hibridacion Gendmica Comparativa (CGH) capaz de detectar
alteraciones cromosOmicas como amplificaciones y pérdidas. Consistente en hibridar
simultdneamente DNA de referencia tumoral y no tumoral marcados con fluoréforos en
rojo o verde en laminillas de metafase, y revelandose a través de un programa
computacional. (Kallioniemi A., et al., 1992)

Conforme a ello, y a pesar de su gran utilidad como herramienta indispensable, tiene la
limitante de una resolucién de 10-20 Mb lo cual no provee una informacién cuantitativa
acerca de la dosis de un gen, una vez que las regiones susceptibles o anomalas se hallan
definidas en rangos aproximados de 1 Mb (Kallioniemi A., et al., 1992; Gray J., et al.,
2000)

HIBRIDA CION COMPARATIVA DE SECUENCIAS DE EXPRESION

Este conjunto de evidencias experimentales abrieron una nueva linea de investigacion

conocida como Hibridacién Comparativa de Secuencias de Expresion (CESH), que utiliza
los mismos principios del CGH, solo que las sondas a hibridar corresponden a RNAm

procesado a cDNA. (Yong-Jie L., et al., 2001)



MICROARREGLOS

De introduccién relativamente reciente y con el desarrollo de las técnicas moleculares se

origin6 un sistema para estudiar el genoma humano, denominado Microarreglos. Su
concepto bdsico, es un soporte s6lido (membranas de nylon o cristal) revestido con una
fina capa de cDNA, oligonucleétidos o fragmentos gendmicos que actian como moléculas

detectoras. (Holloway J., et al., 2002)

APLICACION EN CANCER DE MAMA

La profundizacién en el conocimiento de ‘la transformacién oncogénica”, que opera

cuando las versiones normales ‘protooncogenes, genes supresores de tumores, y los genes
de reparacion del DNA” sufren cambios moleculares ha sid o avalada por una gran cantidad
de trabajos cientificos. (Yong-Jie L., et al., 2001; Gariglio P., 2000). En el cdncer de mama
dan cuenta de ello (Cornelisse C.J., et al., 1992), mutaciones puntuales o inversiones en
genes BRCA1-2, p53, y ATM, etc. para los casos hereditarios, (Futreal PA., et al. 1994;
Collins N., et al.,1995; Birch JM, et al. 1994; Vorechovsky 1, et al.,1996) amplificaciones
en protooncogenes como c-myc y erbb2, rearreglos estructurales en varios cromosomas,
pérdida de regiones cromosOmicas o cromosomas completos, 17 y 19, etc. (Dutrillaux B., et
al., 1990; Thompson AM, et al., 1993; Pandis N., et al., 1995) Diversos estudios
realizados en esta neoplasia no han sido concluyentes debido a la diferencia de criterios
relacionados con las caracteristicas de la poblacion analizada. No obstante varios
fragmentos de los cromosomas 1, 3, 11, 13, 16, 17 y 22 proporcionan datos con valor de
prondstico. (Isola J., et al., 1995; Bieche 1, et al., 1995; Allione F., et al., 1998)

Para 1994 fueron utilizadas técnicas citogenético-moleculares en esta patologia, en
particular la de Hibridaciéon in situ fluorescente (FISH) y la Hibridaciéon Gendémica
Comparativa (CGH), con las cuales se pudo apreciar la existencia de aberraciones como
amplificaciones, pérdidas, etc., e indicar la presencia de genes potencialmente involucrados
en el progreso de esta neoplasia. Las derivaciones obtenidas sugieren que las regiones
13931, 17922-q24 y 20q13 pueden comprender genes involucrados en la generacién del
tumor. (Kallioniemi A., et al., 1994; Muleris M., et al., 1994)



Metodologias como los microarreglos son interesantes por que permiten comparar cuales
genes estdn sobrexpresados o poco expresados en el tumor respecto a su contraparte no
tumoral, (htpp://www.biomednet.com/hmsbeagle.) los ensayos de 4cidos nucleicos
explotan los resultados obtenidos del proyecto Genoma Humano, que ha generado
secuencias parciales de miles de genes humanos (Aaronson J., et al., 1996),
fundamentalmente consisten en hibridar poblaciones de cDNAs, obtenidos de lineas
celulares o tumores, a membranas de nylon o vidrio con secuencias de diversos genes, en
algunos casos mds de 15,000 genes diferentes. Permitiendo examinar paralelamente la
expresion de multiples genes. (Atlas cDNA expression arrays user manual. Clontech.;
Supplement to Nat Genet 1999; Brooks bank., htpp://www.biomednet.com/hmsbeagle.).
ANATOMIA Y ETAPAS CLINICAS

Anatomia:

Conducto terminal

e Lobulos
Conducto lactifero : 1 %
e ‘ .-.' iy

Tejido conectiva rico
en capilares

Lobulillos

FIGURA 3.1 Estructura normal de la glindula mamaria. Diagrama
anatémico de la mama en plano sagital.

Las glandulas mamarias son gldndulas tubuloalveolares compuestas, formadas de 15 a 20
16bulos aproximadamente. Tejido conectivo separa los 16bulos y cada 16bulo se subdivide
en multiples lobulillos que desembocan en conductos que se van ramificando (figura 3.1).

(Coleman W, et al., 2002)



Etapas clinicas:

Esta patologia suele clasificarse en base al sistema TNM (T define la masa tumoral, N la
afectacion de los ganglios linfaticos y M la presencia de metdstasis) del “American Joint
Committee on Cancer”, que permite definir un cuadro de prondstico y tratamiento clinico
etapa por etapa:

Etapa 0: inicio de una lesién maligna intraductal o lobulillar, multicentrico sin adenopatias
ni metastasis.

Etapa I: de 0.5-2.0cm. sin adenopatias ni metdstasis.

Etapa II: dividido en estadio A y B, de 2.1-5.0cm. con o sin adenopatia axilar mévil.
Etapa III: dividido en estadio A y B, es heterogéneo y amplio, sin metéstasis o
inflamatorio.

Etapa IV: de cualquier tamafio y con metéstasis a distancia, con o sin adenopatias.

(Romero R., et al., 1997; Braunwald E., et al., 2002)

CLASIFICACION Y ANALISIS MOLECULAR
Kallioniemi O. ha sefalado las ventajas de la integracion de las tecnologias del biochip en
la exploraciéon molecular oncolégica. (Mihich E., ef al., 2002) También se ha mencionado
que los perfiles de expresion genética proporcionan mds informacién para una
subclasificasién en la identificacién histopatolégica en linfomas, leucemia, y canceres de
mama y pulmoén. (Zhang H., et al., 2003; Garnis C., et al., 2004)
Pero, todavia falta mucho por comprender, la relaciéon de progresion fenotipica con sus

eventos genotipicos. (Roylance R., et al., 1999)

10



111. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar a nivel cromosémico alteraciones estructurales y patrones de expresion génica

entre células de mama con y sin neoplasia.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Identificar alteraciones estructurales y de expresion en células tumorales de mama
mediante hibridacién gendémica comparativa y la hibridacion de secuencias de expresion
comparada.

e Determinar e identificar los posibles genes responsables en un tumor mamario
esporddico y su estado de expresion, tales como oncogenes, genes supresores, factores de
transcripcion, reguladores del ciclo celular, etc. mediante el sistema de microarreglos .

® Analizar y comparar la reciprocidad entre los datos de las tres técnicas como reflejo de

su genoma.

11



IV. METODOS

4.1 CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA DE TEJIDO

A).- tejido mamario fresco tumoral y tejido mamario no afectado obtenidos, en el
Hospital de Oncologia del Centro Medico Nacional Siglo XXI

B).- el traslado de la muestra se efectud en un contenedor con nitrégeno liquido

C).- muestras de 400mg-1000mg se almacenaron en un ultra congelador a —70 grados
centigrados hasta su uso.

D).- un fragmento del tejido se fij6 en formol, para la estadificacion TNM por el
Departamento de Anatomia Patolégica del Hospital de Oncologia, utilizando los
criterios del Comité Americano en Cancer (Cotran R., et al. 1994).

4.2 LA UNIDAD DE MUESTRA:
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ESQUEMA I Resumen general de la extraccion de DNA y RNA total. E1 RNA total se obtuvo mediante el
uso de (RNA Isolator, Genosys Biotechnologies Inc.) y aplicindosele el tratamiento libre de DNasa (Atlas
Pure Total RNA Labeling Sistem User Manual, Clontech Inc.). Se cuantificé por espectrofotometria y se
verifico su integridad con electroforesis en gel de agarosa al 1%. A partir del RNA total, se sintetiz6 cDNA
con el (cDNA Cycle Kit Versiéon D Invitrogen, life technologies). En la obtencion de la fase acuosa antes de
adicionar el isopropanol en la parte de la precipitacion para el RNA se extrajo la interfase acuosa aislandose el
DNA mediante el protocolo establecido de (RNA Isolator, enosys Biotechnologies Inc.). Se cuantificé por
espectrofotometria y se verific6 su integridad con electroforesis en gel de agarosa al 1%.
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4.2.1 Aislamiento de RNA total de células tumorales y no afectadas

El RNA total se obtuvo mediante el uso de (RNA Isolator, Genosys Biotechnologies) todo
el proceso se realizé a 4°C. 540 mg de tejido y 5 ml de RNA Isolator se licuaron con el
homogenizador de tejidos e incubaron a temperatura ambiente 5 minutos. Se afiadieron
10ml de cloroformo mezclando bien por 15 segundos e incubd a temperatura ambiente 15
minutos. Se centrifugd a 11,000rpm, 20 minutos a 4°C y se guardé la interfase, a la fase
acuosa se anadieron 2.5 ml de isopropanol e incub6 a temperatura ambiente 10 minutos. Se
centrifugd a 11,000rpm, 15 minutos a 4°C. Se lavé la pastilla varios tiempos con 5 ml de
etanol-DEPC al 75% y se centrifugo a 8,000 rpm, 5 minutos a 4°C. Se removié el
sobrenadante, se secé durante 10 minutos, y se resuspendi6 la pastilla en 500 pL de agua-
DEPC. Se cuantificé por espectrofotometria a una longitud de onda en 260nm y 280nm y
se verificé su integridad con electroforesis en gel de agarosa al 1%. Se guard6 a -70°C hasta
aplicar el tratamiento libre de DNAsa (Atlas Pure Total RNA Labeling Sistem User
Manual, Clontech Inc.). En un tubo ependorf de 1.5 ml se mezclaron 500 ul de RNA total
(Img/ml), 100 ul de buffer DNAsa I 10X, 50 ul de DNAsa I (1 U/ul )y 350 ul de agua
desionizada para un volumen total de 1 ml, y se incub6 a 37°C por 30 minutos y se detuvo
la reaccién con 100 pl de la mezcla de terminacién 10X. Se adicionaron 500 ul de fenol
saturado, 300 pl de cloroformo y se centrifugé a 14,000 rpm a 4 °C por 10 minutos. Se
afiadieron 550 ul de cloroformo a la fase acuosa y se repitié la centrifugacién. Se obtuvo la
fase superior y se le adicioné 1/10 de volumen de acetato de sodio 2M y, 2.54 volimenes
de etanol al 95% y se incub6 a 0 °C por 10 minutos. Se centrifugé a 14,000 rpm a 4 °C por
15 minutos y se lavé la pastilla con 500 pl de etanol al 80% y se resuspendié la pastilla en
250 ul de agua libre de RNAsa.

Sintesis de cDNA: A partir del RNA total, se sintetiz6 cDNA con el (cDNA Cycle Kit
Version D Invitrogen, life technologies). Se usé entre 5-40 ul 6 0.05-5 pug de RNA total a
un volumen 11.5 pl y se adicion6 1 pl de “random primers” a una concentracién de 0.5-
1.0 uM y se incubd a 65 °C, 10 minutos y 2 minutos a temperatura ambiente. Se agregaron
1 wl RNAsa inhibidor, 4 ul 5X RT buffer, 1 ul 100 mM dNTPs, 1 ul 80 mM pirofosfato
de sodio y 0.5 ul  AMV-RT se mezcld y centrifugé en breve y se incubé a 42 °C, 60

minutos. Se incub6 a 95°C, 2 minutos y se enfrié rapidamente.
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4.2.2 Obtencion de DNA de la muestra tumoral y no tumoral

En la obtencion de la fase acuosa antes de adicionar el isopropanol para precipitar el RNA
se separé la interfase acuosa aislandose el DNA mediante el protocolo establecido de RNA
Isolator. Se adicionaron 1.5 ml de etanol al 100%, se incubd 3 minutos a temperatura
ambiente y centrifugé a 2,000 rpm a 4 °C, 5 minutos. Se lavé la pastilla con 5 ml de citrato
de sodio 0.1 M en etanol al 10% e incubd a temperatura ambiente, 30 minutos. Se
centrifugo a 2,000 rpm a 4 °C, 5 minutos y resuspendi6 la pastilla en 8.75 ml de etanol al
75% e incubd 20 minutos a temperatura ambiente, se repitid la centrifugacion y se secé 10
minutos. Se disolvié la pastilla en 26.7 ml de hidréxido de sodio 8 mM vy centrifugo a
12,000 rpm, 10 minutos y el sobrenadante se resuspendié en 500 pl de agua estéril. Se
cuantificd por espectrofotometria a una longitud de onda en 260nm y 280nm y se verificé

su integridad con electroforesis en gel de agarosa al 1%.
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ESQUEMA II Proceso simplificado de la técnica de CESH y CGH.

El cDNA o DNA empleado se marc6 mediante (Vysis CGH “Nick Translation” Kit) con fluorocromos
(“Spectrum Red” dUTP a la linea celular no afectada y con “Spectrum green” dUTP a la linea tumoral). Una
vez marcados los cDNAs o DNAs se procedié a hibridar Sug de cada muestra simultineamente sobre
cromosomas en metafase de células no afectadas.

La hibridacién se revel6 con anticuerpos antibiotina-FITC (verde), antidigoxigenina-RITC (rojo) y los
cromosomas con el colorante 4’ ,6-diamino-2-fenilindol (DAPI azul), y se observé en un microscopio de triple
banda. Las imdgenes fueron almacenadas e interpretadas con el equipo Power gene para CGH el cual tiene el
programa especial que realiza la cariotipificacion.

4.3.1 Marcaje de cDNA sonda. Método de corte y sintesis.

Se realiz6 el procedimiento de acuerdo al recomendado por la casa comercial Vysis Inc.

Se efectué a 4°C a menos de lo indicado.

En un tubo Eppendorf de 0.5 ml se colocaron 20 ul de cDNA, 2.5 ul 0.2 mM “Spectrum
Green” o “Spectrum Red” dUTP, 5 ul 0.1 mM dTTP, 10 ul dNTP mix, 5 ul 10X “nick
translation buffer”, 10 pl “nick translation enzyme” y 1.0 upl RNAsa H 2/u para un
volumen total de 53.5 ul. Se mezcl6 brevemente con vortex. Se incub6 30 minutos a 15 °C

y se inmovilizé la reaccién a 74 °C £ 1°C, 10 min.
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4.3.2 Mezcla de las sondas.

En un tubo Eppendorfde 1.5 mL se colocaron 5.0 ug (53.5 ul) de cDNA marcada por
corte y sintesis (color verde), e igual cantidad de cDNA no tumoral (etiquetado en rojo), 45
pg de DNA-cot., 12 ul acetato de sodio 3M y 400 pl de etanol al 100% para precipitar el
cDNA, se mezcl6 y se incub6 15 min. a —70°C. Se centrifugé a 12000 rpm, 30 minutos. Se
comenzd el tratamiento de la laminilla. Después de precipitar la pastilla de cDNA se lavé
con 100ul de etanol al 90%, se centrifugo a 14,000 rpm, 5 minutos, se seco y resuspendid
la pastilla en 3ul de agua estéril y 7l de buffer CGH para hibridacion. La sonda se
desnaturaliz6 a 73°C = 1°C, 8 minutos en bafio Maria.

4.3.3 Co-hibridacién de la sonda en las metafases.

Con un l4piz diamante se marcaron las areas de la laminilla que contenian las células
normales en metafase. Se deshidrat6 con acido acético al 70%, 10 minutos y se lavé con
PBS. Se agregaron 20 ul de RNAsa A e incub6 30 minutos. Se lavé en SSC 2X, 2 minutos.
Se desnaturalizé en solucién de formamida al 70% en 20XSSC, pH7 a 74°C, 3 minutos. Se
deshidraté pasdndola por 2 min. en soluciones frias a —20 °C de etanol al 70%, al 85% y al
100% respectivamente. Se coloc6 en una parrilla a 42 °C y se agregé la sonda previamente
desnaturalizada. Se aplic6 un cubreobjetos y se sellé con cemento iris y se incubd laminilla
en una cdmara himeda a 37 °C por 48 horas.

4.3.4 Lavado de la laminilla.

Se removiod el cubreobjetos, se lavd en solucion 0.4X SSC/0.3 % NP-40 a bafio maria a
74°C, 3 minutos. Se pasé a un lavado en solucién 2X SSC/0.1% NP-40 a temperatura
ambiente 3 minutos y se secé en la oscuridad.

4.3.5 Visualizacién de la hibridacion.

Se aplicaron 10 pg de DAPI II (azul) para tefiir los cromosomas.

Las metafases hibridas se observaron bajo un microscopio equipado con filtros de
excitacion especificos. Esta informacion fue almacenada y analizada con el equipo Power
gene el cual contiene el programa Quips (Vysis) que realiza la cariotipificacion y el andlisis
de imdgenes. Asi las regiones que tifieron para verde representaron ganancias o

amplificaciones y en rojo, pérdidas. (Kallioniemi A. et al.,1992; Yong-Jie L., et al., 2001)
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4.4 ANALISIS CON HIBRIDACION GENOMICA COMPARATIVA

El DNA tumoral se marcé mediante “Nick Translation” empleando dUTP ‘fluoro -green”
y el DNA no tumoral con dUTP ‘fluoro -red”, se hibrid6é simultineamente una cantidad de
200 ng y 100 ng de cada muestra respectiva en laminillas de metafases celulares normales,
como el método detallado en el apartado 4.3 (CGH “Nick Translation” Kit, Vysis Inc.)
(ESQUEMA 1I).

4.5 ANALISIS CON MICROARREGLOS
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ESQUEMA III Diagrama general del proceso de microarreglos.

El cDNA se marcé radiactivamente con o-P*2, se purificé por columnas de NicleoSpin centrifugdndose, y se
hibrid6é una cantidad de 80 pg de la muestra tumoral, incubando a 68°C en agitacién continua, durante 48
horas, contra membranas de nylon que tienen fijadas cerca de 1,176 secuencias de genes relacionados con
factores de crecimiento, oncogenes, genes supresores, reparacion del DNA, adhesion celular, apoptosis, etc..
Al termino de la hibridacion, se lavé la membrana y se expuso a una placa auto radiografica (Molecular
Dynamics) por 72 horas, para su revelado; y con el software ‘“Atlas Imagen 2.0, Cluster y TreeView”
Microarray se analizé el patrén de hibridacién con un scanner Storm 680, Molecular Dynamics, Inc. para
radiactividad. (Atlas cDNA expression arrays user manual. Clontech.Inc.)
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4.5.1 Enriquecimiento de RNA poli Ay sintesis de la sonda.

Las perlas magnéticas unidas a la estreptavidina, se lavaron 3 veces con el amortiguador de
unién 1X, utilizando un separador magnético. En un tubo de microcentrifuga se colocaron
80 1 g de RNA total. Se agreg6 1 11 del oligo dT biotinilado e incub6 a 70°C. Se enfrié el
tubo a temperatura ambiente, se separaron las perlas y se agregaron 50 ul de amortiguador
de reaccién 2X a las perlas magnéticas. Se recuperaron las perlas magnéticas y se
resuspendieron en 6 1 | de agua libre de RNAsas. Se prepar6 la mezcla de marcaje con 41 |
de Amortiguador de reaccién 5X, 211 de INTPs 10X (para dATP marcado), 51| de &P*
(3000 Ci/mmol, 10 uCi/ 11), 0.511 cedficrdtd (DTT 100mM). Al tubo con las perlas
magnéticas se agregaron 4 1 | de oligonucleétidos y se incubaron 65°C durante 2 minutos y
después a 50°C por 2 minutos. Al tubo que contiene la mezcla de marcaje se adicionaron 2
1| cela enzima transcriptasa reversa MMLV. Se mezclaron los dos tubos e incubaron a

50°C por 25 minutos y se detuvo la reaccién con 21 | de la mezcla de terminacién 2X.

4.5.2 Purificacién de los cDNAs.

El sobrenadante obtenido de la etapa anterior se transfirié una columna (Clontech Inc.). Se
agregaron 200 1| de buffer NT2 y se centrifugo a 14000 rpm por 1 minuto. Se repitié 2
veces mas. Con 400 1 | buffer NT 3 sergaitio el paso anterior 2 veces. Se adicionaron 1001 |
de buffer NE a la sonda. Se tomé una pequefia muestra de la sonda para medir

radioactividad con un contador de centelleo, las cuentas por minuto deberan ser mayores de

1,000 000.

4.5.3 Hibridacion de la sonda de cDNA.

La solucién de hibridacién se afiadié en un tubo de hibridacién de 500 ml. e incubd con
agitacion a 68°C. Se calentaron a 95-100°C, 0.5 mg DNA de esperma de salmén e
inmediatamente se colocd en hielo y se agregé al tubo que contenia la solucién de
hibridacién. Dentro del tubo de hibridacién se colocd cuidadosamente la membrana de
nylon cuidando que quedara uniformemente distribuida. Se adicionaron 5 pg de DNA Cot-1
a la sonda marcada e incub6 a 100°C y se mantuvo a 4 °C en hielo y se agregé al tubo de

hibridacidn. Se realizé la hibridacién durante 12 horas con agitacién continua a 68°C.
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4.5.4 Procedimiento de revelado.

Se lavé la membrana con 900 mL de solucién de SSC 2X y SDS 1% a 68°C por 3 veces.
Se lavé con 900 mL de solucién de SSC 0.1X y SDS 0.5% a 68°C, por tltimo se lavé con
900 mL de solucién SSC 2X a temperatura ambiente y se colocé la membrana en un casete
con pantalla intensificadora durante 3 dias para su revelado.

La imagen de la membrana se capturé con un escéner de radiactividad Storm 680,

Molecular Dynamics, Inc y se definieron los perfiles de expresion con los programas

™

“AtlasImagen 2.0, Cluster y TreeView” (Atlas = cDNA Expression Arrays, Clontech Inc.).
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RESULTADOS

Se analiz6 mediante las tres técnicas una muestra tumoral tipificada como ductal en etapa
III, correspondiente a una mujer mexicana con 45 afos de edad. Primero se analizé con

CESH, después por CGH, por dltimo con microarreglos y se confrontaron los datos.

— —  En la tab. 1 se indican el No. de metafases seleccionadas por criterios de
visibilidad homogénea, es decir, observadas las imégenes (ver IMAGEN 1) al
microscopio de fluorescencia que contiene filtros tricrométicos, no deben presentar
grumos, deben tener un revelado no opaco y lo mas uniformemente visibles. A
través de la exploracidn, la cariotipificacion y el andlisis posterior de dos laminillas
en metafase, hibridadas con RNA y con DNA respectivamente, se identific6 en cada
grupo de metafases un ndmero de 5 cromosomas alterados en CESH y 6
cromosomas alterados para CGH. Cada par cromosémico analizado tiene un
promedio de cromosomas seleccionados, puede verse que la dotacién diploide en

ninguno de ellos se completd, debido al criterio antes mencionado.

IMAGEN 1. Micrografia de 1 metafase obtenida mediante CGH. La integracién de
los 3 filtros en CGH asigna puntos de coloracién en cada cromosoma hibridado con el
DNA no afectado y el DNA neoplasico. Obsérvese algunos grumos rojos y verdes

seflalados (puntas de flecha blancas).
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TABLA 1. Namero de metafases seleccionadas.

TECNICA NO. DE PAR NO. DE
METAFASES CROMOSOMICO CROMOSOMAS
SELECCIONADAS CON SELECCIONADOS (n)
ALTERACIONES

CESH 1 17
14 3 22

4 13

9 21

16 25

CGH 1 35
27 3 37

4 41

5 41

13 47

16 45

(n) Representa el nimero promedio de cromosomas, selecciondndose cromosoma por cromosoma. Aunque

algunas metafases dieron positivo en la hibridacion para seleccionar su estado diploide, ndtese que no se

completd.
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— En la tabla 2 se presentan los resultados de CESH. La relacién de

sobreexpresion corresponde a la estandarizacién de fluorescencia superior al rango

1.2. Obsérvese que los intervalos de sobreexpresion de genes varian de una forma

cualitativa, dependiendo de la subregion cromosOmica alterada y por consiguiente

del gen o genes afectados de los cromosomas 1, 3, 4, 9 y 16, (ver figura 1A). La

técnica no localizé regiones con subexpresion o baja expresion en la columna de

aberraciones, €ste rango se da abajo de la estandarizacion de fluorescencia menor al

rango de 0.8.

TABLA 2 Regiones sobreexpresadas evidenciadas por CESH.

CROMOSOMA | ABERRACION REGION GENES
CESH 1 SOBREEXPRESION| 1pl13-g21 | NOTCH 2
CLK2
3 SOBREEXPRESION| 3pl1-pl12 IL12A
4 SOBREEXPRESION 4q31 IL15
Ciclina A
9 SOBREEXPRESION| 9q11-q13 PDGFA
16 SOBREEXPRESION| 16q11.1-q11.2 9

*Sobreexpresion: medida estdndar relacionada con la duplicacién o amplificacién de mecanismos gendémicos,

diferente de la duplicacion de DNA genémico es decir, hay sobreproduccion fuera de lo comin de RNAm.

(p) brazo superior de un cromosoma.

(q) brazo inferior de un cromosoma

(?7)No hay genes responsables de tumorigénesis. En duda.
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= La tabla 3 muestra por medio de CGH la deteccion de 7 regiones

cromosOmicas, 5 ganancias y dos pérdidas en los cromosomas 1, 3, 4, 5, 13 y 16,

con los genes pertenecientes a ellos. Al igual que las regiones representadas en la

tabla de CESH, reflejan intervalos en un rango cualitativo en longitud similar para

cada subregion, (comparar la figura 1A). En este caso se considera como pérdida de

una regién cromosémica conforme a la estandarizacién fluorescente menor del

limite 0.8, y como duplicacién o ganancia de material cromosémico de un porcion

cromosoOmica relativa al estdndar de fluorescencia superior al limite de 1.2.

TABLA 3 Regiones con alteraciones cromosémicas obtenidos con CGH

CROMOSOMA JABERRACION |REGION GENES
CGH 1 PERDIDA 1p35-p36.1 BRCD2
DUPLICACION 1p13-q12 NOTCH 2
3 DUPLICACION 3pl12-ql11.2 ILI2A
4 DUPLICACION 4q28 Ciclina A
5 DUPLICACION 5q14-q23 LERK-7
13 DUPLICACION 13q21 ?
16 PERDIDA 16p11.2-p13.1 | TNFRSF17

Pérdida: falta de un fragmento cromosdémico relacionado al limite de fluorescencia menor a 0.8

Duplicacién: ganancia de un fragmento cromosdmico relacionado al limite de fluorescencia superior a 1.2.

(p) brazo superior de un cromosoma.

(q) brazo inferior de un cromosoma.

(?) no hay genes representativos de tumorigénesis. En duda.
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— - La tabla 4 resume la expresion de algunos genes con su respectiva localizacién
en el cromosoma, detectados con el anélisis de microarreglos, de los cuales 14 se
encuentran sobreexpresados y solo 3 subexpresados. Se considera sobreexpresion al
grado de hibridacién que rebasa el limite estandar de 2.5, mientras que se denomina
subexpresion al grado que disminuye del limite estdndar —2.5. Considerando al
grado de hibridacién como el nimero relativo de moléculas de RNAm. Los genes
seleccionados en esta tabla son representativos en la tumorigénesis, cada uno de
ellos tiene un papel importante en la regulacién de las funciones celulares no
cancerosas. A groso modo 2 de ellos pertenecen al ciclo celular, 4 efector
moduladores, 3 son factores de crecimiento, 2 son receptores, 7 oncosupesores, 1
interleucina y 1 proteina asociada al la familia bcl, algunos de ellos poseen mas

funciones.
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TABLA 4 Expresion de algunos genes obtenidos por andlisis con microarreglos.

CROMOSOMA |NIVEL DE EXPRESION  |REGION GENES
1 SOBREEXPRESION 1p36.1 CHC1
1p36 EPHA2
1p35.3 SEN
1p35-p36.1 EPHB2
1pl1-p13 NOTCH 2
1921 CLK2
SUBEXPRESION 121 MCLI1
3 SOBREEXPRESION 3pl12-q13.2 IL12A
4 SUBEXPRESION 4p13 RHOA
SOBREEXPRESION 4q28-q31 Ciclina A
6 SOBREEXPRESION 6q25-q26 ezrin
9 SOBREEXPRESION 9q11-q13 PDGFA
11 SUBEXPRESION 11p15.5 P57
13 SOBREEXPRESION 13q12.3 BRCA2
16 SOBREEXPRESION 16p13.1 TP53
17 SOBREEXPRESION 17q12-g21 ERBB2
19 SOBREEXPRESION 19p13.2 JunD
proto-
oncogén

La regién indica la posicidn relativa del gen.
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— —  En la figura 1A se presentan las similitudes y diferencias entre intervalos del

perfil de la expresion y el perfil gendémico, en los cromosomas 1, 3 y 4

respectivamente. Se puede inferir también que la diferencia es substancial y

aproximadamente igual en magnitud, la razén de sus proporciones son similares.

Observe el perfil del cromosoma 1 en CESH mayor que el cromosoma 1 de CGH

cerca de la regiéon centromérica, y viceversa los dos cromosomas 3, ademads las

subregiones de 1p” (regién de p con pérdida) no detectado en CESH. En la figura 1B

se presenta el andlisis por CGH, obsérvese el cromosoma 16 con pérdida de la

region 16p11.2-p13.1.
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FIGURA 1A. Comparacion de los perfiles de expresion y genémico. Cada ideograma

compara las regiones sobreexpresadas en verde por CESH de los cromosomas 1, 3,y 4y

mediante CGH las regiones con ganancias en verde y con pérdidas en rojo, sefialadas en

pequenas barras al un lado del cromosoma afectado, asociado a su respectivo perfil de

radio-fluorescencia en las gréaficas. Superior al limite de 1.2 sobreexpresion y ganancia

para cada una, mientras que el limite inferior de 0.8 una pérdida solo en CGH.
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FIGURA 1B. Andlisis completo mediante CGH. Se muestra el perfil obtenido, en la
relacion por radio-fluorescencia, inferior al limite de 0.8 al lado izquierdo de las graficas
representa una pérdida, 1p35-p36.1 y 16p11.2-p13.1 y del lado derecho superior al limite
de 1.2, ganancias en 1p13-q12, 3p12-q11.2, 4928 y 13g21.
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— —  La figura 2 expone los grados de expresion de genes importantes en el cancer
identificados con microarreglos de cDNA. Los perfiles de expresién obtenidos por

la intensidad de hibridacién de la membrana se transformaron en logaritmo base 2.

NIVELES DE EXPRESION POSICIONAL

7 1 =FH

BRLCA? junl

logZ) DELOS 4 4
MYELES DE =3 4
HIERIDACION = J

cicling &

- (] —
CRonos diea 3

57

POSICION GENOMICA

FIGURA 2. Grifica relativa entre la posicion genémica y sus niveles de expresion en
base logaritmica2. Niveles de expresion de los genes importantes en la tumorigénesis;
SEN, Ciclina A, RHOA, p57, BRCA2, ERBB2 y JunD, generados en microarreglos, los
picos debajo de -1 indican subexpresion y superiores a 1 sobreexpresion. El eje de las

abscisas corresponde al nimero de cromosoma.
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— — En la figura 3 se realiza una comparacién de los dos ejemplos estudiados con
un dendrograma por relacion de funciones genéticas, generado por microarreglos de

cDNA con los programas de computo Cluster y TreeView.
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FIGURA 3 Andlisis de los patrones de expresion generados por microarreglos.
Griafica del andlisis representativo de los patrones de expresion genética, por homologias
de funciones (A), del ejemplo no tumoral (B) y del tumor (C), asi como sus valores
numéricos en (D). El color rojo indica sobreexpresion, en negro subexpresion y en verde la

expresion normal.
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— —  Examinando los datos contenidos en la tabla 5 se deducen tres genes cuya
actividad coincide con las tres técnicas, mientras otros dos solo coinciden entre
CESH y Microarreglos. Y en la figura 4 se muestra el resultado de hibridacién en la
membrana de microarreglos para la Ciclina A, el dato mas consistente evidenciado

por las tres técnicas referidas.

TABLA S Identificaciéon de Genes amplificados y sobreexpresados mediante las tres

técnicas utilizadas en este trabajo.

GENES CGH | CESH |MICROARREGLOS
IDENTIFICADOS
NOTCH 2
+ + +
IL12A
+ + +
Ciclina A
+ + +
PDGFA
+ +
CLK2
+ +

(+) identificacion positiva

FIGURA 4. Resultado de hibridacién de cDNA marcado con & P* de la Ciclina A en
la membrana de microarreglos. Se muestra el perfil radio-hibridacién por la intensidad de

la mancha radioactiva en un verde tenue, proporcional al grado de hibridacion.
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DISCUSION

Kallioniemi A y colaboradores (1992), mediante el uso de dos genomas fluoromarcados
hibridados simultdneamente en cromosomas metafdsicos, logran determinar pérdidas,
ganancias y amplificaciones intra cromosémicos de células tumorales; por razén del
registro de la frecuencia relativa de los perfiles de hibridacién gendémica, manejando un
estdndar radio fluorescente uno, como correspondencia de dos copias de la secuencia,
estableciendo que las secuencias con amplificacion pueden contener oncogenes, €
igualmente las deleciones contener genes supresores de tumor. El tumor de tipificacién
ductal analizado tiene caracteristicas histopatolégicas de numerosas mitosis, al examinarse
mediante 2 métodos citogenéticos encontramos 2 regiones gendmicas con genes Supresores
de tumor, una pérdida y la otra sobreexpresada en 1p encontrindose BRCD2 y SFN
respectivamente suscitando controversia en el sentido de que uno de ellos se haya
amplificado. Jorma J. Isola y colaboradores (1995) al investigar el nimero de aberraciones
genéticas en cdncer de mama nodo-negativo consideran que, dependiendo de la cantidad de
aberraciones contenidas en termino medio; tres pérdidas, tres por aumento del nimero de
copias, y para otro tipo de aberraciones siete, es al grado de malignidad y progresién
tumoral, independientemente del tamafio del tumor. Ello unido a la importancia de un buen
o mal pronostico clinico. El nimero de aberraciones identificadas concuerda, detectandose
5 ganancias y 2 pérdidas, si bien, como lo indica Valladares A., et al., (2004) en su estudio,
es una cifra menor a lo esperado, encontrando de 6 a 10 por ejemplar. No necesariamente
deben existir una gran cantidad de genes afectados para el inicio o progresidon cancerosa,
con uno basta para cualquier reaccion de la célula o tejido afectado.

Peter Lichter y colaboradores (2000) aparte de realizar un estudio detallado sobre la
resolucion, deficiencias y criterios alternativos para la aplicacién y optimizacién técnica de
la Hibridacion Gendémica Comparativa; presentan evidencias de que al complementar con
Microarreglos de CGH y otros protocolos, tales perfiles genéticos, ademés de ser utiles en
la clasificacién tumoral, haria posible asociarlos con la localizacién anatomica de la célula
respectivamente transformada. Con base a estas tendencias antedichas, una prueba piloto
realizada en 38 lineas celulares de cdncer mamario por Forozan F. y sus colegas en el 2000,

analizan la importancia de estudiar mediante CGH, FISH y microarreglos de cDNA por
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fluorescencia, concluyendo sobre el grado de perfecciéon para las diversas alteraciones
encontradas en estas lineas celulares se configuran mejor a través de una aplicacion paralela
y alternada con tecnologia de microarreglos.

Sin embargo Yong-J. y colaboradores (2001) recomiendan que, una especificaciéon maés
precisa; al comparar estos resultados mediante un sistema similar, basado ahora en el
marcaje de dos sondas derivadas de RNA, cohibridadas en extendidos de cromosomas
normales en metafase, evidenciando las inestabilidades por subexpresion o sobreexpresion
a nivel de localizacion del RNA claramente en su sitio de transcripcion en el cromosoma, y
cotejar genes importantes en la Carcinogenesis, equivalente a la técnica extendida por
Kallioniemi A y colaboradores, a la par de una revision minuciosa de estos modelos de
expresion, a través del andlisis sistemdtico de muchos genes por metodologias de
Microarreglos; proporcionando datos complementarios sobre los patrones de expresion en
varios ejemplos de tejido normal y de tumor. Al Observar una mejor definicién en el
panorama obtenido por medio de hibridacion de secuencias de expresion comparada
(CESH), llegaron a la conclusion —de si bien es verdad, los perfiles de ambas técnicas CGH
y CESH son similares, sus patrones de hibridacién por 16gica, difieren. Y por el grado de
sondeo de la técnica referente; aparte, de su potencialidad como herramienta para la
clasificacion de tumores a través de sus perfiles de expresion, CESH puede ser muy util
para explorar genes involucrados en la diferenciacion de tejidos y la embriogénesis— . Los
resultados obtenidos mediante las 3 técnicas fueron semejantes, encontramos alteraciones
previamente reportadas en otros estudios como en 1p*, 1q*, 1p, 3p, 4q", 9q", 13q", 16p’,
17q" y 19p*, a pesar de ello encontramos varias inconsistencias al compararlas.

En este trabajo es notorio que cada una de las técnicas evidencid corolarios similares, lo
bueno de validar con metodologias de CESH y microarreglos son sus enfoques de cada una,
obteniendo mejores resultados al integrarse:

e Con las tres técnicas de hibridacién se identificaron regiones amplificadas que
concuerdan con la sobreexpresion de genes ubicados al mismo nivel como el gen
NOTCH 2 un oncosupresor, relacionado con a factores de crecimiento, receptores
de quimiocinas y otros. La Ciclina A, es uno de los datos mds consistentes

demostrados por las tres metodologias referidas, de actividad especifica en la
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mitosis. Ademds el gen IL12A, que es un factor inductor de maduracién citotoxica
linfocitica interferdn interleucinas.

Por las técnicas de expresion se revelaron a los genes PDGFA referente con factor
de crecimiento, citocinas y quimiocinas, y CLK2 afin con la regulacion del ciclo
celular mediado por quinasas. Indudablemente la sobreexpresion de estos estd dada
por mecanismos distintos a la amplificacién. Debido a ello CGH no detecto los
cambios a nivel cromosémico.

Si bien, la delecién y la duplicacion obtenidas con CGH en 1p, es corroborada por
una amplia variedad de estudios, (Isola J. et al., 1995; An H. et. al., 1999; Forozan
F. et. al., 2000; y varios mads), y la sobreexpresion mostrada con CESH es reflejada
en forma notoria por las duplicaciones puntualizadas en CGH, no obstante los casos
donde CGH involucra pérdidas de segmentos cromosémicos CESH no lo percibe.
Las caracteristicas generadas por los perfiles de expresion tanto de CESH como de
microarreglos se corresponden entre ambos a los datos generados, a pesar de ello la
mayor parte de estos fueron especificados por microarreglos; de ellos los mds
significativos son RHOA, p57, ERBB2, BRCA2 Y JunD.

Pese a la valiosa cantidad fundamentada por microarreglos (ver fig. 2 y 3) su mayor
limitante es el nimero de genes contenidos en la membrana. Situacién superada por
las otras dos metodologias, al definir en forma global otras posibles regiones
genéticas que pudieran estar involucradas en la transformacién oncogénica, sin
embargo, su mayor limitante es la sensibilidad de la secuencia genética a encontrar,
ya que en su mayoria pertenecen al orden de 1Mb como diversos trabajos lo

demuestran entre ellos el de Collins C. y su grupo en el 2001.

El trabajo comparativo de los resultados procedentes de una misma muestra, mediante

varios métodos, puede ser muy pesado y dificil a la hora de las interpretaciones.

(Es cuestionable la exactitud de un procedimiento respecto al grado de incertidumbre de los

elementos a detectar? Como se ha venido observando a través de los limites de resolucion

de cada una de las técnicas, asi como de las inconsistencias puntualizadas al compararlas,

es légico suponer que posiblemente los elementos no detectados obedezcan a mecanismos
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distintos a la amplificacién o que de alguna forma sean enmascaradas en los procesos de
sobreexpresion o ausencia de ella.

(Qué beneficio representa un resultado aproximado, cuyo nivel de comprobacién monitorea
en forma global el problema? En este aspecto es muy valiosa la informacién generada por
un método como CGH o CESH, ya que exploran en la totalidad del genoma a investigar, y
como se ha definido con anterioridad la diversidad anémala del conjunto cromosémico en
un tejido canceroso, y que inclusive varia de célula a célula del mismo. En este sentido, sin
la ayuda de estas dos metodologias, seria practicamente imposible detectar con estudios que
requieren el uso de marcadores genéticos, que definen con mayor exactitud el
comportamiento disfuncional del gen o grupo de genes involucrados en la patologia
oncoldgica.

En conclusién, ninguna de las tres metodologias es perfectamente satisfactoria, ademas se
requiere que las fronteras de ellas se mejoren y refinen, y en funcién de los datos obtenidos,

ningin razonamiento descarte la de otros y sea integrativo.

Evidentemente los desequilibrios cromosémicos contenidos en células de tumor de mama
esporddicos demostrados por la Hibridacion Gendémica Comparativa, la Hibridacién
Comparativa de Secuencias de Expresion y el anélisis con microarreglos expresan un cierto
orden del estado de complejidad en la conducta de la célula cancerosa al revelar pérdidas y
ganancias del material genético, medidas de transcripciéon por abajo o arriba del curso
normal, que pueden contener la codificacion de oncogenes y genes supresores de tumor, y
mediante el nimero de aberraciones observadas definir una prognosis amplia e individual
para cada paciente.

Al margen de los datos obtenidos en el presente trabajo se considera permisible puntualizar
y determinar ciertas particularidades relevantes, y de alguna forma vélidos, para una
clasificacion tumoral en un marco molecular de la posible actividad neoplasica en células
de mama, al explorar los cambios intra-cromosdmicos en toda la longitud del genoma, y el
entendimiento de los mecanismos suprayacentes que rompen la regulacién y funcién
normal de la célula . Sin embargo, tomando en cuenta el grado de resoluciéon de las
técnicas, y para obtener los cambios o variaciones reales en la estructura y funcidén

gendmica, es necesario alternar con otros métodos de estudio analiticos que establezcan con

34



mayor amplitud la interacciéon de dichas modificaciones, aclarando asi, a nivel celular y
molecular los mecanismos que dirigen y regulan la transformacién oncogénica tejido-
especifica, al mismo tiempo generar un estudio detallado de esos cambios significativos en
el pool genético, permitiendo inclusive en funcién de los datos obtenidos las condiciones
idoneas para la aplicacion de un tratamiento a nivel molecular en algunos tumores
malignos, como propuesta alternativa para dicho tratamiento, entre ellas la terapia génica

ya iniciada hace algunos afios.
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CONCLUSIONES

A través del presente trabajo, se intento describir un panorama aproximado de los avances
en la lucha contra el cancer. Aunque se alcanzaron adecuadamente los objetivos, su
solucién no fue 100% satisfactoria, en el aspecto de generar un enfoque mas amplio del
estado y funcién celular oncogénico en la medida de la estructura gendmica alterada vy,
queda la incdgnita de las inconsistencias observadas en los datos precisados por cada
método.

Los estudios de laboratorio, en particular los mencionados en este trabajo, sin excluir
algunos que no mencione y que son de tecnologia de punta como SAGE (Anélisis Serial de
Expresion Gendmica), FISH-multicolor, por mencionar algunos, son de gran ayuda en el
estudio y diagnostico en los pacientes en la mayoria de los hospitales en los paises de
primer mundo.

Es de sefalar que este estudio es uno de los primeros en realizar una nueva metodologia

como es la de CESH, en cancer de mama no hereditario en nuestro pais.
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GLOSARIO
Adenopatias: afecciones particulares de los ganglios linféticos.

Agente inductor: intensificador indirecto de la transformacién celular.
Amplificacién: copias de una secuencia génica adicional.
Aneuploidias: dotacién anormal de cromosomas.
Angiogénesis: desarrollo de nuevas redes endoteliales.
Apoptosis: muerte celular programada.
Biochip: microchip a base miles de secuencias génicas conocidas.
Blastoma: indica germen de tumor.
Carcinégeno: puede ser un agente bioldgico, fisico o quimico capaz de alterar la estructura
del DNA, e iniciar el cancer.
Cariotipos: ordenamiento descriptivo de los cromosomas por pares homologos.
c¢DNA: DNA sintetizado a partir de mRNA.
Co-hibridacion: hibridacion simultanea.
Cromosoma Filadelfia: pérdida de material en el brazo largo de un cromosoma del grupo
G.
Ductal: referente a los conductos lactiferos de la glandula mamaria femenina.
Fluorescencia: es el fendmeno de emision de radiacion de un cuerpo después de la
absorcion fotdnica.
Genes supresores de tumor: las proteinas de estos genes regulan negativamente el ciclo
Celular.
Hibridacion: es la formaciéon complementaria bicatenaria de origen diferente.
Ideograma: modelo simbdlico estilizado respecto a la forma original.
Lobulillar: unidad mas pequeia dispuesta en forma de racimo que forma los 16bulos de la
glandula mamaria femenina.
Monitoreo molecular: herramienta que permite hacer una deteccion a nivel molecular.
Nanotecnologia: desarrollo de la tecnologia a nivel de una mil millonésima parte.
Neoformacion: formacién de nuevos tejidos.
Oncogén: son las versiones alteradas de los protooncogenes.
Protooncogén: gen celular normal que codifica una proteina que interviene en la

Regulacion del ciclo celular.
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Transcriptoma: total de mRNA de una célula en un intervalo dado.
Transcrito: molécula de RNA sintetizada.

Tumorigénesis: origen o principio de un tumor.
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GLOSARIO DE TERMINOS

BRCAZ2: gen de susceptibilidad al cdncer de mama tipo 2 Oncogen y Tumor Supresor
Reparacion de Daio en DNA Proteinas y Ligasas

CHC1: proteina 1 de la condensacién cromosomica; regulador de la condensacién
cromosémica 1 (RCC1)

Otras Proteinas del Ciclo Celular

Ciclina A: Ciclina especifica de la mitosis (CCNA; CCN1)

CLK2: cinasa asociada a CDC 2; cinasa reguladora del ciclo celular

Miembros de la red de cinasas intracelulares

EPHAZ2: cinasa epitelial celular (ECK) Transductor Intracelular, Efector y Modulador
Factor de Crecimiento y Receptor de Quimiocinas

Proteina Receptora cinasa

EPHB?2: efrin receptor B2; regulador en el desarrollo eph-relacionado tirosina cinasa
(DRT); eph tirosina cinasa 3

(EPHT3); HEKS; elk-relacionado a tirosina cinasa (ERK)

Transductor Intracelular, Efector y Modulador

Factor de Crecimiento y Receptor de Quimiocinas

Proteina Receptora cinasa

erbb2: proto-oncogén; neu protooncogén; HER2 Oncogén y Tumor Supresor
Transductor Intracelular rs, Efector y Modulador

Factor de Crecimiento y Receptor de Quimiocinas ; Proteina Receptora cinasa
Ezrin: MOESIN-radixin-asociada proteina (MERLIN); schwannomin (SCH);
neurofibromatosis 2 (NF2)

Oncogén y Tumor Supresor

Transductor Intracelular, Efector y Modulador

IL12A: interleucina 12 subunidad alfa (IL12-alpha); factor de maduracién limfotoxica
subunidad 35-kDa (CLMF p35); NK factor celular estimulador subunidad 1 (NKSF1)
Interleucina e Interferén

junD proto-oncogén: Oncogén y Tumor Supresor

Activador y Represor en la Transcripcion

Transductor Intracelular, Efector y Modulador
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MCLI1: proteina celular de la leucemia mieloide 1 Familia de Proteinas Bcl

NOTCH2: Notch homologo tipo 2 Oncogén y Tumor Supresor

Factor de Crecimiento y Receptor de Quimiocinas

Otros Receptores (por sus Actividades)

pS7: ciclina-dependiente de cinasa inhibidor 1C (CDKN1C); KIP2 CDK Inhibidor
Activador e Inhibidor cinasa

Oncogén y Tumor Supresor

PDGFA: Factor de Crecimiento derivado de plaquetas subunidad A( PDGF1) Factor de
Crecimiento, Citocinas y Quimiocinas; factor receptor Activador de plaquetas (PAFR)
Factor de Crecimiento, Citocinas y Quimiocina

RHOA: miembro A de la familia de genes ras homélogos (ARHA); aplasia relacionado
ras- homdlogos 12 (ARH12; RHOH12)

Oncogén y Tumor Supresor

Proteinas G

SFN: estratifin; 14-3-3 proteina sigma; marcador celular epitelial

proteina 1; HMEI1

Activador e Inhibidor cinasa

Oncogén y Tumor Supresor

TPS3BP1: proteina tumoral 53-ligada 1 Otras Proteinas Asociadas a la Apoptosis
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ANEXO I agrupamiento jerarquico.

Datos basados en trabajos realizados por Eisen y colaboradores en la levadura
Saccharomyces cerevisiae encontraron una consistencia eficaz para agrupar la expresion de
genes por funciones similares encontrandose una tendencia similar en humanos.

Se menciona que la base natural para organizar los datos de expresion de los genes es
agruparlos con los modelos similares de expresion, estableciendo una descripcion
matemadtica de tal similitud. Medidas tales como la distancia euclidiana, producto de dos
vectores n-dimensionales, etc., pueden usarse para tal efecto. Sin embargo, el agrupamiento
jerdrquico es el mas utilizado.

El comportamiento de los genes va de acuerdo a la nocién intuitiva de lo que significa para

dos genes ser “co-expresados”.
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ANEXO II Esquema de la membrana de microarreglos con 1,176 genes, utilizada en

este trabajo.
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Diark gray dots represent onentation marks to help you determine the coordinates of hybridization signals.

Cada cuadrante representa grupos de genes relacionados por sus funciones celulares como
factores de crecimiento, reguladores del ciclo celular, apoptosis, etc.
Las referencias en la parte inferior corresponden a genes “housekeeping”, ribosomales, etc.,

se toman como controles de hibridacion.
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ANEXO III Perfil generado con el programa de computo AtlasImage 2.0.
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El color rojo evidencia genes sobreexpresados, en verde subexpresados y en gris sin

cambios de expresion. (Con permiso de Valladares et al. 2004)
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