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ABREVIATURAS
ACOH: Acido acético.

ADN: Acido Desoxirribonucleico.

AgNO:s. Nitrato de plata.

ARN: Acido Ribonucleico.

ARNm: Acido Ribonucleico mensajero.

ASB: Albumina Sérica Bovina.

Bis-acrilamida: N' N-metilen-acrilamida- bisacrilamida.
BRCA 1: Cancer de mama 1 (“Breast Cancer 1).
BRCA2: Cancer de mama 2 (“Breast Cancer 2).

°C: Grados centigrados.

cDNA: Acido desoxirribonucleico complementario (“complementary Deoxyribonucleic
Acid”).

CeFeK5Ng: Hexacianoferrato I11.

CGH: Hibridacién gendémica comparada (“Comparative Genomic Hybridization™).
CH3 (CO): Acetona.

CH;COOH: Acido acético.

C,H,04: Acido oxalico.

CH3;OH: Metanol.

CsHsOH: Fenol.

CH3;COONHy4. Acetato de amonio.

ClsFe: Cloruro férrico.

CMNSXXI: Centro Médico Nacional Siglo XXI.
DTT: 1,4-Dimercapto DL-Trio - DL-1,4-Ditio-Treitol
EtOH: Alcohol etilico absoluto anhidro.

FSH: Hormona foliculoestimulante (“Follicle Stimulating Hormone”).



g: Gramo

HCOH: Formaldehido.

H,0: Agua

H,0d: Agua destilada

H,0O mili Q: H20 bidestilada 18.3 ohm

H;3PO.: Acido fosforico.

IMSS: Instituto Mexicano del Seguro Social.

INEGI. Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica.
L: Litro

LH: Hormona luteinizante (“Luteinizing Hormone”).

M: Molaridad o concentracién molar.

MeOH: Metanol.

mL: Mililitro.

uL: Microgramo.

N: Normalidad.

Na,CO3. Carbonato de sodio.

NaOH: Hidroxido de sodio.

Na,S,03. SH,0: Tiosulfato de sodio.

nm: Nanometro

pH: Del latin pondus Hidrogenii “potencia de Hidrégeno”.
PBS: Tampon fosfato salino (“Phosphate Buffer Saline™).
PSA: Persulfato de amonio.

RHNM. Registro Histopatologico de Neoplasias Malignas.
rpm: Revoluciones por minuto.

SDS: Dodecil sulfato de sodio.

SNP: Polimorfismo de una base (“Single Nucleotide Polymorphism”)



SUIVE. Sistema tnico de Informacion para la Vigilancia Epidemiologica.
TA: Temperatura ambiente.

TEMED: 2-butanol, N, N, N' N! tetrametilen -diamina.

TMA: Microarreglo de tejido (“Tissue MicroArray”).

Tris-HCI: Tris (hidroximetil) aminometano- acido clorhidrico.

V: Volts.



RESUMEN

Las enfermedades oncoldgicas son uno de los principales problemas de Salud Publica que
enfrentamos actualmente. Dentro de éstas el cancer de mama es actualmente la neoplasia
mas frecuente en mujeres a nivel mundial, constituye un grave problema de salud global
por su morbilidad y mortalidad. El panorama epidemiologico de esta patologia en la
poblacion mexicana se ha transformado en las ultimas décadas, presentdndose actualmente
como la primera causa de mortalidad en mujeres. El cadncer de glandula mamaria es un
padecimiento de origen multifactorial en el cual el 85% de los casos no hay evidencia de
historia familiar, es decir son de tipo esporadico. En este padecimiento heterogéneo se
desarrollan células malignas, como resultado de la acumulacion de numerosas y frecuentes
alteraciones moleculares que causan proliferacion celular con incremento invasivo, un
fenotipo resistente e inestabilidad genética. Esto ha motivado una infinidad de estudios para
tratar de diagnosticar oportunamente, identificar caracteristicas genético — moleculares que
permitan determinar el prondstico y tratamiento mas adecuado de acuerdo a las diferentes
variedades histologicas que existen en esta neoplasia. Entre estos estudios encontramos a
los basados en la Protedmica que es una disciplina fundamental en la era post-gendmica y
trata de describir el grupo de proteinas que dan a las células su estructura y funcion. Una de
las razones por la cual la Protedmica ha despertado enormes expectativas en la
investigacion Biomédica es por su potencial en la identificacion de Biomarcadores
especificos que permitan diagnosticar, clasificar y pronosticar enfermedades, asi como la
definicion de nuevas dianas terapéuticas. Es por esto que en este trabajo se presentan los
perfiles de expresion proteicos de tejido mamario neoplasico y tejido mamario no afectado,
de 9 mujeres mexicanas con Cancer de Mama en estadios clinicos II y III mediante el uso
de electroforesis bidimensional a partir de extractos totales de proteinas. Para alcanzar
dichos objetivos se estandarizaron metodologias de extraccion y solubilizacion adecuadas
para este tipo de tejido. Posteriormente la separacion de las proteinas se realizd con
electroforesis bidimensional. Se obtuvieron imagenes del patron de expresion de las
proteinas de tejido mamario neopldsico y su control (tejido mamario no afectado de la
misma paciente) que revelaron que si existen diferencias en la expresion de los perfiles

proteicos provenientes de tejidos tumorales y sus tejidos adyacentes.



Por cada comparacion que realizamos, tanto el analisis cualitativo, cuantitativo y estadistico
aportaron datos importantes que servirdn como base para tener un mapa de las proteinas
que estan expresadas diferencialmente, ya sea expresadas en un solo grupo, o bien
presentes en todos, en este caso sobre-expresadas o sub-expresadas para la identificacion

posterior de las proteinas involucradas en el desarrollo de este tipo de neoplasia.



ABSTRACT

Oncologic diseases are one of the main problems currently faced in Public Health. Among
these, breast cancer is now a days the most frequent neoplasia in women worldwide,
constituting a serious global health problem due to its morbidity and mortality. The
epidemiologic panorama of this pathology in the Mexican populations has been
transformed in the last decades, being currently presented as the first cause of death in
women. Breast cancer is a disease of multifactorial origin, in which 85% of the cases have
no familial history, meaning it is sporadic. Malignant cells develop in this heterogeneous
disease as the result of an accumulation of many and frequent molecular alterations that
cause cell proliferation with an invasive increase, a resistant phenotype, and genetic
instability. This has lead to many studies to aid a prompt diagnosis, to identify the
molecular-genetic characteristics that allow determining the prognosis and best treatment
according to the different histological varieties that exist in this neoplasia. Among these
studies we find those based in Proteomics, which is a fundamental discipline in the post-
genomic era and tries to describe the group of proteins that give to cells their structure and
function. One of the reasons why Proteomics has originated huge expectation in Biomedic
research is due to its potential in the identification of specific Biomarkers that allow
diagnosing, classifying, and making the prognosis of diseases, as well as the definition of
new therapeutic targets. Due to this, the profiles of the protein expression of the neoplastic
breast tissues and non-affected breast tissues of 9 Mexican women with breast cancer in
clinical stages II and III by means of bidimensional electrophoresis from total extracts of
protein are presented in this work. To reach such objectives, extraction and solubilization
methodologies adequate for this type of tissue were standardized. Then, the separation of
the proteins was performed by bidimensional electrophoresis. The protein expression
patters of the neoplastic breast tissue and its control (non-affected breast tissue from the
same patient) were obtained, revealing that there exist differences in the expression of the

protein profiles from tissues with tumors and adjacent tissues.



Each comparison that we performed in the qualitative, quantitative, and statistical analyses
provided important data that will serve as basis for a map of the proteins that are
differentially expressed, either expressed in one group or present in all, in this case over-
expressed or under-expressed to later identify the proteins involved in the development of

this type of neoplasia.



INTRODUCCION.

1. Cancer.

1.1 Epidemiologia.

El cancer se considera como una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial y
aunque se han logrado algunos progresos, el problema sigue siendo abrumador. La
incidencia del cancer varia segin la edad, la raza, los factores geograficos y las
caracteristicas genéticas. Esta patologia es producida por la acumulacion de numerosas
alteraciones moleculares, que causan la proliferacion celular, incremento invasivo, un
fenotipo resistente y una inestabilidad genética en la célula [1]. En el 2006, el cancer
represento la tercera causa de muerte en México con 63 888 defunciones y la Organizacion
Mundial de la Salud, estima que alrededor de 84 millones de personas moriran a causa de
esta enfermedad entre 2005 y 2015 [2]. En Estados Unidos se estima que un total de 1,

529, 560 nuevos casos y 569, 490 muertes por cancer se produzcan en este pais en el afo

2010 [3].
1.2 Definicion.

El oncdlogo Sir Rupert Willis defini6 a la neoplasia de la siguiente manera: <<Una neoplasia
es una masa anormal de tejido, con un crecimiento no coordinado que sobrepasa al de los
tejidos normales, que conserva el mismo caracter excesivo una vez concluido el estimulo
que provoco el cambio». A esta definicion se puede afiadir que la masa tumoral, es
practicamente autébnoma y ataca al huésped en la medida en que el crecimiento del tejido

neoplasico compite con los tejidos y células normales por el suministro de energia.

Neoplasia significa <« nuevo crecimiento»>. El término tumor se aplicé primero a la
tumefaccion debida a la inflamacion. Aunque también las neoplasias pueden dar lugar a
tumefaccion y, por falta de uso, el sentido no neoplasico de tumor caducod hace mucho

tiempo; por tanto, ese término equivale ahora al de neoplasia.

Cancer es la forma comun de designar a todos los tumores malignos. Deriva de la palabra
latina para cangrejo, cancer, porque el tumor «se adhiere a todo lo que agarra, con la

misma obstinacidon que un cangrejos.



Las neoplasias benignas y malignas, tienen dos componentes basicos:

1. Las células neoplasicas proliferantes que constituyen su parénquima.
2. Su estroma de sostén, constituido por tejido conjuntivo y vasos sanguineos.

Las células parenquimatosas constituyen el borde agresivo de las neoplasias y determinan

la naturaleza de éstas, el crecimiento y la evolucion de las mismas dependen de su estroma.

Las neoplasias malignas de origen epitelial, derivadas de cualquiera de las tres capas

germinales del embridn, se denominan carcinomas.
1.3 Caracteristicas de las neoplasias malignas.

Los términos de diferenciacion y anaplasia se aplican a las células que forman el
parénquima de las neoplasias. La diferenciacion indica el grado en que las células
parenquimatosas se asemejan a las células normales tanto morfolégica como

funcionalmente.

Los tumores bien diferenciados son aquellos compuestos por células que recuerdan a las
células maduras normales del tejido del que proceden. Los tumores poco diferenciados o
indiferenciados estan compuestos por células de aspecto primitivo, no especializado. Las
neoplasias malignas varian desde bien diferenciadas a indiferenciadas, las neoplasias
malignas compuestas por células totalmente indiferenciadas son anaplasicas, esto es una
caracteristica clave de la transformacion maligna. Las células anaplasicas se caracterizan
por presentar cambios morfologicos y funcionales, por ejemplo sus ntcleos poseen
pleomorfismo, esto es, variaciones en la forma y tamafo, pudiendo encontrar de esta
manera células mucho mas grandes que sus vecinas y de aspecto primitivo. El nucleo puede
contener abundante DNA y cambio en la coloracion (hipercromatico), ademads el tamafio es
desproporcionado. Las neoplasias indiferenciadas suelen presentar abundantes mitosis
gracias a la gran actividad de proliferacion de las células parenquimatosas, aunque esto no
indica que el tejido en estudio sea necesariamente tumoral, ya que muchos tejidos no

patologicos presentan una rapida velocidad de recambio y numerosas mitosis.



Otra caracteristica citoldgica importante de la anaplasia es la formacion de células
tumorales gigantes, algunas presentan un nucleo polimorfo solitario e hipercromatico y
enorme, otras pueden presentar dos o mas nucleos. Ademas la orientacion de las células
anaplasicas se encuentra muy alterada perdiendo la polaridad normal. Frecuentemente el
estroma vascular es escaso, por lo que muchas neoplasias anaplésicas presentan necrosis

isquémicas de las zonas centrales.

La displasia por otra parte significa crecimiento desordenado; se encuentra sobre todo en
los epitelios y se presentan cambios como la pérdida de la uniformidad de las células
individuales y la pérdida de su orientacion. Estas células también pueden presentar
pleomorfismo y nucleos grandes e hipercromaticos. Las mitosis también son mas
abundantes de lo habitual. Cuando las alteraciones displasicas son importantes y afectan a
todo el grosor del epitelio, se considera que la lesion es una neoplasia preinfiltrante y se le
da el nombre de carcinoma in situ, Figura 1. La displasia no necesariamente progresa a
cancer [4]. Cuanto mas crezca una neoplasia y mds anaplasica sea, menor probabilidad

tendran sus células de desarrollar una actividad funcional especializada.

Figura 1. Carcinoma ductal in situ de mama [I]. Ductos ensanchados debido a una proliferacion de células

monomorfas, que presentan un patron desordenado con pérdida de su orientacion.



Velocidad de crecimiento: En general las neoplasias benignas crecen de forma lenta a lo
largo de los afios, mientras que la mayoria de las neoplasias malignas crecen rapidamente y
acaban por diseminarse. Aunque la velocidad de crecimiento puede no permanecer
constante, ya que existen diferentes factores que afectan al crecimiento por ejemplo la
dependencia hormonal, la idoneidad de la irrigacion sanguinea, etc. Como es el caso de el
cancer de mama que después de la menopausia, la neoplasia puede atrofiarse y ser

sustituida por tejido colageno calcificado.

Invasion local: Las neoplasias benignas crecen formando masas cohesivas y expansivas
que permanecen localizadas en su lugar de origen. Ya que crecen y expanden lentamente,
suelen desarrollar una céapsula fibrosa que consta de tejido conjuntivo comprimido, esta los
separa del tejido donde se encuentran asentados. Esta encapsulacion tiende a mantener
limitadas a las neoplasias benignas y pueden ser facilmente palpables y moviles. Las
neoplasias malignas en cambio crecen por infiltracion, invasion y destruccion progresivas
del tejido que los rodea (membrana basal), ademas suelen estar mal delimitadas. La
infiltracion es una de las caracteristicas cruciales para diferenciar a las neoplasias malignas

de las benignas [4].

Metastasis: Las metastasis son implantes tumorales que no guardan continuidad con la
neoplasia primaria, las metéstasis definen claramente a una neoplasia como maligna. La
capacidad de infiltracion de los canceres les permite penetrar en los vasos sanguineos,
linfaticos y en las cavidades orgénicas, para que de esta forma se diseminen. Las células
neoplésicas pueden diseminarse a través de tres vias: 1) siembra directa de cavidades o
superficies organicas, 2) la diseminacion linfatica y 3) la diseminacion hematogena [4, 5,

6].



1.4 Bases moleculares del cancer.

El cancer se origina debido a alteraciones en el ADN que provocan una proliferacion
celular incontrolada y la parte primordial de la carcinogénesis yace en el dafio genético no
mortal, este dafio genético (o mutacion) puede adquirirse por la accion de agentes
ambientales, como productos quimicos, radiaciones, o virus, o heredarse en la linea
germinal. La hipdtesis genética del cancer implica que una masa tumoral es consecuencia

de la expansion clonal de una unica célula progenitora que ha sufrido un dafio genético.

Aunque casi todos los canceres son genéticos, la mayoria no son hereditarios, es decir son
de aparicion esporadica. En un céncer verdaderamente esporadico, todas las mutaciones
responsables del fenotipo maligno se originan de forma somadtica. Aunque mutaciones en la
linea germinal pueden predisponer a una persona al cancer hereditario o familiar. De esta
manera encontramos que la carcinogénesis es un proceso de varios pasos secuenciales que
involucra a las principales dianas de las lesiones genéticas: 1) genes reguladores normales:
protoncogenes (promocién del crecimiento), 2) genes de regulacion de la muerte celular
programada (apoptosis) y genes relacionados con la reparacion del ADN. En términos de
crecimiento y supervivencia las alteraciones genéticas de las células tumorales les confieren

ciertas ventajas sobre las células no tumorales.

Los tumores suelen poseer clonas citogenéticamente diferentes, que surgen de la
transformacion inicial celular a través de las alteraciones genéticas secundarias o terciarias.
Esta heterogeneidad contribuye a las diferencias en el comportamiento clinico y respuesta
al tratamiento entre tumores del mismo tipo histologico. Ademas de la clona inicial y
subclones, los tumores también pueden contener células progenitoras de cancer, lo cual
constituye todo un espectro de células con diferentes alteraciones genéticas y estados de
diferenciacion. Estas poblaciones pueden diferir en la sensibilidad a la quimioterapia,
radioterapia y otros tratamientos, haciendo mas dificil el manejo clinico. Por estas razones,
los pasos iniciales en el desarrollo del cancer son de considerable importancia clinica y son

una prioridad en el desarrollo del tratamiento racional del cancer [4, 7].



La carcinogénesis es un proceso de multiples pasos a nivel fenotipico y genotipico, que se
debe a la acumulacion de maultiples mutaciones. Las neoplasias malignas tienen varios
atributos fenotipicos, como un crecimiento excesivo, invasion local y la capacidad de
formar metastasis. Durante un periodo de tiempo, muchos tumores se vuelven mas
agresivos y adquieren un potencial maligno aun mayor. Este fenomeno se conoce como
progresion tumoral. A nivel molecular, la progresion tumoral y la heterogeneidad asociada
se deben a multiples mutaciones que se acumulan de forma independiente en diferentes

células [8].

2. Cancer de mama.

2.1 Definicion y Epidemiologia.

El cancer de mama es una enfermedad en que se desarrollan células malignas en los tejidos
de la mama. La glandula mamaria se compone de 16bulos y lobulillos conectados mediante
conductos, y esta enfermedad afecta a una, o ambas, de las estructuras mencionadas.

El cancer de mama es considerado un desorden multifactorial causado tanto por factores
genéticos como no genéticos y es el resultado de la transformacion maligna de las células
epiteliales que revisten los conductos o lobulillos de la glandula mamaria [9]. El cancer
puede ser causado por agentes que dafian los genes involucrados en el control de la
proliferacion celular (proto-oncogenes), los cuales actian en conjunto con agentes que no
dafian los genes pero que potencian selectivamente el crecimiento de las células tumorales.
El céncer aparece cuando una sola célula acumula varias mutaciones, generalmente durante

varios afios, escapando de los procesos de control de la proliferacion y apoptosis [10].

El cancer de mama es la segunda neoplasia mas comun en el mundo y es la primera causa
de cancer entre mujeres con una presentacion de 411,093 muertes por afo. Los 3 tipos de
cancer mas frecuentemente diagnosticados entre las mujeres en el afio 2010 seran el
cancer de mama, pulmoén- bronquios, colon- recto, lo que representa el 52% de casos

estimados de cancer en las mujeres [3].
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Del céncer de mama se espera que represente el 28% (207.090) de todos los nuevos casos

de cancer entre las mujeres como se puede verificar en la Tabla 1.

Casos Nuevos Estimados Muertes Estimadas
Ambos sexos Hombres Mujeres Ambos sexos Hombres Mujeres

Todos los sitios. 1,509,560 789,620 739, 940 469, 490 299,200 270,290
Cavidad oral y faringe. 36, 540 25,420 11,120 7,880 5,430 2,450
Sistema Digestivo. 274,330 148, 540 125,790 139, 580 79,010 60, 570
Sistema Respiratorio. 240,610 130, 600 110,010 161, 670 89, 550 72,120
Huesosy articulaciones. 2,650 1,530 1,120 1,460 830 630
Tejidos Blandos. 10, 520 5,680 4,840 3,920 2,020 1,900
Piel. 74,010 42,610 31,400 11, 790 7,910 3,880
Mama 209, 060 1,970 207, 090 40, 230 390 39, 840
Sistema Genital. 311,210 227, 460 83,750 60, 420 32,710 27,710
Sistema Urinario. 131, 210 89, 620 41, 640 28, 550 19, 110 9,440
Ojoy orbita. 2,480 1,240 1,240 230 120 110
Cerebro y Sistema Nervioso. 22,020 11, 980 10, 040 13, 140 7,420 5,720
Sistema Endocrino. 46, 930 11, 890 35, 040 2,570 1,140 1,430
Linfoma. 74,030 40, 050 33,980 21,530 11, 450 10, 080
Mieloma. 20, 180 11,170 9,010 10, 650 5,760 4,890
Leucemia 43, 050 42,690 18, 360 21, 840 12, 660 9,180
OTROS, sitios primarios 30, 680 15,170 15, 510 44,030 23, 690 20, 340

inespecificos.

Tabla 1. Muertes y casos nuevos estimados de cancer por sexo, Estados Unidos 2010.

Modificada de Jemal et al. 2010 [3].

En nuestro pais se registraron 11,656 casos en el afio 2002. Constituye un grave problema
de salud global por su morbilidad y mortalidad, cuyo impacto es devastador a nivel
personal, social y econdémico. El panorama epidemioldgico de esta patologia en la
poblacion mexicana se transformo en los ultimos 50 afios y el cancer mamario ha pasado a

ser un problema de salud publica [11, 12].
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De acuerdo al perfil epidemioldgico a partir de los sistemas de informacién y vigilancia
epidemiologica en México en el que realizaron un andlisis descriptivo de las bases de datos
de morbilidad (SUIVE, RHNM) y de la base de datos de mortalidad del INEGI, reportaron
los siguientes datos: En el SUIVE entre 2000 y 2006 se registraron 33,671 casos de cadncer
de mama. En el 2000, la tasa fue 3.72 por 100,000 habitantes y en 2006, de 8.43, ademas
los grupos de edad mas afectados fueron de 25 a 44 y de 60 a 64 afios. Entre 1998 y 2003,
el RHNM report6 63,833 diagnosticos, el 99.7% fueron mujeres. Los grupos de edad mas
afectados segun el RHNM fueron de 25 a 44, 50 a 59 y 65 en adelante. El adenocarcinoma
ductal infiltrante representd 74.7% y los estados del Norte del pais presentaron tasas de

mortalidad mas altas, figuras 2 y 3 [13].
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Figura 2. Casos y tasa de incidencia del cincer de mama. México 2000-2006.SUIVE.
Modificada de Cabreray cols. [13].
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2.2 Anatomia.

Los hombres y las mujeres tienen glandulas mamarias, y en condiciones normales solo se
desarrollan plenamente en las mujeres. Las glandulas mamarias tienen una mision
reproductora accesoria para la mujer, y son estructuras rudimentarias y carentes de funcion
para los hombres. Las mamas representan la estructura superficial mas destacada de la
pared tordcica anterior, sobre todo en el sexo femenino. Las glandulas mamarias se
localizan en el tejido subcutdneo y cubren los musculos pectorales (mayor y menor). La
cantidad de grasa que rodea el tejido glandular establece el tamafio de las mamas. El pezon
es el elemento que mas sobresale de la glandula y estd rodeado de una zona pigmentada y

circular de la piel, la areola.

La base mas o menos circular (lecho) de la glandula mamaria femenina se extiende en
sentido transversal, desde el borde lateral del esternon hasta la linea axilar media y en
sentido vertical, desde la 2* hasta la 6* costillas. Una pequefia porcion de la glandula
mamaria se extiende a lo largo del borde inferolateral del musculo pectoral mayor en
direccion a la axila, originando la cola axilar (de Spence), como se puede observar en la

figura 4 [14].

COLA AXILAR - 12 DEL MEDIODIA

LA
SUPERO i - o= SUPERO INTERNO
EXTERNO . p

INFERO INTERNO
INFERO
EXTERNO

6
MAMA DERECHA

Figura 4. Cuadrantes mamarios. Modificada de Moore [14].
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Los dos tercios de la glandula reposan sobre la fascia pectoral profunda que cubre el
musculo pectoral mayor; el otro tercio descansa en la fascia que cubre el musculo serrato

anterior.

Entre la glandula y la fascia pectoral profunda se encuentra un plano o espacio virtual de
tejido conjuntivo laxo, el espacio (bolsa) retromamario. Este plano, que contiene una
pequeiia cantidad permite cierto movimiento de la glandula sobre la fascia pectoral como

se puede observar en la figura 5.

Esternon

Misculo pectoral
mayor
Fascia pectoral Cola axilar de la
glandula marmaria
Espacio (bolsa) v
retromamario 1
| e Y
] Labulos de
Ligamenito 4 i 4 oy . Fgrasa
suspensorio . f 4 3

'Pezén

Conducto
galactoforo
Arecla

Grasa

Misculo serrato
anterior

Figura 5. Diseccién superficial de la regién pectoral femenina. Modificada de Moore. [14].

La glandula mamaria se inserta con firmeza en la dermis de la piel que la cubre a través de
ligamentos cutaneos (retinacula cutis), los llamados ligamentos suspensorios (de Cooper).
Estas condensaciones fibrosas del estroma del tejido conjuntivo, que se encuentran
perfectamente desarrolladas en la parte superior de la glandula, dan soporte a los 16bulos

glandulares como se puede observar en la figura 6.
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Figura 6. Seccién sagital de la glandula mamaria y de la perd toracica anterior.

Modificada de Moore. [14].

Durante la pubertad (de los 8 a los 15 afios), las glandulas crecen con normalidad por el
desarrollo de las mismas y el depdsito progresivo de grasa. Las areolas y los pezones
también aumentan. El tamafio y la forma de la mama provienen de factores genéticos,
raciales y alimentarios. Los conductos galactoforos forman esbozos que dan origen a 15-20
l6bulos de tejido glandular, que constituyen la glandula. Cada 16bulo esta drenado por un
conducto galactoforo que suele desembocar de manera independiente en el pezon. Los
conductos convergen hacia el pezon. En la profundidad de la areola, cada conducto tiene
una porcion dilatada, el seno galactéforo, donde se acumula una pequefia gota en las
madres lactantes. Cuando el pequefio empieza a mamar, la compresion de la areola (y del
seno galactéforo inferior) exprime las gotas acumuladas y anima al pequefio a continuar
alimentdndose mientras que el “reflejo de salida de la leche”, mediado por las hormonas
prosigue y se segrega. La areola contiene muchas glandulas sebdceas que aumentan
durante el embarazo y segregan una sustancia oleosa que lubrica y protege la areola y

pezon, muy sensibles al dolor y la irritacion cuando se inicia la lactancia.
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Los pezones son prominencias conicas y cilindricas situadas en el centro de la areola.
Carecen de grasa, pelo y glandulas sudoriparas. La punta del pezén esta fisurada y los
conductos galactoforos se abren por él como se puede observar en la figura 7. Los pezones
constan, en su mayor parte, de fibras de musculo liso con disposicion circular que
comprimen los conductos galactéforos durante la lactancia y enderezan el pezon como

respuesta a los estimulos.

Conductos
galactiforos

Pezdn

Conductos
galactiforos

Lobulillos

Figura 7. Vision lateral (corte sagital) y anterior de l]a mama de una mujer embarazada [15].

Las glandulas mamarias son glandulas sudoriparas modificadas; por eso carecen de capsula
o vaina especiales. El contorno redondeado y la mayor parte del volumen mamario se
deben a los lobulos adiposos, salvo durante el embarazo, momento en que la glandula

mamaria crece y se forma nuevo tejido glandular.

Los alvéolos que segregan la leche adoptan la forma de racimos de uva. La glandula
mamaria de la mayoria de las mujeres crece un poco durante el ciclo menstrual por el

aumento de las hormonas gonadotropas FSH y LH [16].
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Vascularizacion de la glandula mamaria:

La irrigacion arterial de la glandula proviene en primer lugar de las ramas mamarias

mediales de las ramas perforantes y ramas intercostales anteriores de la arteria toracica

interna, que se origina en la subclavia. En Segundo lugar de las arterias toracica lateral y

toracoacromial, ramas de la arteria axilar. Por ultimo de las arterias intercostales

posteriores, ramas de la aorta toracica que emergen en el 2°, 3° y 4° espacio intercostal,

como se puede observar en la figura 8.

Arteria subclavia

A. Braquial
A axilar Arteria toricica interna y
ramas perforantes

Tronco. a.
toracoacromial

Ramas mamarias

A. toracica lateral mediales

Ramas mamarias
laterales

Ramas mamarias
laterales de las ramas
cutineas laterales de &
las arteriales
intercostales
postericres

Figura 8. Vascularizacion (arterias) de la glindula mamaria. Modificada de Moore. [14].

Del drenaje venoso de la glandula mamaria se ocupa sobre todo la vena axilar, aunque parte

lo conduce la vena toracica interna, como se puede observar en la figura 9.

Vena yugular interna

V. subclawia

V. cefilica

Vena axilar

Vena
late-ral

Venas mamarias
laterales

‘Vena toracica interna y
ramas perforantes

Vena mamaria
medial

Figura 9. Vascularizacion (venas) de la glaindula mamaria. Modificada de Moore. [14].
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El drenaje linfatico de la glandula mamaria tiene importancia en las metastasis de las
células cancerosas. La linfa pasa del pezon, areola y lobulos de la glandula hacia el plexo
linfatico subareolar. La mayor parte de la linfa (mas del 75%), sobre todo la de los
cuadrantes laterales, drena a los ganglios linfaticos axilares, en principio y sobre todo a los
ganglios pectorales (anteriores); sin embrago, parte de la linfa drena de manera directa a
otros ganglios axilares o incluso a los ganglios interpectorales, deltopectorales,
supraclaviculares o cervicales profundos inferiores. Gran parte de la linfa restante, sobre
todo la de los cuadrantes mediales, drena a los ganglios paraesternales o a la glandula
mamaria contralateral, mientras que la linfa de los cuadrantes inferiores llega hasta la

profundidad, a los ganglios frénicos inferiores (abdominales).

Los vasos linfaticos de la piel de la glandula, con excepcion del pezon y de la areola,
drenan a los ganglios axilares, cervicales profundos inferiores e infraclaviculares y también
a los ganglios paraesternales de ambos lados. La linfa de los ganglios axilares desemboca
en los ganglios infraclaviculares y supraclaviculares y llega luego hasta el tronco linfatico
subclavio, que también drena la linfa del miembro superior. La linfa de los ganglios
paraesternales ingresa en el tronco broncomediastinico, que drena las visceras torécicas,

como se puede observar en la figura 10.
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Figura 10. Drenaje linfatico de la glindula mamaria. Modificada de Moore. [14].
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La terminacion de estos troncos linfaticos es variable. Estos troncos se agrupan entre si y
con el tronco linfatico yugular, que drena la cabeza y cuello, para formar un conducto
linfatico derecho muy corto, o bien terminan en el conducto toracico del lado izquierdo. En
muchos casos los troncos desembocan de manera independiente en la union entre las venas
yugular interna y subclavia para formar las venas braquiocefalicas, esto se puede observar
en la figura 11.
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I~
V. yugular interna

Ganglios
humerales
(laterales)

~—__Tronco linfatico .
yugular \

Conducto linfatico |

iz derecho )
Ganglios
subescapulares Tronco /
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(anteriores)
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Figura 11. Patrén de drenaje linfatico de los ganglios linfaticos axilares. Modificado de Moore. [14].
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Figura 12. Drenaje linfatico de la glindula mamaria. Comunicaciones de los vasos linfaticos de ambos lados y el

flujo eferente de la linfa hacia los ganglios linfaticos intratoracicos. Modificado de Putszl. [15].
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Nervios de la glandula mamaria.

Los nervios de la glandula mamaria provienen de ramos cutaneos anteriores y laterales del
4° a 6° nervios intercostales. Los ramos ventrales primarios de T1 a T11 se denominan
nervios intercostales porque discurren dentro de los espacios intercostales. Los ramos
comunicantes comunican cada ramo ventral con un tronco simpatico. Los ramos de los
nervios intercostales atraviesan la fascia profunda que cubre el musculo pectoral mayor y
llegan hasta la piel, incluida la mama situada en el tejido subcutaneo sobre el musculo
citado. Los ramos de los nervios intercostales conducen fibras sensitivas para la piel
mamaria y fibras simpaticas para los vasos sanguineos de la glandula mamaria y el masculo

liso de la piel suprayacente y del pezoén, como se puede observar en la figura 13.

No. supeachvioulares:
AV. cervicles muperd,

Plono wenoso ansclar «

AV, tovdcens lat o
N tordceo (T2
A, cutdnea ant.

daln. mamodty

Y —~— A tonicka .’

Vv, toracicas int,
V. cetdicn -
- =r~—- Ar. cutireos ant
v o 16 1§ AN, Niercostsles
A torace
dorsel
= AV epiphsiics =up.

8 — A1, cbilun ext. dol sbdomen

1 Ar, ouidnees ont.
[ delosm niarcostabes

-T2,

Figura 13. Visién anterior de los vasos, nervios y misculos de la pared toracica. Modificada de Putszl. [15].
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2.3 Embriologia y fisiologia.

Las glandulas mamarias surgen como proyecciones del epitelio (en este caso ectodérmicas)
hacia el mesénquima en respuesta a influencias inductivas procedentes de éste ultimo. La
primera evidencia morfologica del desarrollo de la glandula mamaria es la aparicion de dos
bandas de engrosamientos ectodérmicos llamadas lineas mamarias, que discurren a lo largo
de las paredes ventrolaterales del cuerpo de los embriones de ambos sexos hacia la sexta
semana. Las proyecciones epiteliales de los conductos mamarios se asocian con dos tipos
de mesodermo: fibroblastico y adiposo. Las interacciones inductivas con los componentes
adiposos del tejido conectivo son responsables de la forma caracteristica del sistema de

conductos mamarios.

El mesodermo controla el patrén de ramificacion del epitelio ductal, las propiedades
funcionales de los conductos mamarios son intrinsecas del componente epitelial. En
relacion con su funcion y como estructura de caracteristica sexual secundaria, las glandulas
mamarias tienen una elevada capacidad de respuesta a los estimulos hormonales del medio

[17]. Figura 14.
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Figura 14. Etapas del desarrollo embrionario de la glindula mamaria en humanos. A. 6 semanas, B. 7 semanas, C.

10 semanas, D. 4 meses, E. 6 meses, F. 8 meses. Modificada de Carlson [17].
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El desarrollo posnatal del tejido de la glandula mamaria es regulado por la accion
hormonal. El sistema sencillo de conductos mamarios que se cre6 en el embrion
permanece en este estado hasta que se expone a la accion hormonal del comienzo de la
pubertad. Los niveles crecientes de estrogenos circulantes y otros cambios hormonales
menos evidentes estimulan la proliferacion de los conductos mamarios y el aumento del

tejido adiposo situado por debajo de ellos, figura 15.
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Figura 15. Desarrollo de los conductos mamarios y control hormonal del desarrollo y funcion de la glandula
mamaria en humanos. A. Recién nacida, B. adulta joven, C. adulta, D. adulta lactante, E. adulta después de la
lactancia. Modificada de Carlson. [17].

El otro gran cambio en el ciclo del desarrollo del tejido mamario tiene lugar durante el
embarazo, aunque pueden detectarse cambios ciclicos menores en cada periodo menstrual.
Durante el embarazo, los niveles elevados de progesterona, junto con la prolactina y el
lactogeno placentario, estimulan el desarrollo de los alvéolos secretorios en los extremos de
las ramificaciones de los conductos. Con el continuo desarrollo de los alvéolos, en las
células epiteliales se acumula gran cantidad de organelos citoplasmicos, como el reticulo
endoplasmico rugoso y el aparato de Golgi, que estan implicados en la sintesis y la
secrecion de las proteinas. Durante la lactancia se producen interacciones reciprocas entre
la glandula mamaria y el cerebro. Estimuladas por la secrecion de prolactina por la
adenohipofisis, las células alveolares sintetizan las proteinas de la leche (caseina y o

lactalbimina) y lipidos.
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En respuesta al estimulo de la succion, la liberacion de oxitocina por la neurohipofisis
desencadena la eyeccion de leche. La oxitocina causa la contraccion de las células
mioepiteliales que rodean a los alvéolos. La succion también inhibe la liberacion del factor
liberador de hormona luteinizante por el hipotdlamo, lo que ocasiona la inhibicion de la
ovulacion. Cuando se suspende la lactancia, la reduccion de la secrecion de prolactina y los
efectos inhibitorios de la leche no eyectada de los alvéolos mamarios conducen al cese de la
produccion de leche. Los alvéolos mamarios involucionan y el sistema de conductos de la

glandula mamaria recuperan su estado previo al embarazo, figura 16.
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Figura 16. Diferencias glandulares entre la mama inactiva y la lactante 6 activa. Modificada de Gartner. [18].

Las glandulas mamarias se consideran dentro de las glandulas exocrinas multicelulares y
estas estan constituidas por acimulos de células secretoras distribuidos en diversos grados
de organizacion. Se considera una glandula exocrina por que libera su producto en un
sistema de conductos que se abren al epitelio de revestimiento del que se originaron.

Las células de las glandulas exocrinas manifiestan tres mecanismos diferentes para
descargar sus productos secretados: merocrino, apocrino y holocrino. Una parte de la
secrecion de la glandula mamaria los lipidos de la leche, es liberada de manera apocrina.
Estas células secretoras no actian por si solas sino que lo hacen como 6rganos secretores.
La glandula mamaria entonces es una glandula exocrina multicelular compuesta ya que su
parte ductal se ramifica. De acuerdo a su morfologia se considera como tubuloacinar

compuesta [17,18, 19].
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2.4 Factores de riesgo y prediccion.

El Cancer mamario es 3 o 4 veces mds probable en mujeres cuyas madres o hermanas lo
presentaron respecto de quiénes no tienen ese antecedente familiar. El riesgo se eleva aun
mas en pacientes cuyo cancer materno o fraterno se presentd antes de la menopausia o era
bilateral y en aquellas con antecedente familiar de cdncer mamario en dos o mas parientes
de primer grado. Sin embargo, no hay antecedente de cancer mamario en parientes
femeninas de mas de 80% de las mujeres afectadas.

Las nuliparas y las personas cuyo primer embarazo a término ocurri6 después de los 35
afos tienen 1.5 veces mayor incidencia de cancer mamario que las multiparas. La
menopausia natural tardia (después de los 50 afios) y la menarquia temprana (antes de los
12 afos) se relacionan con un ligero aumento del riesgo. Los cambios fibroquisticos,
cuando se acompafian de alteraciones proliferativas, papilomatosis o hiperplasia epitelial
atipica, se vinculan con una mayor incidencia.

Una mujer que presentd cancer en una mama tiene mayor riesgo de que aparezca en la
otra. En ella surge un cancer contralateral con una tasa de 1 o 2% por afio. Las mujeres con
cancer del cuerpo uterino poseen mucho mayor riesgo de cancer mamario que el de la
poblacion general y aquéllas con cancer mamario tienen un riesgo aumentado de cancer
endometrial. En general las tasas comunicadas de paises en desarrollo son bajas y en los
desarrollados altas. Los factores de la dieta (un mayor consumo de grasas) pueden
propiciar algunas diferencias en la incidencia. Hay pruebas de que la administracion de
estrogenos a mujeres posmenopausicas puede dar como resultado un riesgo un poco mayor
de cancer mamario, pero solo con dosis altas y a largo plazo. La administracion
concomitante de progesterona y estrogenos puede reducir de manera notoria la incidencia

de cancer mamario, en comparacion con el uso de estrogenos solos.

El cancer mamario aparece hasta en 85% de las mujeres con mutaciones del gen BRCAI
durante su vida. Otros genes se vinculan con un mayor riesgo de cancer mamario y de otros
tipos, como BRCA2, la mutacion de ataxia-telangiectasia, y de la p53 (gen supresor
tumoral). Las mutaciones p53 se han reconocido en casi el 1% de los canceres mamarios de

mujeres menores de 40 afios [20].
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Los genes de alta susceptibilidad a cancer de mama (BRCA1 y BRCA2) se transmiten en
forma autosdmica dominante con penetrancia variable. Los individuos portadores de
mutaciones en estos genes de susceptibilidad a cidncer de mama tienen un aumento
significativo de riesgo a lo largo de su vida de padecer cancer comparado con el riesgo de

la poblacion general [21].

Multiples estrategias se han utilizado para identificar los factores genéticos predisponentes
del céncer de mama, como la busqueda y deteccion genes con mutaciones que sean
candidatos los genes como CHEK?2, mutaciones en ATM, BRIP1 y PALB2, los que se han
encontrado con poca frecuencia y confieren una penetrancia intermedia en el cancer de
mama. Por lo que mas del 70% de la predisposicion de cancer de mama sigue siendo

inexplicable[22].

El Céncer de la glandula mamaria es un padecimiento heterogéneo; la identificacion
continua de marcadores que apoyen en la prediccion de la respuesta a la terapia y el
pronostico del padecimiento, es una tarea fundamental. A la fecha se ha logrado establecer
el poder pronostico de solo unos cuantos marcadores. Los cldsicos son el tamafio tumoral,
el numero de ganglios positivos y la permeacion vascular linfatica. El receptor de
estrogeno, es probablemente el factor prondstico con mayor poder predictivo en su manejo.
El receptor de progesterona, también es un marcador ampliamente usado, aunque su valor
prondstico no esta completamente establecido. Por su parte HER-2 se ha convertido en el
factor de mal pronostico evaluado en forma rutinaria. Otros factores no han demostrado un

impacto semejante en el pronostico de las pacientes con cancer de mama.

Los factores pronoésticos son cualquier caracteristica del tumor o del paciente que puede
usarse para predecir la historia natural de la neoplasia y por ende del periodo libre de
enfermedad, recidiva y sobrevida de las pacientes. Los factores predictivos indican la
respuesta a una terapia en especial. En el manuscrito del consenso de 1999 del Colegio

Americano de Patologos los factores prondsticos los clasificaron en tres categorias.
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La categoria I incluye aquellos factores que proveen informacién en el manejo del paciente
y que deben ser usados de manera rutinaria, la categoria II son factores bioldgicos y
clinicos que han sido estudiados, pero que todavia se necesita informacion estadistica mas
solida para ser validados y pueden ser opcionales, la categoria III son todos aquellos

factores que no han sido totalmente estudiados, tabla 2.

CATEGORIA 1 CATEGORIA II CATEGORIA III

e Tamafio del e HER-2-neu, p53. e Andlisis de ploidia
tumor. e Permeacién vascular o de DNA.

e Estatus linfatica. e Angiogénesis EGF
ganglionar. e Marcadores de e TGFo.

e Grado proliferacion celular (ki- e bcl-2.
histologico. 67, MIB-I). e Ps2.

e Tipo histologico. e Analisis de DNA. e Catepsina 2.

e Expresion de RH

Tabla 2. Factores prondsticos en cancer de glandula mamaria. Consenso del Colegio Americano de
Patélogos en el aiio 1999. Modificada de Pérez et al. [23].

Tamaiio del tumor. Este es un factor prondstico importante ya que tiene una asociacion
directa con la sobrevida y el estado ganglionar en la paciente. El carcinoma minimo de
glandula mamaria se ha definido como aquel carcinoma ductal in situ, lobulillar in situ o
carcinoma invasor que mide menos de 0.5 cm de didmetro. Es importante reportar el
tamano del tumor de la forma mas exacta posible por lo que se pueden seguir las siguientes
recomendaciones:

e El tumor se debe medir cuando menos en dos dimensiones y el diametro mayor es el
que se toma como referencia para la estadificacion.

e El tamafio macroscopico y microscopico deben correlacionarse. En tumores con
amplio componente in situ, s6lo se tomard como tamafio del componente invasor, el
cual se debe medir durante el examen microscopico.

e (uando se encuentran dos o mas tumores, estos se deben reportar por separado
Estado ganglionar. El mejor indicador pronostico en pacientes con cancer temprano de
glandula mamaria es la presencia o ausencia de metastasis en los ganglios linfaticos
axilares. El 20 a 30% de las pacientes con ganglios negativos presentan recurrencia dentro
de los primeros 10 afos, mientras que recurren el 70% de los pacientes con ganglios

axilares positivos.
26



El numero de ganglios afectados también es importante, ya que en pacientes con 4 o mas
ganglios afectados tienen un peor prondstico. Actualmente se considera que una diseccion
de axila es adecuada cuando incluye 15 a 20 ganglios. El reporte de patologia incluye la
cantidad total de ganglios, especificando el nimero afectado por metéstasis, el estado de su

capsula y la presencia de neoplasia en el tejido adiposo periférico.

Grado histologico. Este es un factor pronostico importante ya que ha mostrado tener valor
para predecir la sobrevida en pacientes con cancer de glandula mamaria. El método de
gradificacion histologica que se utiliza actualmente, es el sistema de Scarff-Bloom-
Richardson modificado que consta de los siguientes parametros: El alto grado histologico
se ha relacionado con mayor frecuencia a metastasis, recurrencias tumorales, muerte por

enfermedad metastasica, menor intervalo libre de enfermedad y sobrevida global mas corta.

Receptores hormonales. La expresion de receptores de estrogeno (RE) y progesterona
(RP) positivos se correlaciona con tumores de bajo grado histoldégico que responden a
tratamiento hormonal sobretodo en pacientes post menopausicas. Solamente hay una
diferencia absoluta del 8 a 10% en sobrevida libre de enfermedad para mujeres con tumores
de mama receptores positivos en comparacion con aquellas con receptores negativos. Sin
embargo, son factores altamente predictivos de respuesta a terapia hormonal,
aproximadamente77% de las pacientes con tu mores RE y RP positivos responden a terapia
hormonal, 27% responden cuando son RE positivos y RP negativos, 46% responden
cuando son RE negativos y RP positivos. El 11% de las pacientes no responden cuando
ambos receptores son positivos, y aproximadamente el 33% de las pacientes con receptores
positivos no responden a terapia hormonal.

HER2/neu (c-erbB-2). HER2 es miembro de la familia de receptores del factor de
crecimiento epidérmico constituido por cuatro miembros: HER 1 (erb-B1), HER-2 (erb-
B2), HER-3 (erb-B3) y HER-4 (erb-B4). El proto-oncogén HER-2/ neu est4 localizado en
el cromosoma 17q y codifica para una glicoproteina transmembranal de 185 KDa, que
posee actividad tirosina cinasa intrinseca. La amplificacion de HER-2/neu o sobre
expresion de la proteina, se ha identificado en 10 a 34 % de los carcinomas de glandula

mamaria.
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Proteina p-53. p53 Es un gen supresor del cancer situado en el cromosoma 17 p13.1; es el
sitio mas frecuente de las alteraciones genéticas del cancer humano. El 50% o mas de los
tumores humanos contienen mutaciones de este gen. La pérdida homocigética del gen p-53
aparece en casi todos los tipos de cancer, entre ellos el cancer de mama. El hecho de que las
mutaciones de p-53 sean frecuentes en distintos tumores, indica que la proteina p-53 actfia
como guardian esencial contra el desarrollo del cancer. p-53 advierte que el DNA se
encuentra dafiado y ayuda a su reparacion, provocando un arresto en G1 e induciendo a los
genes que intervienen en la reparacion del DNA. Si resulta imposible la reparacion, p-53
conduce a la célula hacia la apoptosis. En caso de pérdida homocigdtica de p-53, el DNA
dafiado no puede ser reparado, las mutaciones se convierten en fijas cuando la célula se
divide y las células entran en un camino sin retorno hacia la transformacion maligna. Las

mutaciones resultan en una sobre-expresion de p-53.

bel -2. Este gen se ha reportado como un marcador de buen pronostico y un factor
predictivo de respuesta al tratamiento con Tamoxifeno. La expresion de bcl-2 se asocia a

tumores con RE positivo y las pacientes tienen sobrevida libre de enfermedad mas larga.

Otros factores predictivos importantes son:

La permeacion linfatica ya que los émbolos tumorales dentro de los vasos linfaticos

predicen recurrencia local y sobrevida global mas corta.

La invasion vascular es la penetracion de células neoplasicas en la luz de un vaso arterial 6
venoso. Las metdstasis viscerales de cancer de mama se han observado en 67% de los
pacientes con invasiéon en comparacion con solo el 35 % de los pacientes sin ella. Asi

también las recurrencias son mas frecuentes en pacientes con invasion vascular.

El infiltrado linfoplasmocitario, este hallazgo en carcinomas ductales sin patron

especifico, se ha relacionado a mal pronostico.
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Las caracteristicas del estroma, las neoplasias que contienen minima reaccion estromal
son bien circunscritas con grado nuclear e histoldgico alto, reaccioén linfo-plasmocitaria
prominente y son receptores de estrogeno negativos. Por otro lado, los carcinomas con
estroma fibrético, escirros, con aspecto estelar son moderadamente diferenciados con

escasa reaccion linfoplasmocitaria y son receptores de estrogeno positivos.

La angiogénesis, el aumento de volumen de una neoplasia y su capacidad para formar
metastasis requieren de la formacion de nuevos vasos sanguineos. Se ha observado que el

incremento en la densidad de microvasos también aumento el riesgo de metéstasis.

El estudio y determinacion de los factores prondsticos y predictivos principales son de
ayuda para el médico clinico y patdlogo en la toma de decisiones en el diagndstico y

tratamiento de las pacientes con patologia de glandula mamaria [23].

2.5 Deteccion temprana.

La deteccion del céncer mamario antes de su diseminacion a los ganglios axilares
incrementa de manera considerable la posibilidad de supervivencia y casi 85% de esas
mujeres sobrevivird al menos cinco afios. Son necesarias la exploracion fisica y la
mamografia para conseguir el maximo beneficio de los programas de deteccion, ya que el
35% a 50% de los canceres mamarios tempranos se pueden descubrir s6lo por mamografia

y otro 40% solo por palpacion clinica.

La probabilidad de cancer en una mamografia de deteccion tiene relacion directa con la
valoraciéon de Breast Imaging and Reporting Data System (BIRADS). Los principales
factores de riesgo conocidos del cancer de mama estan asociados a la exposicion
prolongada a estrogenos, son indicadores de estilos de vida y patrones reproductivos, y por
esto resultan dificiles de modificar. Reducir la mortalidad requiere, entonces, mejorar la

deteccion temprana y las estrategias de tratamiento.

La NOM-041 reconoce 3 tipos de intervenciones especificas para la deteccion del céncer, la

autoexploracion, el examen clinico y la mastografia.
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La autoexploracion mamaria es una técnica de deteccion del cancer mamario basada en la
observacion y palpacion que hace la mujer en sus propias mamas. En un alto porcentaje son
las mujeres quienes detectan los nddulos que indican una alteracion mamaria. La
autoexploracion es referida por algunos criticos como una herramienta de poca utilidad ya
que no detecta lesiones tempranas. En estudios realizados en México con respecto a la
autoexploracion se ha concluido que las mujeres son capaces de detectar lesiones de, al
menos, 1 cm y, cuando son superficiales, de hasta 0.5 cm una vez que han recibido
capacitacion. El impacto mundial de la autoexploracion mamaria muestra datos
inconsistentes y no refleja disminucion de la mortalidad, pero algunos reportes refieren un
mejor prondstico para las pacientes, ya que se detectan lesiones en etapas clinicas [ y II. El

90% de los casos de cancer de mama en México son detectados gracias a que la propia
paciente detecta un abultamiento o nddulo, y en estos casos ya se trata de un estadio

avanzado de la patologia [24].

En el examen clinico se debe obtener una historia clinica completa es el primer paso del
examen clinico mamario, y ésta debe incluir antecedentes importantes tales como el estado
hormonal y la historia familiar de cancer de mama. El examen clinico mamario debe incluir
una exploracion fisica en que se observara la configuracion general y se palparan los senos

revisando también axilas y pezones.

Signos y sintomas: La manifestacion de presentacion en casi el 70% de las pacientes con
esta patologia es una tumoracion casi siempre indolora. Son sintomas menos frecuentes la
presencia de dolor, secrecion del pezon, erosion, retraccion, aumento de volumen o prurito
en el pezon, eritema, solidez generalizada, crecimiento o disminucion de volumen de la
mama. Rara vez, el principal sintoma puede proceder de una anomalia axilar o edema del
brazo. El dolor dorsal u 6seo, la ictericia o la pérdida de peso pueden indicar la presencia de
metastasis sistémicas. La frecuencia relativa de la presencia del carcinoma es variable
segun el sitio anatomico, el 60% de los carcinomas se encuentra en el cuadrante

superoexterno de la glandula mamaria.
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En la mamografia de escrutinio se busca visualizar lesiones no-palpables (es decir,
menores de 0.5 cm si se trata de nddulos), calcificaciones (nunca palpables por su reducido
tamafio), asimetrias en la densidad mamaria, y/o distorsion de la arquitectura de la glandula.
Los nddulos son objetos que aparecen en ambas proyecciones con densidad media y alta, se
confunden con el tejido glandular, y sus contornos son indicadores de malignidad. Las
calcificaciones son acumulaciones cristalinas de calcio, de tamafios de cientos de micras,
cuyo patrén de agrupacion y morfologia es indicador de malignidad. Sélo la mamografia
puede detectar las calcificaciones. La imagen mamografica s6lo permite visualizar estos
indicadores, y la severidad de la lesion evaluada por las caracteristicas de la imagen llevara
al radiologo a solicitar la toma de una biopsia del tejido sospechoso. La malignidad del
tumor sbélo se determina a través del analisis patoldogico de la muestra citologica o

histologica [20, 24].

Pruebas diagnésticas:
e Biopsia: El diagnostico de cancer mamario depende al final del estudio de tejidos o
células extraidos por biopsia. Nunca debe instituirse tratamiento sin un diagndstico

inequivoco de cancer por histologia o citologia.

a. Citologia del material aspirado con aguja fina es una técnica util por la que

se aspiran cé¢lulas con una pequefia aguja y se revisan por citologia.

b. Biopsia con aguja grande (en sacabocados) permite retirar un cilindro de

tejido con una gran aguja de corte.

c. Biopsia abierta bajo anestesia local como procedimiento individual antes de

decidir el tratamiento definitivo, es el método mas confiable B

Diagnéstico diferencial: Las lesiones a considerar en el diagndstico diferencial del cancer
mamario son, en orden descendente de frecuencia: Cambios fibroquisticos mamarios,

Fibroadenoma, papiloma Intraductal, lipoma y necrosis grasa [25].
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2.6 Estadificacion.

El “American Joint Committee on Cancer” y la “International Union Against Cancer”

acordaron un sistema TNM (Tumor, ganglios linfaticos regionales y metéstasis distantes)

de estadificacion del cancer mamario. El cancer de mama se ha clasificado en cuatro grupos

para estandarizar las comparaciones de los resultados de las diferentes modalidades

terapéuticas y para guiar el tratamiento:

Estadio 0. Carcinoma Ductal in Situ o Carcinoma Lobulillar in Situ (tasa de
supervivencia a los 5 afios del 92 %).

Estadio I. Carcinoma infiltrante de 2 cm. o menos de diametro sin afectacion de
ganglios linfaticos y sin metéstasis a distancia (tasa de supervivencia a los 5 afios
del 87%).

Estadio II. Carcinoma infiltrante de 5 cm. o menos de diametro con ganglios
linfaticos axilares afectados pero movibles y sin metéstasis a distancia, o bien
carcinoma infiltrante mayor de 5 cm. de didmetro sin metéstasis ganglionares ni
metastasis a distancia (tasa de supervivencia a los 5 afios del 75%).

Estadio III: Carcinoma de mama con mas de 5 cm. de didmetro y con metastasis
ganglionares, o bien cualquier cancer de mama con ganglios axilares metastasicos
fijos o fusionados; o bien cualquier cancer de mama con afectacion de ganglios
linfaticos mamarios internos ipsolaterales; o bien cualquier cancer de mama con
afectacion cutanea, fijacion del pectoral a la pared toracica, edema o carcinoma
inflamatorio clinico, en ausencia de metastasis a distancia (tasa de supervivencia a
los 5 afios del 46%).

Estadio IV: Cualquier forma de cancer de mama con metastasis a distancia
(incluidos los ganglios linfaticos supraclaviculares ipsolaterales) (tasa de

supervivencia a los 5 afos del 13%) [26].

En el afio 2003 se realizaron cambios (“American Joint Committee on Cancer”, AJCC) en

la clasificacion TNM del cancer mamario dirigidos a una mas completa y significativa

estratificacion de las pacientes atendiendo a las nuevas técnicas diagnosticas y a la

introduccion de la biopsia del ganglio centinela.
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Los principales cambios se refieren a: 1) distincion basada en el tamafio tumoral entre
micrometastasis y c€lulas tumorales aisladas, 2) empleo de identificadores de las nuevas
técnicas, inmuno-histoquimicas y moleculares, utilizadas, 3) clasificacion del estado
ganglionar segun el numero de ganglios con metéstasis y una nueva clasificacion de las
metastasis de ganglios infraclaviculares de la cadena mamaria interna y supraclaviculares.

En la tabla 3 se puede observar la actual clasificacion del cancer de mama.

Estadio
o] Tis NO MO
1 T1* NO MO
A TO N1 MO
T1* N1 MO
T2 NO MO
{1=] T2 N1 MO
T3 NO MO
1A TO N2 MO
T1* N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
nB T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
mc Cualquier T N3 MO
v Cualquier T Cualquier N M1
* T1 incluye T1 mic (microinvasién (0,1 cm).

Tabla 3. Clasificacion en estadios del cancer de mama. Modificada de Gonzales-Palacios. [27]

Esta nueva clasificacion se refiere a lo siguiente:

e Estadio O:
Carcinoma in situ, sin afectacion de los ganglios linfaticos regionales, sin evidencia
de metastasis a distancia.

e Estadio I:
Tumor inferior o igual a 2 cm, sin afectacion de los ganglios linfaticos regionales,

sin evidencia de metastasis a distancia.
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Estadio IIA:

e Tumor inferior o igual a 2 cm, afectacion ganglionar axilar no adheridos a
planos profundos, sin evidencia de metastasis a distancia.
e Tumor entre 2 y 5 cm, sin afectacion de ganglios linfaticos regionales, sin

evidencia de metastasis a distancia.

Estadio 1IB:

e Tumor entre 2 y 5 cm, afectacion ganglionar axilar, no adheridos a planos

profundos y sin evidencia de metéstasis a distancia.

e Tumor de mas de 5 cm, sin afectacion de ganglios linfaticos regionales, sin

evidencia de metastasis a distancia.

Estadio IIIA:

e Sin evidencia de tumor primario, mazacote ganglionar o fijo a planos profundos
o afectacion clinica de la cadena mamaria interna en ausencia de afectacion

axilar, sin evidencia de metastasis a distancia.

e Tumor inferior o igual a 2 cm, afectacion ganglionar axilar no adheridos a

planos profundos, sin evidencia de metastasis a distancia.

e Tumor entre 2 y 5 cm, mazacote ganglionar o fijo a planos profundos o
afectacion clinica de la cadena mamaria interna en ausencia de afectacion axilar,
sin evidencia de metastasis a distancia.

e Tumor de mas de 5 cm, afectacion ganglionar axilar, no adheridos a planos
profundos, sin evidencia de metastasis a distancia.

e Tumor de mas de 5 cm, mazacote ganglionar o fijo a planos profundos o
afectacion clinica de la cadena mamaria interna en ausencia de afectacion axilar,

sin evidencia de metastasis a distancia.
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e Estadio IIIB:

e Tumor que infiltra directamente la pared toracica, la piel, ambas o carcinoma
inflamatorio, sin afectacion de ganglios linfaticos regionales, sin evidencia de
metastasis a distancia.

e Tumor que infiltra directamente la pared toracica, la piel, ambas o carcinoma
inflamatorio, afectacion ganglionar axilar no adheridos a planos profundos, sin
evidencia de metdstasis a distancia.

e Tumor que infiltra directamente la pared toracica, la piel, ambas o carcinoma
inflamatorio, mazacote ganglionar o fijo a planos profundos o afectacion clinica
de la cadena mamaria interna en ausencia de afectacion axilar, sin evidencia de

metastasis a distancia.

e Estadio IIIC:
Tumor de cualquier tamaio, afectacion infraclavicular, o de la arteria mamaria
interna con afectacion simultanea axilar, o afectacion supraclavicular independiente
de la afectacion de la arteria mamaria interna, sin evidencia de metastasis a
distancia.

e Estadio IV:
Tumor de cualquier tamaio, cualquier afectacion ganglionar, con metastasis a

distancia [27].

La determinacion correcta del estadio en las pacientes con cancer de mama reviste una
extraordinaria importancia. No solo permite un pronostico exacto sino que en muchos casos

la toma de decisiones terapéuticas se basa en la clasificacion TNM.
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2.7 Tipos histolégicos.

El carcinoma es mas frecuente en la mama izquierda que en la derecha en una proporcion
de 110:100. Los canceres son bilaterales o secuenciales en la misma mama solo en el 4% de
los casos. El cancer mamario surge del revestimiento epitelial de los conductos grandes o
de tamano intermedio (ductal) o bien de los conductos terminales de los lobulillos
(lobulillar). El cancer puede ser invasivo o in situ. Casi todos los cdnceres mamarios
proceden de los conductos intermedios y son invasivos (ductal invasivo o infiltrante) y la
mayor parte de los tipos histopatologicos corresponde a subtipos del cancer ductal invasivo
con patrones de crecimiento diferentes.

El carcinoma ductal que no ha invadido el tejido extraductal corresponde a un tipo
Intraductal o in situ. El carcinoma lobulillar puede ser invasivo o in situ. Los canceres no
invasivos por definicion se confinan arriba de la membrana basal de los conductos y
carecen de capacidad de diseminacién. Los subtipos histopatologicos del cancer mamario

se encuentran en la tabla 4.

TIPO

Ductal Infiltrante.

No especificado de otra manera:
Medular * (80-90%)

Coloide (mucinoso) *(5-8%)
Tubular *(2-4%)

Papilar *(1-2%)

Lobulillar invasivo.

No invasivo:

Intraductal *(1-2%)

Lobulillar in situ *(6-8%)
Canceres raros:

Juvenil (secretor) *(4-6%), Adenoideo quistico
*(2-3%)

Epidermoide *(2-3%).

Tabla 4. Distribucién de los tipos histolégicos de carcinoma de mama. Modificada Cotran et al. [4].
*Frecuencia de presentacion
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Carcinoma ductal in situ:

Es una proliferacion de células atipicas, confinada por una membrana basal intacta al
sistema ducto-lobular de la mama, no es causa de morbilidad a menos de que se convierta

en invasivo. Se ha clasificado en cinco subtipos:

1. Comedocarcinoma: Se caracteriza por la presencia de un grupo so6lido de células
malignas de alto grado con necrosis en la parte central del caimulo celular, con frecuencia

esta zona sufre calcificacion.

2. Carcinoma ductal in situ no comedon: Puede presentar grados nucleares que van desde
leve a intenso. Las calcificaciones se observan en asociacidon con necrosis central. Las

células presentan un aspecto monoformo.

3. Carcinoma ductal in situ de tipo cribiforme: Se observan espacios intraepiteliales

distribuidos al azar y con una morfologia regular.

4. Carcinoma ductal in situ de tipo papilar: Carece de la capa normal de células mio-

epiteliales.

5. Carcinoma ductal in situ de tipo micropapilar: Se reconoce por la presencia de
protrusiones epiteliales sin eje fibrovascular con frecuente formacion de patrones

intraductales complejos.

Representa un precursor no obligado con riesgo variable de progresion, dependiendo de la
combinacion de varios factores como: Patron histologico (por extension, grado histologico),
tamafo de la lesion, estado de los margenes, estudios complementarios y marcadores de

proliferacion y el c-erbB-b2.
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Segun el sistema Van Nuys de Silverstein y Lagios el cudl se basa en la distincion de tres
grados nucleares, de acuerdo con el tamafio, textura y presencia de nucléolos y la presencia

o ausencia de necrosis tipo comedo.

Grupo 1: (Bajo grado) Tumores con nucleos de bajo grado o intermedio, ausencia de
necrosis.

Grupo 2: (Grado intermedio) Tumores con nucleos de bajo grado o intermedio y necrosis
tipo comedo.

Grupo 3: (Alto grado) Tumores con nucleos de alto grado, independientemente de la

presencia o ausencia de necrosis.

El grado del tumor es un factor pronostico significativo para el riesgo de recidiva. En el
caso del carcinoma ductal in situ la medicion del tamafio de la lesion se suele hacer en las
placas microscopicas, pueden existir multiples focos y pueden aparecer o no

calcificaciones.

Carcinoma lobulillar in situ:

Proceso microscopico, constituye un hallazgo incidental encontrado en asociacidon con
alguna otra alteracion macroscopica o mamografica. Este fue descrito por Foote y Stewart
en 1941. Los acinos lobulillares aparecen, llenos y distendidos por una proliferacion de
células poco adheridas, con nucleos redondos bastante anodinos, citoplasma escaso y
nucléolos poco prominentes, aunque esto puede variar ya que las caracteristicas citoldgicas
de las células pueden ser mas variables por ejemplo nucleos pleomorfos y citoplasma

abundante.

Para diferenciar entre carcinoma ductal in situ y carcinoma lobulillar in situ: La presencia
de luces intracitoplasmaticas y globulos de mucina en una lesion proliferativa, que afecta
la unidad conducto-l6bulo terminal, constituye la evidencia convincente del carcinoma

lobulillar in situ, figura 17.
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Esto se manifiesta como una proliferacion de células atipicas que tapizan el conducto, con
una capa de epitelio ductal intacto. En una mama atréfica de la mujer menopausica, este

patron puede ser la tnica evidencia de carcinoma lobulillar in situ.

Figura 17. Carcinoma lobulillar in situ. [II].

Carcinoma de mama invasivo: La mayoria de los canceres invasivos proceden de células
de la unidad ducto-lobulillar terminal, figura 18.

" o i |

Células invasoras

Las células restantes
representan cancer in
situ.

Figura 18. Carcinoma de mama invasivo. [II].
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Carcinoma lobulillar infiltrante:

Representa hasta el 16% de los canceres de mama invasivos. El tumor puede presentarse
como una masa escirrosa, indistinguible macroscopica y mamograficamente del carcinoma
ductal infiltrante, aunque es mas insidioso el tumor lobulillar se presenta como un tumor

menos definido que resulta menos aparente en la exploracion fisica.

Descripcion microscopica clasica: (Segun Foote y Stewart) es un tumor infiltrante difuso,
compuesto de células con nucleos redondos pequefios y con pleomorfismo minimo y
escasa actividad mitdtica. Las luces intracitoplasmaticas que proporciona un aspecto de
anillo de sello son frecuentes, pero no patognomonicas, puesto que también se pueden
encontrar en los carcinomas ductales. Las filas lineales (“fila india”) de células tumorales
infiltrantes, representan el patrén de invasion mas caracteristico como se puede observar en
la figura 19, y muchas veces forman espirales alrededor de las estructuras ductales nativas,
con el llamado patrén en “diana”. Existen variantes que consisten en células con las mismas
caracteristicas citologicas que las del tipo clasico pero con diferentes patrones de

proliferacion como el alveolar el s6lido o el tubulo-nodular.

El tipo pleomorfo: Esta variante consiste en células que infiltran del mismo modo que las
del carcinoma lobulillar clasico, pero que tiene nucleos de lato grado. Presentan un

comportamiento mas agresivo.

A

Figura 19. A y B: Carcinoma lobulillar infiltrante. Las células de mayor tamaifio
que los hematies, tiende a formar hileras con sus elementos moldeandose entre si. [I11].
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Carcinoma ductal infiltrante:

Este grupo de tumores incluye la mayoria de los casos de cancer de mama de tipo invasivo
(85 al 90%).

Este se divide en dos subtipos:

a) No de tipo especial 6 “no especificado de otra forma” este representa del 50 al 75%
de los casos. Los nucleos varian desde pequefios y bastante anodinos, hasta los que
presentan agradamiento y pleomorfismo evidentes. La actividad mitotica puede
oscilar desde minima hasta evidente y en general es paralela al grado nuclear. Los
patrones histologicos se describen a partir del grado de formacion de glandulas, que
puede ser muy prominente o faltar por completo. Hay que considerar si hay necrosis

extensa o la presencia de carcinoma ductal in situ difuso.

b) De tipo especial: Es un grupo de tumores diferenciados de los no de tipo especial

por su aspecto histologico distintivo y comportamiento [28].

Figura 19. A y B: Grupo epitelial procedente de la puncién de un carcinoma ductal infiltrante.
Falta de cohesion celular. [IIT].
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2.8 Tratamiento.

En etapas tempranas, con tratamiento multimodal, como cirugia, quimioterapia,
hormonoterapia y radioterapia, se espera que la mayoria de las pacientes logren una
sobrevida estimada a 5 afios del 98%. Sin embargo, mas de la mitad de este grupo de
pacientes pueden tener una recaida de la enfermedad, que de ser localizada o diseminada
modificara la sobrevida estimada en 80% y 26% a 5 afios, respectivamente. Los retos que
plantea esta situacidon son por una parte la prevencion, el diagndstico precoz y la mejor
utilizacion de los recursos terapéuticos ante cualquier etapa o tipo de enfermedad recurrente

y/ 0 metastasica. Es importante no perder de vista la calidad de vida y el costo-beneficio.

Tratamiento quirurgico.

La mastectomia radical, introducida por Halsted, representé una mejora importante en el
control local y regional del cdncer mamario y de acuerdo a los principios halstedianos de la
diseminacién tumoral que seguia un proceso ordenado y centrifugo, ocupd un lugar de
privilegio en el tratamiento del cancer mamario hasta la mitad del siglo pasado. Durante los
decenios de los cincuenta y los sesenta, se comenzd a dudar si la mastectomia radical

cumplia con los requisitos de la hipotesis de Halsted.

Mustakallio en 1954, y Porritt, Peters y Crile en 1960, presentaron sus resultados con la
escision local seguida con radioterapia y aunque no demostraron ventajas claras con este
enfoque, si probaron que con esta modalidad terapéutica que las pacientes podian vivir por
varios afios libres de enfermedad. Los procedimientos no fueron basados en conceptos
bioldgicos claros y varias veces fueron realizados porque las pacientes se rehusaron a ser
tratadas mediante mastectomia radical. En 1968, el grupo de Bernarda Fisher formul6 una
hipotesis alternativa, fundamentada en conceptos bioldgicos y no en anatomicos y
mecanicistas, la cual considerd al cancer mamario como una enfermedad sistémica en la
que no existia un patrén ordenado de diseminacién y donde los ganglios linfaticos eran
ineficaces como barrera de diseminaciéon de la enfermedad, lo que tuvo importancia
bioldgica y sirvio como indicador de la relacion entre el huésped y el tumor; ademas

consideraba importante la via hematdgena en la diseminacion tumoral.
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Diversos nombres han sido utilizados para describir la cirugia conservadora:
Tumorectomia, escision local, tilectomia y lumpectomia, y todos se refieren a la reseccion
del tumor mamario y suficiente tejido sano para lograr margenes histologicos libres de
tumor.

El consenso general de contraindicaciones para la conservacion del seno comprende terapia
radiactiva previa que involucra la region del seno, enfermedad multicéntrica o paciente en
el primero o segundo trimestre del embarazo. La cirugia conservadora de la glandula
mamaria es una opcion valida en la mayoria de las pacientes que padecen cancer de mama.
Esta modalidad terapéutica ha demostrado una supervivencia similar con la adicion de la
radioterapia comparada con la cirugia convencional. Los objetivos de la cirugia
conservadora son preservar las caracteristicas estéticas de la mama y lograr el mismo
control local de la enfermedad comparada a la mastectomia radical modificada, aunque
esta sigue ocupando un importante lugar como tratamiento del cdncer mamario. En nuestro
pais lamentablemente este tipo de cirugia no se realiza con la frecuencia deseada debido a
que la mayoria de las pacientes no retinen los requisitos para efectuarla (la mayoria de las
pacientes acuden con enfermedad localmente avanzada no siendo candidatas a este tipo de

cirugia) [29, 30].

Hormonoterapia para ciancer de mama.

Este tipo de tumor es hormono-sensible frecuentemente, poco menos de la mitad de las
pacientes premenopausicas, y dos tercios de las mujeres postmenopausicas con cancer de
mama presentan tumores con receptores de estrogeno o progesterona. Ademas, la
sensibilidad de los tumores malignos de la mama a los receptores de estrogeno se
incrementa con la edad, por lo que el bloqueo del estimulo hormonal constituye un objetivo
terapéutico importarte. Las hormonas influyen tanto en el riesgo de desarrollar cancer de
mama como en su historia natural. Se ha acumulado suficiente evidencia clinica y
experimental para respaldar el papel de los estrogenos en el desarrollo y crecimiento de los
tumores de mama, siendo cada vez mas claro su papel en la iniciacion y promocion de la

enfermedad neoplasica. Este concepto se basa en los siguientes puntos:
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e Existe informacion epidemioldgica que indica un efecto protector de la oforectomia
concomitante al tratamiento hormonal y el incremento del riesgo de desarrollar
cancer de mama en mujeres tratadas con dietilestilbestrol.

e Se ha demostrado el efecto mitogénico de los estrogenos en varias lineas celulares
de cancer de mama.

e Los reportes también han demostrado que el empleo de hormonales orales en edades
muy tempranas incrementa el riesgo de desarrollar cancer de mama. Todos estos
resultados sugieren que los estrogenos participan en la promocion del crecimiento
tumoral y, posteriormente en la progresion de la misma.

Estréogenos.

Los estrogenos ejercen efectos de promocion del crecimiento en el tejido mamario
directamente a través de la induccion de enzimas y proteinas involucradas en la sintesis de
acidos nucleicos, y/o la activacion de oncogenes, o indirectamente a través del incremento
en la produccion de otras proteinas reguladoras como el factor-a transformante de
crecimiento, el factor de crecimiento epidérmico, los activadores de plasmindgeno. Los
estrogenos y las progestinas efectian sus acciones celulares a través de la unién y
activacion de receptores nucleares especificos, el receptor de estrogeno (RE) y el receptor
de progestina o progesterona (RPg). Estos receptores son proteinas asimétricas de
distribucion tisular variable, cuya funcion es distinguir una sefial especifica y transmitirla
para obtener una respuesta celular adecuada. Varian de 3000 a 100,000 por célula, se unen
a la cromatina mediante el complejo activado ERE (Elemento que Responde al Estrogeno),
que se encuentra en la proximidad inmediata a numerosos genes y regula su transcripcion

[30]. Como se puede observar en la figura 20.
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Figura 20. Complejo de enlace hormona esteroide-receptor. Modificada de Morales. [30].
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La expresion de los RE y RPg como biomarcadores pronosticos se establecid y su
determinacion rutinaria es requerida en el manejo cotidiano del cancer de mama, ya que
ademés de su impacto prondstico, la presencia o ausencia de su expresion y las
combinaciones resultantes de ésta nos sugieren la posible respuesta al tratamiento hormonal

pues reflejan de alguna manera el indice proliferativo de los tumores (Tabla 5).

ESTADO PACIENTES INDICE DE
PROLIFERACION
RE +, RPg + 60, 567 4.3
RE +, RPg - 26, 653 6.3
RE -, RPg + 3,483 7.4
RE -, RPg - 15, 802 11.2

Tabla 5. Receptores de estrogeno e indice proliferativo en cancer de mama (RE: Receptor de Estrogeno)

(RPg: Receptor de Progesterona). Modificada de Morales. [30].

Para la deteccion de la expresion de RE o RPg en tejido tumoral se cuenta con una variedad
importante de técnicas de inmunohistoquimica, inmunocitoquimica. En niveles
cuantitativos, se consideran positivos ambos receptores a partir de los 10 fmol por

miligramo de proteina.

Los RE y RPg constituyen una superfamilia de receptores hormonales nucleares que
funcionan como factores de transcripcion cuando se unen a sus respectivos ligandos. Un
enlace del estrogeno a su RE forma homodimeros y se une al DNA con alta afinidad a sitios
especificos ERE. Para reducir el efecto del estrogeno en las células tumorales se inhibe la
accion del estrogeno con agentes antiestrogénicos y la prevencion de la produccion de
estrogenos por inhibicion de la enzima de la aromatasa. En mujeres premenopausicas, la
mayor produccion de estrogenos deriva de los ovarios, y en las postmenopdausicas ademas
de los ovarios, la corteza suprarrenal secreta androgenos, que gracias a la enzima aromatasa
puede convertirlos en estrogenos en los tejidos periféricos como la grasa, la piel, el higado,

los muisculos y el tejido mamario (Figura 21).

45



LH ACTH
FSH
Estrogeno ( Estrogeno trég
4 Adrenal
r ( §——Adrenal -
{  Androstenediona & -Androstenediona
L]
Ov}rio

y .
\ Ovario | Aromatizacién

Periférica

Aromatizacidn

PREMENOPAUSICA Periférica POSTMENOPAUSICA

Figura 21. Produccién de estrogenos en una mujer premenopausica y postmenopausica.

Modificada de Morales. [30].

Como se menciond con anterioridad las células cancerosas mamarias son de origen
epitelial, surgen de la unidad lobulo-ductal y segin la rebasen pueden clasificarse en
carcinomas in situ o invasores. El 75% de los carcinomas invasores son hormonosensibles,
por lo que la hormonoterapia es una de las principales armas del tratamiento médico que se
basa en el bloqueo de la accion hormonal para evitar el crecimiento celular. La terapia
endocrina constituye parte esencial del tratamiento tanto en el escenario adyuvante como en
la enfermedad metastésica y es determinado por la expresion de los receptores de estrogeno
(RE) y/o los receptores de progesterona (PRg).
BLOQUEO DE LA ACCION ESTROGENICA

Tamoxifén, Toromifeno, otros.

BLOQUEO DE LA SINTESIS DE ESTROGENOS

Ablacion ovarica: Quirtrgica, Médica (analogos LH-RH, Goserilin, Leuprolide).
INHIBICION O INACTIVACION DE AROMATASA

Anastrozol, Letrozol y Exemestane.

Cuadro 1. Mecanismos de accion de las terapias hormonales. Modificada de Morales. [30].

El Tamoxifén (TAM) adyuvante por 5 afios es el tratamiento estandar para mujeres
premenopausicas que expresen RE y/o RPg. En las mujeres posmenopdusicas los
inhibidores de aromatasa con o sin TAM son el nuevo estaindar de manejo adyuvante. En
las mujeres premenopdusicas y en el escenario adyuvante, la castracion médica gracias a

los andlogos LH-RH mas Tamoxifén en adicion a la quimioterapia mejora el pronostico.
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Quimioterapia adyuvante en cancer de mama: El objetivo de la quimioterapia adyuvante
es eliminar enfermedad micrometastasica, que potencialmente puede estar presente en
todos los casos y con ello, disminuir el riesgo de recurrencia y de incrementar la

supervivencia.

Antraciclinas: Estas se han convertido en la piedra angular del tratamiento del cancer de
mama, la adriamicina, ha sido el medicamento mas estudiado. La amplificacion de HER2 y
sensibilidad a antraciclinas esta relacionada con la expresion de topoisomerasa II (TOP2A),
existe evidencia en enfermedad metastdsica, que esta amplificacion se asocia con la
sensibilidad a antraciclinas. Las antraciclinas son inhibidores de la topoisomerasa, se ha
demostrado que cambios genéticos estructurales o de expresion de proteinas pueden

incrementar la sensibilidad a las antraciclina.

Taxanos secuenciales: En estudios previos se ha demostrado que incrementan la
supervivencia global con una disminucion del riesgo a muerte de un 18 a 23%.

Taxanos concomitantes: Se ha realizado estudios en los que evaltan la utilidad de los
taxanos administrados de forma concomitante con antraciclinas, existe informacion
suficiente que avala el uso rutinario de taxanos en el tratamiento adyuvante del cancer de
mama ganglios positivos (19); sin embargo, existe la duda sobre el taxano a elegir y su

mejor forma de administracion.

Trastuzumab (Herceptin): Aproximadamente 15-25% de los canceres de mama tendran
amplificacion del gene HER2/ neu (ErbB2) y un exceso en la proteina HER2 en las células
malignas, lo que se asocia con altos porcentajes de recurrencia. Trastuzumab es un
anticuerpo monoclonal humanizado dirigido en contra de la proteina HER2. Se ha
demostrado que cuando se administra de forma adyuvante en mujeres con cancer de mama
temprano, ya sea de manera concomitante con paclitaxel o después de quimioterapia
durante 12 meses, trastuzumab disminuye el riesgo de recurrencia en 50% y el riesgo de
muerte en 30% aproximadamente. En estos estudios, el principal efecto adverso fue

insuficiencia cardiaca.
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La eleccion del tratamiento adyuvante es compleja y debe ser basada en las caracteristicas
clinico-patoldgicas de la enfermedad. Se han formulado guias de tratamiento basadas en la
evidencia y hasta el momento son un parte aguas para la toma de decisiones. Se recomienda
adecuar la quimioterapia sistémica en base a la respuesta enddcrina y a otras categorias de
riesgo a continuacion descritas.

De acuerdo a las categorias de riesgo y a la sensibilidad al tratamiento hormonal, para una
paciente hormono-sensible con una categoria de riesgo baja se recomienda Unicamente
terapia endécrina, mientras que a una paciente sin respuesta endocrina y en una categoria

de alto riesgo quimioterapia debe usarse quimioterapia adyuvante, tabla 6 [31].

CATEGORIA DE RIESGO CARACTERISTICAS

RIESGO BAJO Ganglios negativos y todas las siguientes caracteristicas:
pT <2 cmy grado nuclear 1, ausencia de permeacion

tumoral vascular y HER2 negativo.

RIESGO INTERMEDIO Ganglios negativos y al menos una de las siguientes

caracteristicas: pT> 2 cm o grado nuclear 2-3 o presencia

de permeacion tumoral vascular o HER2 sobre-expresado
o amplificado o edad < a 35 afios o ganglios positivos y

HER?2 negativo.

RIESGO ALTO Ganglios positivos y HER2 sobre-expresado o amplificado

o ganglios positivos > 4.

Tabla 6. Categorias de riesgo. Modificada de Consenso de St Gallen. [31].

La quimioterapia adyuvante ha demostrado disminuir el riesgo a recurrencia y muerte por
lo que se considera un estandar de tratamiento. La poli-quimioterapia basada en
antraciclinas se considera superior a CMF (Ciclofosfamida, Metotrexate, SFU9). En
ganglios positivos, la adicion de taxanos concomitante o secuencial ha demostrado mejorar
la supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia global. La sobre-expresion o
amplificacion de HER2 es un factor de mal prondstico, sin embargo, el uso adyuvante de
trastuzumab, administrado concomitante o secuencial con paclitaxel ha mejorado en 12% la
supervivencia libre de enfermedad a 3 afios. La busqueda de factores pronodsticos y

predictivos han llevado al analisis del gene TOP2A como un predictor de supervivencia.
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Radioterapia.

La cirugia conservadora seguida de radioterapia post operatoria constituye el procedimiento
estandar para el manejo del cancer de mama temprano. Su equivalencia con la mastectomia
radical ha sido demostrada en ensayos con largo seguimiento.

Desde los afos 70 se generalizd el uso de cirugia conservadora con radioterapia
postoperatoria, constituyendo en la actualidad el procedimiento mas utilizado en el
tratamiento del cancer de mama temprano, manteniéndose la mastectomia radical modifi-
cada, con o sin reconstruccion mamaria, como una alternativa para los pacientes con
contraindicacion de manejo conservador. El manejo conservador estandar actual del cancer
de mama temprano incluye mastectomia parcial, diseccion axilar o biopsia de linfonodo
centinela con o sin diseccion, radioterapia sobre toda la mama con o sin linfonodos segin
etapa y sobreimpresion en lecho tumoral, segun edad, bordes e invasion. La radioterapia
reduce el riesgo de recurrencia local en 70%, y el riesgo de muerte en 8,1% en pacientes
con axila comprometida y en 4% si la axila es negativa. Previene una muerte por cancer por
cada cuatro recurrencias locales evitada. Este efecto es igual en todas las pacientes,
independiente de la edad, de las caracteristicas tumorales, de las terapias sistémicas y de la
época del estudio.

La abstencion de radioterapia en el manejo conservador, se deberia plantear soélo en
pacientes con enfermedad de bajo riesgo y con expectativa de vida limitada por la edad
extrema o por comorbilidades.

Uno de los factores esenciales para el control local es el margen quirargico libre. No se ha
definido borde libre, pero deberia ser al menos dos mm, e idealmente 10 mm. Ademas de la
radioterapia de toda la mama, el tratamiento de los linfonodos regionales estd indicado en
caso de compromiso axilar. La radioterapia de fosa supraclavicular ipsilateral debe
efectuarse si existen linfonodos positivos o después de quimioterapia neoadyuvante. La
irradiacion axilar se indica cuando existe compromiso axilar masivo. La irradiacion de la
mama es en general bien tolerada. Las complicaciones incluyen fatiga, edema de la mama,
eritema e irritacion de la piel, los que se manejan con medidas locales. Entre los efectos
tardios, relativamente infrecuentes, puede aparecer dolor local, resultado cosmético no sub-
optimo por fibrosis o telangiectasias. Otros efectos mas infrecuentes son neumonitis

actinica sintomatica, pericarditis, y fracturas costales [33].
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3. Genomica.

Cuando se iniciaron los estudios para determinar el mapa y la secuenciacion del genoma, el
objetivo primordial era analizar la estructura y la organizacion del genoma humano. El
mapa buscaba determinar la localizacion general de los genes sobre los cromosomas y sus
posiciones relativas uno con el otro. La secuencia de los nucledtidos en un mapa sé

consider6é como el abordaje u objetivo final en el estudio de estos mapas.

Para concebir el significado y la importancia de esta informacion obtenida era necesario
definir una nueva disciplina que integrara todos estos nuevos descubrimientos y es por esta
razoén que Mckusick fue tan importante. En los afios 80’s Mckusick mencion6 que para el
desarrollo y surgimiento de una nueva disciplina que integrara estos nuevos conceptos
obtenidos a partir la secuenciacion del genoma era primordial incluir el “analisis de la
informacién obtenida” y dentro de este contexto el adopto el término de “Gendmica”. Este
término nacid de la unién de la Biologia Celular y Molecular con la Genética Clasica y
esta nueva disciplina fue ademés fomentada por la ciencia computacional. La Gendmica
entonces involucra a trabajadores competentes para construir e interpretar mapas
genodmicos de varios tipos, interesados ademas en aprender su significado bioldgico; para

el entendimiento del desarrollo de una enfermedad [34].

Figura 22. Dr. Mckusick. [34].
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Gracias a las ideas propuestas por McKusick se pudo englobar la enorme informacion
generada por los estudios de secuenciacion del genoma en una fundamental disciplina, la
GenoOmica. Actualmente la Genomica la definen como una rama de la Biologia que se
dedica al estudio de los genomas y han surgido necesariamente subclasificaciones de ésta

disciplina.

¢ Gendmica Estructural: Es la rama de la Gendmica orientada a la caracterizacion y
localizacion de la secuencias que conforman el ADN de los genes.

e Genomica Comparativa: Estudia las relaciones entre genomas de diferentes
especies o razas.

e Genomica Funcional: Se dedica a la recoleccion sistematica de informacion sobre
la funcion de los genes, mediante la aplicacién de aproximaciones experimentales
globales que evaltien la funcién de los genes haciendo uso de la informacion y
elementos de la Gendmica Estructural. Es una nueva area de la investigacion que
involucra el uso de herramientas de Genética de alta capacidad de procesamiento
con el analisis de transcripcion de RNAm, proteinas y metabolitos, con el proposito
de conocer cudl es la funcion Bioldgica de cada gen a través de su expresion,

analizando cada uno de estos parametros a una escala global.

Gendmica

Funcional

Figura 23. Subclasificaciones de la Genémica.
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Las Ciencias Gendmicas han tenido un importante auge en los ultimos afios gracias a
avanzadas técnicas de secuenciacion, avances en bioinformatica y técnicas cada vez mas
sofisticadas para realizar un analisis completo de genomas. Con base a lo mencionado
anteriormente se puede decir que el objetivo de la Genomica es predecir la funcion de los
genes a partir de su secuencia [35]. Algunas de las multiples herramientas que utiliza la
GenoOmica para integrar la informacion masiva obtenida a través de éstas son la
Protedmica, Transcriptomica y la Bioinformatica. Los métodos que utiliza la Gendmica
ofrecen informacion acerca de la expresion de RNAm, regulacion genética, expresion de
proteinas e interacciones entre proteinas, por mencionar solo algunos procesos. Es decir
actualmente se pueden descubrir relaciones no triviales escondidas en el codigo de la vida.
Como podemos observar en la figura 24 la relacion entre las distintas disciplinas “omicas”
es compleja, ya que el flujo de informacion generada a partir de la Genoémica hacia la
Protedmica se vuelve mas complicado de abordar, y la madurez de la tecnologia disponible

para abordar esta informacion actualmente esta ain en desarrollo [36].

o
o
o
=
S
o

Complejidad

Amm A
| Protedmica |
L - T Y

Figura 24. Relacion entre las disciplinas “omicas”. Modificada de De Hoog. [36].

Gracias a la disponibilidad actual de completar las secuencias de genomas de varios
organismos eucariontes y procariontes, se han establecido nuevos desafios en la
investigacion bioldgica para revelar los secretos de los productos de los genes, que son las
“proteinas”. Actualmente es necesario conocer la funcioén biologica de cada gen mas alla
del anélisis de solo los genes, proteinas o metabolitos y la Gendmica funcional analiza cada
uno de estos parametros en escala global con el objetivo de poder identificar y medir a los
diferentes factores que puedan intervenir en un proceso biologico. De esta forma podremos
comprender cudl es el significado bioldgico y como se traduce en el desarrollo de un estado
patologico [37].
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3.1 Gendémica y cancer.

La secuenciacion completa del genoma humano ha supuesto un cambio trascendental en la

manera de entender, investigar y abordar el diagnostico y el tratamiento del cancer. En este

contexto el desarrollo de la genomica, la Protedmica, la bioinformatica y las técnicas

moleculares han supuesto un impulso tecnolégico determinante en la investigacion del

cancer, que ya esta teniendo importantes consecuencias clinicas en cuanto al diagnostico,

pronéstico y tratamiento de los pacientes. La disponibilidad y el buen uso de estas

tecnologias deben ser un incentivo fundamental para la investigacion de transferencia,

gracias al esfuerzo comun y continuo intercambio de informaciéon y resultados entre

laboratorio y la clinica.

En este contexto tecnoldgico, existen diferentes formas de abordar esta patologia:

Analisis de expresion génica: Que se realiza mediante microarreglos que permiten
determinar variaciones en los niveles de expresion de miles de genes de forma
simultdnea y reproducible. Los andlisis de expresion mediante microarreglos de
expresion constituyen actualmente una herramienta estandar para la identificacion
de la huella genética de las diversas formas de cancer, permitiendo un diagnoéstico
preciso y una estimacion del riesgo de fallo con las diversas terapias existentes.
Adicionalmente, permiten identificar dianas terapéuticas potenciales y conducir a
estudios experimentales basados en la firma molecular de los tumores.

Analisis de polimorfismos (SNPs): La forma mas comuin de polimorfismo es la
variacion de una unica base en la secuencia de ADN, llamada SNP, cuya frecuencia
y distribucion en el genoma (1 SNP cada 1.000 bases) y su facil manejo los han
convertido en potentes herramientas para localizar genes o regiones genomicas que
pudieran ser responsables de algliin tipo de enfermedad o del incremento de la
susceptibilidad de ciertos individuos a padecerla. También gracias a este tipo de
analisis se pueden estudiar los polimorfismos de genes relacionados con diferentes
procesos tumorales, tales como apoptosis, ciclo celular, reparacion y metabolizacion
entre otros. Con estos datos se han llevado a cabo amplios estudios de
susceptibilidad y de interaccion entre genes que han permitido la identificacion de

SNPs involucrados en cancer.

53



Microarreglos de tejidos: Constituyen un método sencillo de andlisis de expresion
que se fundamenta en la realizacion de “biopsias” cilindricas de tejidos tumorales
embebidos en parafina, preservando el resto del tejido para estudios futuros. Con los
TMA se pueden analizar grandes series de tumores y validar los resultados
obtenidos con otras técnicas como los cDNA, microarreglos de oligonucledtidos, asi
como de la CGH.

Protedmica: Constituye una herramienta para el analisis protedmico en distintos
tipos de muestras bioldgicas. Permite, por tanto, el andlisis de expresion proteica
diferencial en muestras tumorales frente a muestras normales. Ademas permite
cuantificar de manera muy precisa pequefias diferencias en la expresion de proteinas
entre muestras pareadas, asi como la determinacién de modificaciones post-
transduccionales en las proteinas asociadas a determinados estados patoldgicos.
Otra de las aplicaciones que se le ha dado a este tipo de metodologia es para la
identificacion de proteinas diferencialmente expresadas en lineas celulares tratadas

o resistentes a diversos farmacos.

Bioinformatica: Cualquier progreso en genomica, Protedmica y otros campos
biomédicos requiere un solido apoyo de la bioinformadtica, ya que es necesario
procesar y manejar de un modo eficiente la abundante informacién que estas
técnicas masivas generan. Durante los ultimos afios se han realizado grandes
avances en el desarrollo de las herramientas web para el anélisis masivo de datos de

expresion obtenidos con las tecnologias anteriormente mencionadas [38].
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4. Proteoma.

Los genomas definen el contenido informacional de los organismos, pero no proporciona
simultdneamente informacion sobre el funcionamiento de un organismo particular. Para
esto es necesario estudiar a las proteinas [39]. Por lo que es necesario definir ;qué es el

Proteoma?

Este término fue acufiado por Wilkins en 1996 y lo defini6 como el complemento
proteinico total expresado por un genoma. Aunque esta definicion no considera aspectos o
caracteristicas particulares y unicas que posee el Proteoma; una de ellas es que es
totalmente dindmico a diferencia del genoma de un organismo que es constante a lo largo
de la vida, ademds es imposible hablar de un Proteoma unico ya que su expresion cambia
en diferentes etapas del ciclo celular pero también en respuesta a acciones externas.
Presenta ademas una complejidad extraordinaria ya que algunos genes codifican varias
proteinas y como resultado, el tamafio del Proteoma es mucho mayor que el numero de

genes [40].

Por lo que posteriormente se modificd la definiciéon obteniendo asi una mas completa y
apropiada: Es el conjunto completo de las proteinas especificas codificadas por el Genoma
que son producto de la traduccion de los RNAm vy las diferentes variantes o modificaciones
generadas por la célula después de este proceso, tanto expresadas temporalmente, como por
el tipo de célula o tejido particular; se producen en un momento determinado y bajo ciertas
circunstancias [41]. De esta manera ahora podemos entender que el Proteoma es totalmente
dinamico, cambia con el tiempo, con el estadio de desarrollo y con las condiciones intra y

extracelulares.

Estudiar el Proteoma es fundamental y necesario ya que la informacion de las secuencias
completas de ADN no es suficiente para aclarar la funcion biologica que posee cada gen,
definiendo el Proteoma cambiaremos el paradigma de la investigacion mas alla del andlisis

de solo lo genes.
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4.1 Proteinas.

Definicion: Las proteinas del griego “proteios” que significa lo primero, son polimeros de
condensacion de aminoacidos con configuracion L. Son moléculas complejas de gran peso
molecular que contienen C, H, O, N y a veces S y P. Tienen gran importancia biologica
pues las estructuras celulares estdn constituidas por ellas, las reacciones quimicas que
ocurren al interior de las células son catalizadas por enzimas que son de naturaleza proteica,
cumplen funciones especificas muy diversas en el organismo humano y ademads cada

proteina tiene una secuencia Unica de aminodcidos.

Dogma central de la biologia.

Este estd basado en que el ADN codifica los genes de un modo lineal estricto a través de un
mediador el ARN, el cual es una plantilla para la sintesis de proteinas.

Replicacion: En las células procariotas la replicaciéon comienza en un punto definido y
avanza a la misma velocidad en ambas direcciones hasta finalizar con la duplicacion del
material genético. En los eucariotas en fase S del ciclo celular se inicia la duplicacioén en
distintos puntos (replicones), en ambas direcciones. Sin embargo, en cada replicon la
insercion de nucledtidos es continua en la direccion 5°-3°, pero en la cadena antiparalela
(3°-5’) se forma por segmentos pequenos (fragmentos de Okasaki) de 1 000 a 2 000 bases;
este proceso complicado implica muchos complejos enzimaticos, que permiten el
desenrollar el ADN, regular procesos, como las ciclinas entre otros. La replicacion
semiconservativa fue demostrada por Meselsonn y Stalh en 1958.

Transcripcion: Para que la célula pueda usar las instrucciones de la informacion genética,
¢sta debe trasladarse del nucleo al citoplasma, donde las proteinas seran construidas. El
ARN de tipo mensajero (ARNm) es el intermediario, que realiza esta labor. El ARNm esta
conformado por una cadena Unica que no forma doble hélice, con mucha menos estabilidad
que el ADN (vida media en minutos). El proceso de transcripcion es similar a la replicacion
del ADN, pero en la incorporacion de nucledtidos se reemplaza la timina por el uracilo.

El proceso es comandado por la enzima ARN polimerasa y solamente se copian sectores
que codifican genes, dependiendo del tipo celular en la cual se lleve a cabo este proceso en

el tiempo. Esta fase es muy compleja y tiene varias enzimas que regulan su funcionamiento.
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La existencia en los eucariotas de los exones e intrones complica aiin mas este proceso;
ahora sabemos que pueden existir varias formas de recorte a este nivel, de tal forma que un
gen conformado por diversos exones e intrones tiene formas alternativas de cortado a nivel
RNAm, de tal forma que un gen puede generar mas de un tipo de proteina (fendmeno de

splicing).

Traduccién: Para que un gen sea expresado el ARNm debe ser traducido a proteina. El
problema era codificar 20 diferentes aminodcidos, contando para ello con solo 4
nucledtidos; no podia haber una correspondencia uno a uno, ni siquiera uno a dos, el
nimero minimo debiera ser al menos 3 nucle6tidos por aminoacido (codon), pero las
posibilidades de combinacion eran (4 x 4 x 4) 64, de lo que se dedujo que habia secuencias
de codones redundantes o que existian codones sin sentido. En 1961 Niremberg y Matthaei
demostraron que un polimero sintético de bases uracilo, afiadido a una mezcla de
ribosomas, ARNt (ARN de transferencia), aminoacidos, ATP (como fuente de energia) y
otras enzimas, daban origen a una proteina monotona de fenilalanina, confirmando que el
triplete UUU generaba dicho aminoacido14, a partir de entonces comenzaron a describirse
nuevos tripletes ligados a sus aminoacidos respectivos, constituyéndose finalmente en 1964
la tabla de la clave genética. El proceso de traduccion es catalizado por un elemento
molecular complejo: el ribosoma, el cual tiene un ARN ribosomal (RNAr) y proteinas [42,

43].

Clasificacion de las proteinas:

1. Proteinas nativas: a) Proteinas simples (formadas s6lo por aminoacidos). Como
ejemplos tenemos a la albumina y Globulinas. b) Proteinas conjugadas (tienen grupo
prostético): Como ejemplos tenemos a las fosfoproteinas, hemo-proteinas y nucleo-
proteinas. Las proteinas conjugadas ademas de su porcidon aminoacidica tienen un grupo de
diferente naturaleza que se llama grupo prostético. c) Proteinas derivadas (modificadas

por el hombre). Como ejemplos tenemos a las alcaliproteinas y las acidoproteinas.
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Péptidos: Los oligdbmeros formados por la uniéon de aminoécido y pérdida de H2O se
llaman “péptidos”. Cuando se unen dos aminodcidos se forma un dipéptido que tiene 1
enlace peptidico formandose también 1 molécula de H20O.

Cuando se unen tres aminoacidos se forman un tripéptido que tiene dos enlaces peptidico,
y se forman también 2 moléculas de H20. Las unidades de aminodcido que forman los
péptidos se llaman residuos. Se puede decir que los polipéptidos estan caracterizados por la
secuencia de sus residuos de aminoacido. Los polipéptidos son relativamente rigidos pero
sin embargo suficientemente moviles para adoptar una variedad de conformaciones. Por lo
tanto ellos pueden “plegarse” en muchas forman diferentes, Tabla 6. Dentro de la
versatilidad de las proteinas encontramos que: Numerosas proteinas cambian su forma
deliberadamente mientras realizan su funcion, pueden asociarse selectivamente con
colaboradores (cofactores) para llevar a cabo su tarea de forma mas eficiente, numerosas
transformaciones postraduccion afectan las propiedades de numerosas proteinas y tienen la

capacidad de diversificarse en conglomerados desde simples dimeros a cientos de

subunidades.
Nivel de estructura Relacionada a: Fuerzas de estabilizacion
Primaria Aminodcido  presente y | Enlaces covalentes
secuencia de aminoacido (Ej.: enlaces peptidicos)
Secundaria Arreglo de cadena | Enlaces de H

polipeptidica en el espacio
formando espiral llamada
g-helice o laminas u hojas-
B (hojas plegadas)
Terciaria Doblez del peptido en el | -Puentes salinos.
espacio o solucion  por | -Fuerzas de Vander Wals.
medio de interacciones de | -Enlaces de H

cadenas  laterales  (Ej.: | -Uniones disulfuros, etc.
proteinas alobulares, | (-S-S-)
proteinas fibrilares)

Cuaternaria Varias subunidades de una | -Puentes salinos

proteina se combinan para | -Fuerzas Vander Wals.
formar agregados grandes | -Enlaces de H

un Ej.: es la Hemoglobina | -Uniones disulfuro, etc.
formada por 4 unidades | (-S-8-)

esta estructura también se
define como un
“ordenamiento  de las
cadenas de subunidades en
relacion mutua™

Tabla 6. Niveles de organizacion de las proteinas.
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Las proteinas se presentan como moléculas de gran tamafio o macromoléculas, con pesos
moleculares entre 6 kDa y muchos millones. Todas las proteinas de todas las especies,

desde las bacterianas hasta el hombre, estan formadas por los mismos 20 aminoacidos

diferentes.
No polares: Hidrofobicos Polares: Hidrofilicos Polares: cargados Polares: cargados
Positivamente (basicos). negativamente
(4cidos)

e Alanina (ala-A). e  Glicina (gly-G) e Lisina (lys-K) e Acido
e  Valina (val-V). e  Serina (Ser-S) e  Arginina (arg-R) aspartico
e Leucina (leu-L) e  Treonina (tre-T) e  Histidina (his-H) (asp-D)
e Isoleucina (ile-1) e  Cisteina (cys-C) e Acido
e  Prolina (pro-P) e  Tirosina (tyr-Y) glutdmico
e  Metionina (met-M) e  Asparagina (asn-N) (glu-E)
e  Fenilalanina (phe-F) e  Glutamina (gln-Q)
e Triptofano (trp-W)

Tabla 7. Denominacion de los 20 aminoacidos encontrados en los seres vivos.
Clasificados en cuatro categorias principales.

Podemos concluir que las proteinas poseen importancia fundamental en la estructura y la
funcion de las células y del organismo como unidad. Forman parte de las moléculas
estructurales celulares y contribuyen a la fuerza de traccion (como fibras de coldgeno) en
estructuras extracelulares, por ejemplo del tejido conectivo y los huesos. Algunas proteinas
son secretadas como enzimas digestivas o anticuerpos, otras actian como sustancias sefial,
por ejemplo como hormonas. Las proteinas tienen especial importancia en el metabolismo
celular compuesto por todas las reacciones quimicas de la célula. El especial papel que
desempefian las proteinas en el metabolismo celular se debe a que casi todas las reacciones
quimicas involucradas son catalizadas por enzimas y a que casi todas las enzimas conocidas
son proteinas. Las enzimas pueden aparecer en solucion (en el citosol o dentro de los
organelos) o estar localizadas sobre las membranas, donde catalizan las reacciones que se

producen en la superficie limite entre las membranas y el medio circundante [44].
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4.2 Protedomica.

La Protedmica es una disciplina fundamental en la era post-gendmica y trata de descubrir
el grupo de proteinas que dan a las células su estructura y funcion. La Protedomica se dedica
al estudio de los proteomas, separa, identifica y caracteriza proteinas a gran escala, define
niveles de proteinas celularmente, investiga complejos de proteinas, elucida funciones,
cambios metabolicos e interrelaciones, tiene que analizar un gran numero de proteinas,
ademas se encarga de la caracterizacion funcional de tales proteinas y sus relaciones
estructurales. Comprende tanto las técnicas para el estudio en gran escala de las proteinas

expresadas como las aplicaciones de estas técnicas al analisis de problemas biologicos [45].

Constituye la nueva etapa en la investigacion biomédica ademds de incluir la
caracterizacion de la expresion de las proteinas codificadas por un genoma, la Protedmica
ha despertado enormes expectativas en la investigacion Biomédica por su potencial en la
identificacion de Biomarcadores especificos que permitan diagnosticar, clasificar y
pronosticar enfermedades, asi como la definicion de nuevas dianas terapéuticas
particularmente porque las diferencias entre un estado “normal” y uno patolédgico se traduce

también a nivel molecular en cambios en los patrones de expresion de las proteinas [46].
La Protedmica se divide en subgrupos:

a) Protedmica descriptiva o estructural que identifica a las proteinas expresadas por
un organismo en una condicién dada. Todas las proteinas expresadas en un
momento y en un contexto determinado.

b) Proteémica comparativa que identifica los cambios en el nivel de expresion de
proteinas asociados a cambios en las condiciones del organismo. Cudles proteinas
cambian cuando un organismo se somete a condiciones diferentes.

c¢) Proteémica Funcional que identifica conjuntos funcionales de proteinas, es decir,
grupos de proteinas que se localizan en un mismo sitio celular y que operan en
mutua interaccion.

d) La Protedmica enfocada a la elaboracion de un mapa molecular de una célula tiene

que identificar las proteinas que forman un organelo.
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Para comprender por qué la Protedmica es considerada con una de las herramientas

cruciales de la Gendmica tenemos que mencionar el dogma central de la genética en donde:
ADN——» ARN——> PROTEINA

Este dio lugar a uno de los paradigmas de la biologia molecular que prevalecié durante la

segunda mitad del siglo pasado: Un gen — Una proteina.

Es cierto que un gen codifica una secuencia de aminodcidos pero existen dos eventos o
procesos que incrementan el nimero de proteinas que pueden ser originadas por un gen y
estar presentes en una célula en un momento determinado y por lo tanto es mucho mas

complejo de lo que se pensaba el estudio del Proteoma de una célula.

Uno de estos eventos es el splicing o empalme alternativo, las regiones no codificantes de
un gen llamados intrones interrumpen la secuencia codificante del gen o exones, estos dan
lugar al ARN y posteriormente a la proteina, entonces cuando se forma el ARN mensajero
los intrones son eliminados quedando asi solamente la secuencia que codifica una proteina
es decir los exones pueden reordenarse de varias formas para dar lugar a mas de una
proteina a partir de un solo gen. El otro evento radica en que una proteina puede ser
modificada durante o después de la traduccion o sintesis de la proteina con la introduccion

de grupos sustituyentes en un proceso llamado modificacion postraduccional.

Esto nos indica que cerca del 10 % aproximadamente de los genes de mamiferos codifican
proteinas cuya funcioén es modificar a otras proteinas para modular su funcion biolégica por
medio de procesos como la glicosilacion, fosforilacion, incorporacion de lipidos, hay
proteinas que participan en rutas metabolicas con el fin de degradar y eliminar a otras
proteinas, otras participan en el sistema de ubiquitinacion o bien las proteinas que
intervienen en la proteolisis, es por esto que una secuencia unica de aminodcidos puede

generar muchas especies quimicas diferentes [39].
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Para poder investigar el Proteoma tenemos que recordar a la Protedmica comparativa, esta
area se enfoca a la comparacion de cambios a nivel de expresion de proteinas y si estos
cambios influyen en el fenotipo de un organismo. Se podria formular el siguiente dogma de

la Protedmica comparativa:

“Los cambios en un nivel superior del fenotipo de un organismo o de uno de
sus componentes esta relacionado con cambios en el fenotipo molecular de la

expresion de proteinas”.

Concretamente la idea del uso de la Proteémica es relacionar los cambios en las
propiedades bioldgicas con los cambios en la expresion de las proteinas. Para obtener esta

relacion es necesario disponer de técnicas especializadas que permitan:

a) Separar miles de especies, identificar las especies de interés y cuantificar la

magnitud de los cambios en la expresion de proteinas.
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La Protedmica aborda todos estos problemas técnicos. Es un area emergente que integra
multiples tecnologias en continua evolucion. Utiliza distintas tecnologias que permiten
obtener y comparar “instantaneas” de las proteinas que se estdn expresando en un
momento determinado en wuna célula, como es la electroforesis bidimensional,
espectrometria de masas y la bioinformdtica. Aunque es cierto que se necesita establecer
normas internacionales de estandarizacion a nivel metodologico y a nivel diagnostico para
obtener resultados comparables, ya se tienen establecidos protocolos para aplicar este tipo
de tecnologia dependiendo del tipo de informacion que se quiera obtener.
En general las etapas principales de para realizar un analisis por 2DE (electroforesis de dos
dimensiones) seguido de la identificacion de las proteinas de interés son las siguientes
[47]:

e Recoleccion y almacenamiento de la muestra.

e Extraccion y solubilizacion de las proteinas.

e Separacion y deteccion de las proteinas.

e Identificacion de las proteinas de interés.

e Anadlisis de la identidad de la proteina.

Extraccion y solubilizacion de las proteinas:

Las técnicas utilizadas para la extraccion y la solubilizacion de las proteinas tienen que
cumplir ciertas condiciones, la primera es que no pueden alterar el perfil de las proteinas, la
segunda es que no pueden introducir modificaciones sobre las proteinas (por ejemplo que
causen la protedlisis de componentes de la muestra) y por ultimo el namero de pasos debe
ser minimo para que la muestra se encuentre lista para ser incorporada al iso-electroenfoque
(Primera dimension). El objetivo de este paso es la eliminacion de componentes no
proteicos, sin contaminacién de otros bio-componentes (lipidos, acidos nucleicos). Los
medios de extraccion y solubilizacion contienen en general detergentes no anidénicos como
el CHAPS que solubiliza a proteinas de membrana y los separa de componentes lipidicos,
agentes reductores (DTT o Tributilfosfina) que reducen los puentes disulfuro y previenen la
oxidacion de proteinas. Los agentes caotropicos (urea y tiourea) que eliminan interacciones

entre proteinas e inducen su desnaturalizacion [48, 49].
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Separacion y deteccion de las proteinas: El objetivo de esta etapa es resolver las
complejas mezclas de proteinas de las muestras bioldgicas, en esta etapa se pueden

combinar diversos procedimientos Electroforéticos y Cromatograficos.

La Electroforesis Bidimensional: Es la técnica central para analizar un nimero grande de
proteinas al mismo tiempo. Esta técnica fue inventada por Tiselius, hace mas de 50 afios.
En 1956, Smithies y Poulick describieron el primer gel en dos dimensiones. Los geles
bidimensionales fueron introducidos y la técnica fue optimizada en el afio de 1975
simultdneamente por J. Klose en Berlin y O’ Farrell en los Estados Unidos. La
electroforesis bidimensional permite obtener un rearreglo o despliegue fisico en dos
dimensiones de las mezclas complejas de proteinas. En ésta técnica se combinan dos

técnicas ortogonales y que se rigen por dos principios fisicos diferentes:

La primera dimension permite la separacion de las especies peptidicas de acuerdo a su
punto isoeléctrico (focalizacion isoeléctrica). El Punto Isoeléctrico o Punto Isoionico (pl) es
aquel pH en que el aminoacido tiene una carga eléctrica neta igual a cero, por lo tanto “la

concentracion de la forma anidnica es igual a la concentracion de la forma catidnica.”

Se dice que a ese pH el aminoacido tiene su minima solubilidad, es caracteristico de cada
aminoacido y no se mueve en un campo eléctrico. Es decir las proteinas migran en un
gradiente de pH hasta alcanzar el sitio donde carecen de carga. Existen dos técnicas para
escoger: Separacion en geles de anfolinas (separacion en tubos) o separacion en geles de

immobilinas (separacion en tiras de IPG).

En ambos casos, la focalizacion transcurre durante un periodo prolongado a alto voltaje y
se busca la co-polimerizacion de los anfolitos (compuestos de bajo peso molecular que
poseen carga eléctrica) con la matriz de acrilamida, creando de esta manera un gel con
gradiente estable de carga. En un estudio del proteoma se considera realizar una serie de geles

que cubran con una alta resolucion desde pl 3 hasta pl 11, y desde masas de 2 kDa hasta masas

de 500 kDa.

64



La segunda dimension permite la separacion de las especies peptidicas de acuerdo a su
peso molecular: El gel que contiene la primera separacion se coloca perpendicularmente a
la direccion de migracion en un segundo gel, ahora en presencia de SDS. En esta etapa se
obtienen patrones con unas 3,000 especies proteicas que se pueden comparar utilizando
programas informaticos especificos, para detectar las alteraciones asociadas a la patologia

en estudio [50, 51, 52, 53].

Espectrometria de masas: La identificacion y analisis de los péptidos generado se realiza
mediante la espectrometria de masas ya que es la herramienta primordial empleada para
este tipo de estudios. En los 80s Michael Barber y Richard Bordoli publicaron la aplicacion
de un método de ionizacion suave, llamado FAB (fast atom bombardment) al estudio de
proteinas, actualmente ya no se emplea este método, pero fue de gran importancia ya que se
midid por primera vez la masa molecular de los péptidos y se determino su secuencia. En
1988 Koichi Tanaka publicd un nuevo método de ionizacion llamado MALDI (MALDI-
TOF-MS, Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass Spectrometry).
En 1989, John Fenn publicé la aplicacion de la ionizacion por Electronebulizacion
(Electrospray lonization, ESI) al estudio de péptidos, proteinas y otras bio-moléculas.
Gracias a estos descubrimientos Fenn y Tanaka fueron premiados con el Nobel de Quimica
en el afio 2002 [54]. Este tipo de metodologia genera iones de analitos grandes no volatiles
(como son las proteinas y los péptidos) sin la fragmentacion del analito.

El ESI puede ser acoplado con técnicas de separacion cromatografia y electroforéticas en
donde se produce un rapido bombardeo del atomo, este tipo de ionizacidon es una opcion
para muestras de proteinas y de péptidos disueltas en una fase liquida.

Lo que ocurre en un espectrometro de masas es que un haz de iones es separado de acuerdo
a la relacion masa/carga: m/z. Un espectrometro de masas debe contar con dos elementos,
el primero es la fuente de ionizacion que le suministra energia a la muestra que se estudia y
el segundo es el analizador (un campo eléctrico, un campo magnético, de tiempo de vuelo o
una combinacion de ellos) donde los iones son separados de acuerdo a su m/z. Ademas la
ionizacion ejercida puede fragmentar a la molécula dando lugar a iones fragmentados, estos
iones son entonces caracteristicos de un determinado compuesto quimico y es posible

realizar asi su identificacion a partir del espectro de masas.
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Estos dos métodos fueron los que revolucionaron la aplicacion de la espectrometria de
masas a las bio-moléculas y actualmente es el método mas poderoso para el analisis y la
caracterizacion de péptidos y proteinas. Si usan en combinacion se facilita la identificacion
de proteinas incluso las no reportadas en las bases de datos. La informacion obtenida
mediante estos métodos es acerca de la masa molecular de cada uno de los péptidos, esta
informacién es conocida como huella de masas de los péptidos de una proteina (peptide

mass fingerprint) [55, 56, 57, IV].

4.3 Genomica y Proteémica en Cancer de mama:
Las aplicaciones de esta Metodologia pueden agruparse en dos grandes categorias y de gran
interés para este trabajo de investigacion en particular:

a) La caracterizacion del Proteoma de un organismo con el propdsito de identificar
el mayor numero de proteinas expresadas por un organismo en una condicion
bioldgica particular.

b) La Proteémica comparativa, este tipo de investigacion es de alto valor en las
ciencias biomédicas ya que nos proporciona informacion a nivel molecular de los
cambios causados por la accion de un agente externo, las diferencias que existen
entre una linea celular normal y una tumoral, cambios producidos por algin agente
infeccioso o bien en el campo de la fArmaco-Protedmica describiendo el desarrollo

de mecanismos de resistencia a medicamentos.

Es decir que la Protedmica y sus aplicaciones invaden a diferentes campos de
investigacion y cada vez se le esta otorgando mucha mayor fuerza, ya que su potencial

es enorme para nuestro beneficio [58].

Las enfermedades oncoldgicas son uno de los principales problemas de Salud Publica que
enfrentamos actualmente. Dentro de estas el Cancer de Mama ocupa uno de los primeros
lugares en morbi-letalidad no solo en nuestro pais sino a nivel mundial como ya se

menciond con anterioridad.
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Esto ha motivado una infinidad de estudios para tratar de diagnosticar oportunamente,

identificar caracteristicas genético- moleculares para determinar el prondstico y tratamiento

mas adecuado de acuerdo a las diferentes variedades histologicas que existen en esta

neoplasia. Sin duda la Protedmica es una herramienta enorme para tratar de identificar estas

variedades con mayor precision y lograr cada vez tratamientos mas efectivos y mejorar la

calidad y sobrevida de estos pacientes.

Alteraciones moleculares en el cancer de mama.

Como se mencion6 con anterioridad las caracteristicas que poseen las neoplasias malignas

son las siguientes:

Diferenciacion/anaplasia: Cierta falta de diferenciacion von anaplasia, estructura a
menudo atipica.

Velocidad de crecimiento: Erratica, puede ser lenta y luego répida, las figuras de
mitosis pueden ser abundantes y anormales.

Invasion local: Con invasion local, infiltracion del tejido normal vecino, a veces
pueden aparecer cohesivos y expansivos.

Metastasis: Frecuentes, cuanto mas grande e indiferenciado sea el tumor, mas

probables seran las metastasis.

Las alteraciones celulares que se producen en la progresion del cancer de mama en general

son las siguientes:

Una de las primeras alteraciones detectables es la pérdida de la regulaciéon normal
del nimero de células, lo que da lugar a hiperplasia epitelial o adenosis esclerosante.
También se produce inestabilidad genética en multiples pequeias poblaciones
clonales de células (Hiperplasia atipica).

Tras la progresion al carcinoma, se pueden identificar numerosas alteraciones
celulares, como el aumento en la expresion de oncogenes (c-erb-B2, Her2/neu,
INT2, c-ras, c-myc), la disminucién en la expresion o funcion de genes de supresion
tumoral (por ej. NM23, p53, RB).

Alteraciones en la estructura celular, pérdida de la adhesion celular, aumento en la
expresion de proteinas del ciclo celular, aumento en la expresion de factores

carcindgenos y aumento en la expresion de proteasas.
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Todas estas alteraciones se pueden observar en algunos carcinomas, pero no en todos, esto
nos sugiere que el fenotipo maligno se puede deber a una acumulacion de alteraciones

multiples mas que a una progresion ordenada.

Los mecanismos celulares basicos involucrados en la progresion tumoral no se conocen; se
sabe que algunas clonas agresivas crecen selectivamente, lo que conlleva no solo al
desarrollo de metastasis, sino también a resistencia al tratamiento y en casos de enfermedad
residual a recurrencia. Aunque en los ultimos afios se han identificado nuevos marcadores
moleculares con uso potencial en pacientes con cancer de mama, la diversidad de los
sistemas utilizados en su estudio, ha complicado la extrapolacion de los resultados a
pruebas diagnosticas que permitan la identificacion de pacientes con alto riesgo de
desarrollo de metastasis. La funcion exacta de los genes que modulan la inestabilidad
genética, la invasividad y el desarrollo de metastasis atin no ha sido totalmente esclarecida,

y en la mayoria de los casos, todavia no se ha documentado una utilidad clinica directa.

Cancer de mama hereditario.

La mayoria de los casos de cancer de mama no tienen una causa identificable, pero
aproximadamente del 5 al 10% son causados por mutaciones genéticas. Los genes de alta
susceptibilidad a cancer de mama (BRCA1 y BRCA2) se transmiten en forma autosdémica
dominante con penetrancia variable. Los individuos portadores de mutaciones en estos
genes de susceptibilidad a cancer de mama tienen un aumento significativo de riesgo a lo

largo de su vida de padecer cancer comparado con el riesgo de la poblacion general.

El gen BRCAI se encuentra localizado en el cromosoma 17, en el intervalo 17q12-21.
Estructuralmente, BRCA1 es una fosfoproteina nuclear de 220 KDa. La region acidica
carboxilo terminal se caracteriza por contener dominios de co-activacion transcripcional y
en donde se ha demostrado que BRCA1 es capaz de unirse a proteinas que forman parte de
la maquinaria basal de transcripcion como la RNA pol II y la Helicasa A. Tanto BRCA1
como BRCA2 son capaces de unirse a la proteina RADSI, estas proteinas son
indispensables en los mecanismos de reparacion asociados a dafo sobre el rompimiento de

la doble hebra de DNA (DSBR) a través del mecanismo de recombinacién homologa.
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Ademads se ha demostrado que BRCA1 forma parte del multicomplejo que incluye a las
proteinas basicas para reparacion como MSH2, MSH6, MLH1, ATM y BLM.

Este complejo funciona como censor para dafio al DNA. BRCA1 ademas es capaz de
interaccionar con la proteina p53 en sitios multiples estimulando asi la actividad
transcripcional de esta proteina. A nivel molecular las pacientes con alteraciones en el gen
BRCALI tienen una alta frecuencia de mutaciones en p53 y menor sobre-expresion de
Her2/neu.

BRCA2 estd localizado en el brazo largo del cromosoma 13 en la region ql2.3. Las
mutaciones de BRCA2 son las causantes de cancer en aproximadamente 35% de los casos
de cancer de mama familiares y estd asociado a cancer de mama en varones, cancer de
ovario, prostata y pancreas. BRCA2 se une a BRCAI y a RAD 51 lo cual la involucra en
mecanismos basicos de reparacion. Esta proteina esta involucrada en los procesos para el

mantenimiento de la integridad genomica [12, 59].

Cancer de mama esporadico.

El céancer de mama esporadico es resultado de una acumulacion gradual de mutaciones
adquiridas y no corregidos en los genes somaticos, sin ningun tipo de mutacién germinal.
La activacion mutacional de oncogenes, a menudo junto con la inactivacién no mutacional
de los genes supresores de tumores, es probablemente un evento precoz en los tumores
esporadicos, seguido ademas de mutaciones independientes en al menos otros cuatro o
cinco genes. Los oncogenes que han reportados y que juegan un papel en la aparicion de los

canceres de mama esporadicos son MYC, CCNDI1 (ciclina D1) y ErbB2 (HER2/neu).

En el cancer de mama esporadico, la inactivacion mutacional de los genes BRCAI1 / 2 es
raro, ya que requiere la inactivacion de ambas copias del gen mutado o ser eliminado
completamente. Sin embargo la supresion funcional no mutacional podria resultar de
diversos mecanismos, como la hipermetilacion del promotor del gen BRCA1 o union de
BRCA2 por EMSY. En la carcinogénesis de de este tipo de tumores, por lo menos tres
diferentes mecanismos especificos en la via de progresion del tumor son reconocibles, la
carcinogénesis es diferente en el carcinoma ductal vs el lobulillar, esto mismo se aplica en

los carcinomas bien diferenciados vs con los poco diferenciados de tipo ductal.
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Por lo tanto, diferentes vias en el cancer de mama aparecen tempranamente en el proceso de
la carcinogénesis, y en ultima instancia esto conduce a diferencias en las manifestaciones

clinicas.

En el momento en el que el cancer de mama se diagnostica clinicamente, las mutaciones
pueden estar presentes en por lo menos de cuatro a seis genes importantes de modulacion.
Estos genes desempefian un papel en el mantenimiento del equilibrio fisioldgico entre la

proliferacion, la apoptosis y la diferenciacion.

Otros genes regulan la expresion de receptores de esteroides, moléculas de adhesion celular
y los factores angiogénicos, ademas de varias proteinas importantes para la invasion y el
establecimiento de la metastasis. Se ha propuesto que el proceso de carcinogénesis es un
modelo de progresion de multipasos en los que el epitelio normal evoluciona a hiperplasia,
posteriormente a carcinoma in situ, después en un cancer invasivo, lo que eventualmente
puede diseminarse a través de los sistemas linfatico y vascular para formar metastasis. Cada
uno de estos pasos se cree que se correlacionan con una o mas mutaciones distintas en los

genes reguladores.

Clinicamente e histopatologicamente, varias diferencias se pueden identificar durante la

progresion a la malignidad, que se mencionaron anteriormente.

En el modelo clasico de desarrollo de tumores como un proceso de pasos multiples, una de
las células epiteliales normales se convierte en una célula anormal precancerosa, y después
de la expansion clonal se convierte en una lesion premaligna, un carcinoma in situ (Paso 1),
a continuacion, después de algun tiempo, dichas lesiones pueden llegar a ser invasivas
(paso 2), a continuacion, difunde y, después de eludir al sistema inmunoldgico, se forman
las metéstasis (paso 3). El resultado de estas alteraciones es la modificacion de la expresion
génica y funcional de los productos de los genes (expresion proteica) que son relevantes

para la progresion del tumor.
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La inestabilidad gendmica podria resultar de eventos en los nucleotidos, en micro-satélites
(pequefios secuencias de ADN), en los genes y su totalidad o en cromosomas completos
o partes de €l. Esto puede ser resultado de mutaciones somaticas en los genes de reparacion

tales como MSH 1, MSH2 6 MSH 6.

Oncogenes: La amplificacion de oncogenes se encuentra con frecuencia, pero so6lo unos
pocos de estos genes amplificados son cruciales en el desarrollo de cancer de mama, por
ejemplo, MYC, Int2, EMS1, CCND1 y ErbB2. Factores de crecimiento como EGF (Factor
de crecimiento epidérmico), TGF B (Factor transformador de crecimiento ) e IGF-1 se han

reportado como involucrados en la proliferacion celular.

Se ha demostrado la participacion de los receptores de membrana tipo tirosina cinasa en la
progresion tumoral del cancer de mama. Destacan los estudios realizados en la familia del
EGFR/HER. HERI1 es el prototipo de una familia de 4 miembros (EGFR/HERI1, neu/
erbB2/HER2, erbB3/HER3 y erbB4/HER4); cada uno posee afinidad por diferentes
ligandos; a la fecha no se conoce el ligando de HER2, HERI se presenta en el 30% de las
neoplasias malignas; en cancer de mama, se observa una correlacion positiva entre su
sobre-expresion, la pérdida de la respuesta a estrogeno y un mal pronostico para las

pacientes.

HER2, cercanamente relacionado con HER1, se encuentra amplificado en el 10-35% de las
pacientes con cancer de mama; se ha demostrado ampliamente su asociacion con un mal
prondstico clinico. HER1 y HER2 se sobre-expresan en estadios tempranos del desarrollo
tumoral, por lo que se han convertido en blancos terapéuticos. A la fecha estan aprobados
para el uso oncologico el Erbitux (cetuximab) empleado en cancer colorectal metastasico y
el Herceptin® (trastuzumab) para cancer de mama; ambos son anticuerpos monoclonales,
dirigidos contra HER1 y HER2 respectivamente; sensibilizan a las células tumorales al
efecto citotoxico de la quimioterapia. Ademas, podrian inhibir indirectamente la

angiogénesis y los procesos de invasividad y metastasis.

71



Genes supresores del cancer: En el cancer de mama esporadico, la inactivacion
mutacional de BRCA2 es raro, ya que requiere estar mutado en sus dos copias o se que se
pierda totalmente.

El gen supresor tumoral p53, es uno de los genes mutados con mdas frecuencia en los
canceres humanos esporadicos. La mayoria de las mutaciones son mutaciones puntuales. La
aparicion de esta es un evento tardio. Mutaciones en Rb es comun en muchos canceres,
incluyendo el cancer de mama esporadico, pero probablemente se presenta como un evento
tardio.

Mutaciones somaticas en el gen supresor de cancer PTEN (phosphatase and tensin
homolog) son raras. El gen CDHI1 codifica para la molécula de adhesion E- cadherina. En
cancer de mama lobulillar esporadico, se afirma que CDH1 comporta como un supresor del

cancer.

Genes que regulan la apoptosis: La apoptosis o muerte celular programada es una
caracteristica de las células normales (células no neoplésico). En las células cancerosas la
apoptosis es anormal o inhibida por completo. Las sefiales pro-y anti-apoptosis estan bajo el

control de varios genes, por ejemplo, Bax, Bcl2.

Receptores de Estrogeno (RE): Se sabe que los RE pueden ser de tres tipos: los
comunmente 1lamados clasicos: REa y REB, y el mas recientemente descrito GPR30. Los
REa y RE pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares; modulan la expresion
génica al unirse a sus elementos de respuesta en el nicleo y ademas inducen respuestas
rapidas. Estas ltimas también pueden iniciarse por la transactivacion del RE via receptores
tirosina cinasa (TK) y/o por los componentes de sus vias de sefializacion. Una vez
activados, los RE activan a las MAPK y a algunos intermediarios de la sefializacion (PI3K
y AMPc). La interaccion entre ambos tipos de respuesta conlleva a la regulacion de la
activacion transcripcional y la modulacion de su actividad especifica. Del recientemente
descrito GPR30, solo se sabe que pertenece a la familia de los receptores acoplados a
proteinas G; que se une con alta especificidad al estrégeno y como agonista al Tamoxifeno
y al ICI 182,780. Su localizacion subcelular se encuentra todavia en controversia (reticulo

endoplasmico o membrana plasmatica).
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Por induccion de la mitosis, los estrogenos puede promover la acumulacion de
de los dafios en la replicacion del ADN y esto en ultima instancia conduce a una
fenotipo maligno. La sobreexpresion de RE a se ha observado en estadios tempranos del

cancer de mama.

Genes involucrados en la invasion y adhesion celular: Las células invasivas y de
adhesion celular, son pasos esenciales en la diseminaciéon metastasica de las células
cancerosas. Varios genes estan involucrados en este proceso,
por ejemplo N-CAM, las integrinas, E-cadherina, UPA, cathepsinD, B, colagenasa-1V,
CD44, NME1 y metaloproteasas.

Genes involucrados en la Angiogénesis tumoral: El crecimiento y la progresion de los
tumores se acompaifian por neovascularizacion (angiogénesis). Las células tumorales en el
estroma contribuyen a un aumento de factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y
otros factores angiogénicos, como factor de crecimiento basico de fibroblastos y factor de

crecimiento derivado de plaquetas [59, 60, 61, 62].

Entre los tipos histologicos del cancer de mama, el carcinoma ductal infiltrante representa
la forma mas comin y potencialmente agresiva. A pesar del progreso alcanzado
actualmente en la deteccion temprana del cancer y el tratamiento, incluyendo la nueva
generacion de terapias moleculares, es necesaria la identificacion de biomarcadores multi-
paramétricos capaces de discriminar entre los subtipos de cancer y predictivos de la

progresion del cancer para alcanzar la aplicacion concreta de terapias personalizadas.

La aplicacion de las estrategias de la Protedmica para la deteccion del cancer ocupa una
posicion central. La principal razén es la complejidad de la biologia del cancer, y en los
resultados inconsistentes en las respuestas de las pacientes a las terapias actuales, ya que
esta patologia es tan heterogénea. Sin embargo, dado que la actividad transcripcional de un
gen no refleja necesariamente la expresion de las proteinas celulares, su identificacion y
cuantificacion es un paso esencial para la comprension de los acontecimientos moleculares

que conducen a la transformacion maligna de las células.
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De hecho, los diferentes factores de proteinas pueden estar sobre o sub-expresadas
simultineamente y pueden activar 6 desactivar distintas funciones celulares. El enfoque de
la Protedmica basado en la 2-DE en combinacion con la secuenciacion de proteinas, es una
de las técnicas mas prometedoras para la identificacion de las proteinas relacionadas a la
progresion y malignidad. Ademas ha proporcionado poderosas herramientas analiticas para
identificar las diferencias en la expresion de los perfiles de expresion proteicos y el estudio
posterior de las modificaciones pos traduccionales, convirtiendo asi a las proteinas como

potenciales marcadores bioldgicos en este tipo de patologia.

El grupo de Pucci-Minafra en el 2007, compararon la expresion de los perfiles de proteinas
obtenidos de biopsias de carcinomas ductales infiltrantes y sus tejidos adyacentes e
identificaron 51 proteinas, de las cuales 34 se expresaron diferencialmente y fueron
agrupadas en 8 categorias basadas en funcion de la mayor afinidad por sus principales
funciones bioldgicas.
Grupos de proteinas:

e Del Citoesqueleto y proteinas asociadas.

e Enzimas metabolicas

e Chaperonas moleculares.

e Reguladores de la diferenciacion y proliferacion.

e Proteinas Redox.

e Proteinas-degradacion.

e Otras proteinas.

e Proteinas séricas.
En las imagenes obtenidas de tejidos tumorales se observo una mayor complejidad que en

los tejidos adyacentes; encontrando 1500 spots en el TT (Tejidos tumorales) y 1200 spots
en el TA (Tejidos adyacentes).
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Citoesqueleto y proteinas asociadas: En esta categoria las proteinas identificadas fueron
ACTB/G (Actina citoplasmica), TPM2 (Tropomiosina §), TPM4 (Tropomiosina ) y una
forma corta de ACTB/G y de TAGL2 (Transgelina-2) como ya se habia reportado. By a
actina no se distinguen en el mapa ya que son altamente homodlogos que difieren en so6lo 4
aa. En el extremo amino-terminal. Generalmente ellos detectaron tres variantes isoeléctricas
de ACTB/G en los geles tefiidos con plata y curiosamente dos de estas aparecen
significativamente sobre-expresadas en todos los tejidos tumorales, mientras que en uno de
los tres no muestra significancia, indicando una alta variabilidad entre los perfiles
protedmicos de los pacientes. Recientemente, muchos autores han sugerido la existencia de
una relacion entre la organizacion de actina y cambios en la expresion de la isoforma de
actina con la habilidad de las células cancerosas para formar metéstasis. Las otras 2
proteinas del Citoesqueleto son TPM4 y TPM2 que fueron identificadas en todos los
tejidos tumorales, mientras que en menor cantidad o pequefas cantidades o apenas si
huellas de estas fueron observadas en su tejido adyacente. TPM4 tuvo una expresion
diferencial en un nivel significativamente mas elevado, mientras que el nivel de intensidad
de TPM2 fue mas variable entre los pacientes. TPM es una proteina estructural importante
asociada con los microfilamentos de actina. Multiples isoformas de TPM han sido
reportadas o encontradas en lineas celulares, incluyendo células de cancer de mama y
algunos de ellos se ha pensado que estan asociados con el potencial metastasico en tumores
primarios. Otra proteina interesante y sobre expresada significativamente en las muestras
de tejidos tumorales fue la transgelina-2 (TAGL2). Recientemente la sobreexpresion de la
TAGL2 fue reportada en un gran porcentaje (69%) de hepatocarcinomas.

Enzimas metabélicas: En ésta categoria de proteinas identificaron 5 enzimas de la via
glucolitica: ALDOA (Aldolasa clase 1), TPIS (Triofosfato isomerasa), G3P2
(Gliceraldehido-3 fosfato deshidrogenasa), PGK1 (fosfoglicerato cinasa 1) y ENOA (a
enolasa). Estas se encontraron colectivamente sobre-expresadas en los tejidos tumorales vs
tejido adyacente. Esta observacion parece de particular interés cuando se considera el
cambio anaerdbico del metabolismo de las células cancerosas. Por otra parte estos datos
confirman en reportes previos, indicando un incremento o aumento en los niveles de
expresion de enzimas glucoliticas en células tumorales de mama vs tejido adyacente no

tumoral.
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También es probable que el aumento en los niveles de expresion de algunas enzimas
glucoliticas pueden estar relacionados con las funciones ejercidas por las células, un
ejemplo G3P2, ademas de su papel central en la via glucolitica y en la produccion de
energia, cumple con multiples funciones como la fusion de la membrana, agrupacion de los
microtubulos, actividad de fosfo-tranferasa, union a acidos nucleicos, todos los aspectos

que merecen atencion desde el punto de vista de transformacion.

Chaperonas moleculares: Identificaron solo 2 proteinas en esta categoria: CRTC
(calreticulina) y PPIA (peptidil-prolil cis-trans isomerasa A). Ambas se encontraron
significativamente sobre-expresadas en los tejidos tumorales vs tejidos adyacentes
haciendo hincapié en la hipotesis que tienen una funcion en el céncer. CRTC se ha visto
que se encuentra sobre-expresada en cancer de mama. Recientemente, también se ha
demostrado que calreticulina tiene un papel en la regulacion de la funcion de p53 al afectar
su tasa o rango de degradacion y localizacion nuclear del mismo modo. PPIA se encuentra

asociado con el crecimiento de las células en el cancer de colon.

Reguladores de la proliferacion y diferenciacion: Identificaron 4 proteinas en esta
categoria: RABP2 (proteinas 2 de unién a acido retinoico), SH3L1 (proteina de dominio de
union SH3 parecido a acido glutdmico), 1433Z (proteina Z delta 1433) y GDIR (inhibidor 1
de disociacion GDP Rho). RABP2 es una proteina de unién a retinoides, que se cree que
regula el acceso del acido retinoico a los receptores nucleares del acido retinoico y por lo
tanto participa en regular un mecanismo de retroalimentacion para controlar la accion del

acido retinoico en la diferenciacion celular.

Esta proteina fue encontrada entre las mas variables dentro de los tejidos tumorales, esto es
un resultado que sugiere que su sobre-expresion, cuando estd presente puede ser utilizado

para discriminar entre los subtipos de carcinomas ductales infiltrantes.

La familia de 1433Z expone diversas actividades bioldgicas y pueden estar implicadas en
regular la division celular, diferenciacion, apoptosis y cancer. Cabe mencionar que una de
las dos formas isoeléctricas se encontrd significativamente sobre expresada en las muestras

de tejidos tumorales, mientras que la otra es mas variable.
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Del mismo modo, los niveles de expresion de SH3L1 un producto del gen perteneciente a la
familia SH3BGR (proteina de dominio de uniéon SH3 parecido a 4cido glutdmico) familia
relacionada estructuralmente a la tiorredoxina (Trx), resultd ser bastante variable.

Por el contrario GDIR fue encontrado significativamente sobre expresado en TA vs TA.

Proteinas Redox: Estas estan relacionadas con enzimas que toman un papel importante en
el catabolismo celular y la proteccion contra el estrés metabolico. De hecho, la evidencia
experimental sugiere que el estrés oxidativo interviene en varias respuestas celulares y que
a su vez el control de la reduccion/oxidacion (redox) es fundamental para el mantenimiento
de la homeostasis de todo el organismo. El grupo que incluye a las siguientes enzimas:
SODC (Superéxido dismutasa Cu-Zn), SODM (Superéxido dismutasa Mn), THIO
(Tiorredoxina), PRDX1 (Peroxirredoxina 1) y GSTP1 (Glutation-S-transferasa P).

Las cuales fueron sobre expresadas colectivamente en todos los tejidos tumorales.
Actualmente, existe mucho interés en la tiorredoxina y los sistemas de glutatién debido a su
importante papel como sistemas redox en células animales y su probable papel como
blancos terapéuticos para el cancer. En afios recientes el sistema peroxiredoxina también ha
recibido mucha atencidon por su alta eficacia anti oxidante. En los mamiferos seis
miembros de la familia de los genes Prdx han sido localizados tanto en el citoplasma como
en diferentes localizaciones subcelulares, incluyendo peroxisomas y mitocondria. Algunos
de los miembros de Prdx también tienen efectos en la diferenciacion celular y la apoptosis

y se han encontrado sobre expresados en cancer de mama.

Proteinas de degradacion: La maquinaria de las proteinas de degradacion juega un papel
importante en la homeostasis de las proteinas y la salud celular. Dentro de esta categoria
encontraron 3 enzimas significativamente sobre-expresadas en los tejidos tumorales:
CATD: Catepsina D es una proteasa lisosomal involucrada en el catabolismo de las
proteinas, juega un papel importante en el procesamiento antigénico, enfermedades
degenerativas y en la progresion de cancer. En el cancer de mama esta asociada a un >
riesgo de recaida y metastasis. UBIQ (Ubiquitina) y PSAS (Proteosoma subunidad a tipo

5).
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Estos resultados muestran que esta constante sobre- expresion en los tejidos tumorales vs
TA afiaden significado a al hecho de el valor clinico de la Catepsina D como un marcador
pronostico en cancer de mama, cuando se utilizan ensayos bien estandarizados. De igual
forma estos datos confirman que UBIQ y PSAS son fiables candidatos como marcadores
de carcinomas en mama. De hecho la via de ubiquitina-proteosoma esta implicada en la
degradacion de muchas proteinas celulares reguladoras y de proteinas desnaturalizadas,
regulando de este modo diferentes procesos celulares incluyendo apoptosis, proliferacion,
diferenciacion y respuesta al estrés. Por lo tanto no es de sorprenderse que la patogénesis de
diversas enfermedades malignas y otros trastornos, en diferentes grados estén relacionados

con alteraciones en este sistema [63].

En otro estudio realizado por Shulz et al. en el 2009, en el que estudiaron los perfiles de
expresion proteicos encontraron también una expresion diferencial en las enzimas
glucoliticas (MDH2 (malato deshidrogenasa mitocondrial), PGK1 (fosfoglicerato cinasa 1),
TKT (trancetolasa), Aldolasa 1), citoqueratinas (CK7, 8, 9, 14, 17, 19), proteinas
estructurales (vimentina, fibronectina , L-plastina), proteinas de la familia de las Anexinas
y otras proteinas como NME (proteina NME 1), PRX1 (peroxirredoxina), ETF
(flavoproteina) y LF (lactoferrina) [64]. En el 2008 Sanders et al. identificaron la sub-
expresion en tejidos tumorales de la ubiquitina y a la proteina S1008 comparada con la
expresion en tejidos no afectados, por el contrario encontraron a la proteinas S100-A6

obre-expresada en los tejidos tumorales [65, 66].

De igual forma se han identificado proteinas expresadas diferencialmente en lineas células
como MCF-10A (células normales de mama), MCF-7 (Células de cancer de mama no
invasivo) y MDA-MB 231 (células de cancer de mama invasivo) por estudios de
Protedmica y se han reportado las siguientes proteinas con importantes diferencias: el
grupo de las Anexinas, actinas, ubiquitina, peroxirredoxinas, calrreticulina, trangelina-3, la

familia de las proteinas S100 y la teorredoxina [67].
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5. Justificacion.

Aunque se conocen algunos genes y proteinas asociados con el desarrollo del cancer
mamario con predisposicion hereditaria; los estudios moleculares a nivel génico asi como la
expresion de diversas proteinas en el cancer de mama de aparicion esporadica ha sido poco
esclarecido; de ahi la importancia en identificar las alteraciones génicas 0 proteicas que
sufren las células tumorales con respecto al tejido mamario sano; que sirvan como
herramientas de diagnéstico, prondstico y tratamiento en los estadios tempranos de la

enfermedad.
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6. Hipotesis.

Si existen diferencias en los perfiles de expresion proteicos por estudios de Protedmica
entre tejido mamario neoplasico y tejido mamario no afectado, en mujeres mexicanas con

cancer de mama en estadios clinicos I y III.
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7. Objetivos.

7.1 Objetivo general.

Determinar los perfiles de expresion proteicos mediante estudios de Protedmica de tejido
mamario neoplasico y tejido mamario no afectado, en mujeres mexicanas con Céancer de

Mama en estadios clinicos 11 y III.

7.2 Objetivos particulares.

e Estandarizar la metodologia requerida para determinar los perfiles proteicos en
tejido mamario neopldsicoy tejido mamario no afectado.

e Analizar y comparar los perfiles proteicos con las caracteristicas clinico-patoldgicas
de los tumores y sus tejidos adyacentes estudiados.

e Analizar la informacion obtenida para la identificacion de las diferencias en la

expresion de las proteinas.
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8. Metodologia.

8.1 Seleccion de los pacientes.

e Se analizaron 9 muestras de tumores mamarios esporadicos, virgenes a
tratamiento (Especificamente sin Radioterapia y/o Quimioterapia previa a la
toma de la muestra), con diagnostico histopatologico confirmado con estadios
IT o III asociados a Cancer de Mama.

O Para todas las muestras, solamente se estudiaron pacientes mexicanas
con padres y abuelos nacidos en México, premenopausicas, con edad
>30 anos, sin antecedentes familiares de cdncer de mama y/o cualquier
otro tipo de Céncer y vistas por primera vez en el Hospital de
Oncologia, CMNSXXI, IMSS.

e Como control se utilizaron 9 muestras de tejidos adyacentes no afectados.

8.2 Obtencion de las muestras.
e Las muestras de tejido fresco se obtuvieron por medio de biopsia abierta, bajo
a anestesia local de la cual se tom¢ aproximadamente 1g. de tejido afectado y
1 g. aproximadamente de tejido adyacente al tumor (5 cm. adyacente al tumor)
los cuales se colocaron en un criotubo. El traslado de los tejidos frescos se
realizo en un contenedor de nitrogeno liquido y se cre6 un banco de tejidos con
las muestras obtenidas. Las muestras se almacenaron en un ultra-congelador

a-70°C.
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8.3 Extraccion y solubilizacion de las proteinas totales.

Extraccion fenolica de proteinas totales a partir de tejido fresco:

En esta metodologia se realiz6 la extraccion de proteinas totales, siguiendo el protocolo del

Dr. Sergio Encarnacion Guevara en el Centro de Ciencias Genomicas, UNAM., et al. [68].

1.
de
2.

10

11.

12.

13.

14.

15.

La muestra se congelo6 en nitrégeno liquido y fue colocada en un tubo
1.5 mL.
Se agregd a la muestra PBS filtrado (200 a 500 pL) e inhibidores de

proteasas (50 uL) para eliminar contaminantes.

. Se centrifugd a 14 rpm x 5 minutos a 4°C.
. Se retir6 el sobrenadante.

. Después se maceraron las muestras en un mortero hasta pulverizarlos,

agregamos nitrogeno liquido para mantener la muestra en frio.

. Se colocd posteriormente la muestra en un tubo eppendorf de 1.5 mL y

agregamos 5 volumenes de CH; (CO) al 100% (I1mL) y se dejé reposando
toda la noche a -20°C.

. Posteriormente centrifugamos la muestra a 13, 000 rpm a 4°C durante

10min.

. Decantamos la acetona.

Agregamos 500 pL de buffer de extraccion y agitamos la muestra en un

vortex por 2 minutos.

. Agregamos a la muestra 500 uL de CcHsOH saturado y agitamos en vortex

durante 2 minutos.

Dejamos las muestras reposando a -20 °C por 20 minutos.

Posteriormente centrifugamos a 13,000 rpm a 4°C durante 10 minutos y se
recuper6 la fase fenodlica (parte superior, sin tocar las fase blanca) y la
colocamos en tubos eppendorf de 1.5 mL nuevos.

Si era necesario repetimos los pasos 10, 11 y 12 para recuperar mas
muestra.

Agregamos 1 mL de CH3;COONH,4 y dejamos la muestra reposar toda la
noche a -20°C.

Centrifugamos a 7,000 rpm a 4°C durante 10 minutos.
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16. Decantamos el sobrenadante y lavamos 2 veces con CH3COONH, (500
pL). Centrifugamos por cada lavado a 14, 000 rpm a 4°C durante 10
minutos. Decantamos el sobrenadante.

17. El ultimo lavado fue con acetona al 80% (500 pL) y centrifugar a 14,000
rpm a 4°C durante 10 minutos.

18. Decantamos y dejamos evaporar la CHs (CO).

19. Solubilizamos el boton con el buffer de solubilizacion (50-500uL)
dependiendo del tamaiio del pellet, disgregando el pellet hasta que quedara
transparente.

20. Centrifugamos a 14, 000 rpm a 4°C durante 30 minutos, y recuperamos el
sobrenadante en un tubo eppendorf de 1.5 mL nuevo.

21. Los extractos se almacenaron — 70°C.

8.4 Cuantificacion de proteinas.

Método de Bradford: Este método se basa en la uniéon de un colorante, Coomassie Blue
G-250 (también Serva Blue) a las proteinas. Es un ensayo proteico colorimétrico, esta
basado en el cambio de la absorbancia en el colorante Coomassie, el reactivo es rojo
previamente y cambia a una forma mads estable cuando se une a la proteina dando un color
azul. La cantidad presente en la disolucién es una medida para la concentracion de la
proteina por medio de la lectura de la absorbancia. La forma del colorante tiene un maximo
de espectro de absorcion de 595nm. El aumento de la absorbancia es proporcional a la
cantidad del colorante unido a la proteina y asi la concentracion de proteina presente en la

muestra [69].

Procedimiento:

e Preparacion del reactivo de Bradford: Mezclar 10 mg de Coomassie Blue G-250 con

10 ml de fosforico al 88% y 4.7 mL de etanol absoluto. Afadir HZO hasta 100 mL.

Filtrar a través de papel de filtro y guardar en la oscuridad.
e Realizamos una curva para cuantificar las proteinas, donde se mezclan ASB, H,O y

el reactivo de Bradford de la siguiente manera, tabla 8.
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[ASB 1 pg/ul ] H,O (ul) Reactivo de Bradford ( pl)
0 800 200
2 800 200
4 800 200
8 800 200
16 800 200

TABLA 8. Curva de ASB.

e Preparacion de las muestras: Mezclamos 3 pl de cada muestra con 800 pl de H,O y

200 pl de reactivo de Bradford.

e Las mezclas correspondientes a la curva de ASB y las muestras fueron vertidas en

celdas de vidrio y se dejaron incubando 5 minutos a TA y se leyeron las

Absorbancias a una longitud de onda de 595 nm en un espectrofotometro.

Métodos de Calibracion:

A continuacion se muestra la curva de ASB obtenida, tabla 17 y figura 28.

ASB (pg/ n) Absorbancias Proteina (pg/ pl)
0 0 0
2 0.152 2.136039
4 0.267 4.765362
8 0.465 9.292369
16 0.721 15.145297

Tabla 17. Curva de ASB obtenida:

v=0.0437x+ 0.0536
R?* = 0.9709

15 20

Figura 28. Curva de ASB. X: [ASB pg| Y: ABS (Absorbancias).
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8.5 Geles de acrilamida — bisacrilamida SDS-PAGE al 12 %.

Para verificar las concentraciones de los extractos de proteinas totales a partir de tejido

fresco se prepararon los reactivos y se elaboraron geles de acrilamida-bis acrilamida al 12

%, siguiendo el siguiente procedimiento:

>

A\

>

Se ensamblaron y montaron los cartuchos con los cristales sobre la camara de

electroforesis y se preparo el gel separador al 12 %, tabla 9.

Se deposito la solucion del gel separador entre los cristales.

Inmediatamente se agregé H,O-SDS (20mL de H,O con 0.5 mL de SDS 10%) para

que el gel separador polimerizara horizontalmente y sin burbujas y se dejo

polimerizar durante 20 minutos.

Se prepar6 el gel compactador al 4%, tabla 10.

Se extrajo el HyO-SDS con un papel filtro del gel separador ya polimerizado.

Se agrego la solucion del gel compactador y se colocaron los peines, cuidando que

no se formaran burbujas. Después se agregd el resto de la solucion del gel

compactador a lo largo de los peines con una pipeta Pasteur y se dejé polimerizar

por 20 minutos.

Una vez polimerizados los geles (separador y concentrador) se desmontaron las

placas con los geles y se colocaron en el soporte con los electrodos (cassette de

corrida) y se retiraron los peines en sentido vertical. Se vertio el buffer de corrida

dentro del cassette.

Se prepararon las muestras de la siguiente manera:

e Preparacion de los marcadores de masa molecular: Se tomaron 2.5 pl de
marcador y se le adicionaron 2.5 pl y de buffer de muestra. Se hirvieron durante
10 segundos y se cargd un pozo con los 5 pl. Preparacion de las muestras:
Una vez determinada la concentracion y el volumen de proteina a cargar (5 a 10
ul de muestra), se agreg6 un volumen igual del buffer de muestra, se mezclaron
y se hirvieron por 1 minuto. Se cargaron los marcadores y las muestras.

Los geles se corrieron a 120 V por 60 minutos. Posteriormente se procedid al

desarmado del cassette de corrida y los geles fueron separados para su tincion con

azul de coomassie.
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Soluciones para electroforesis:
v Amortiguador Tris-HCI: Tris- HCI pH 6.8 [IM].
0 Tris base: 6.056g/50 mL H,Od (disolver en 30 mL de H,Od y ajustar el pH

v

v

v

con HCI 1N 6 5N.

Amortiguador Tris- HCI: Tris- HCI pH 8.8 [1.5M].
O Tris base: 18.17 g/ 100 mL H,Od (disolver en 80 mL de H,Od en 80 mL de

H,0Od. Ajustar el pH con NaOH.

Amortiguador de corrida: (5x pH 8.3)

0]
0]
0]

Tris- base : 15 g/1L
Glicina: 72 g/ 1L
SDS: 5¢g/ 1L

Amortiguador de muestra:

0]
0]
0]
0]

0}

Tris-HCI (pH 6.8) [IM]: 1.5 mL
Glicerol: 3.0 mL

SDS 10 % : 5.0 mL

- mercaptoetanol anhidro: 0.5 mL

Azul de bromofenol: Trazas

Acrilamida 30%:

0]
0]
0]

Acrilamida: 29.2g /100 mL H,Od
Bis-acrilamida: 0.8 g/ 100 mL H,Od

Filtrar y almacenar a 4°C en oscuridad.

PSA 10 %: 0.1 g PSA + 100 pl de H,O.

GEL SEPARADOR al 12 % (Volumen final 10 mL)

Acrilamida al 30% 4.0 mL

Tris- HCI [1.5] pH 8.8 2.5 mL

H,O 3.3 mL

SDS 10% 100 pl

PSA 10% 100 pl
TEMED * S5ul

Tabla 9. Gel separador al 12 %.
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GEL CONCENTRADOR al 4 % (Volumen final 10 mL)
Acrilamida al 30% 1.66 mL
Tris- HCI [0.1M] pH 6.8 1.26 mL
H,O 7.0 mL
SDS 10% 100 pnl
PSA 10% 100 pl
TEMED * 10 ul

Tabla 10. Gel concentrador al 4%.
*Al agregar el TEMED se tienen S minutos antes de que polimerice y gelifiquen los 10 mL finales.

8.6 Tincion de los geles (SDS-PAGE) con azul de Coomassie:

Para la tincion de los geles con el Coomassie seguimos el siguiente procedimiento:

v" Se fijaron las proteinas en los geles con una solucion de ACOOH - MeOH por 1
hora en agitacion: solucion fijadora a volumen final 500 mL: 50% MeOH (250 mL)
+10% ACOH (10 mL) + 40 % H20 Mili Q (200 mL).

v Los excesos de la solucion fijadora se eliminaron con H,O Mili Q 3 veces por 20
segundos en agitacion.

v’ Posteriormente se agrego la disolucion de azul de coomassie, y se dejaron los geles
en agitacion toda la noche: 40 % MeOH + 10 % ACOH + Azul de Coomassie al
0.1 %.

v Por ultimo los excesos de la solucion de azul de coomassie se eliminaron con una
solucion al 7.5% de ACOH y 40% MeOH durante 1 hr., tabla 13. Si era
necesario se cambid la solucion destefiidora en varias ocasiones: solucion
destenidora volumen final 500 mL: 40% MeOH (200 mL) + 7.5 % ACOH (37.5
mL) + 52.2 H20 Mili Q (262.5 mL).
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8.7 Electroforesis bidimensional (2-D).

Primera dimension.
Después de verificar la concentracion de los extractos de proteinas de cada muestra con
geles SDS-PAGE, se procedié a la separacion de las proteinas de acuerdo a su punto
isoeléctrico, esta  fue realizada con geles de anfolinas, utilizando capilares de vidrio (1mm
de didmetro).
Pre-enfoque y primera dimension. Figura 26.
Antes de preparar los geles de anfolinas fue necesario lavar los capilares de vidrio un dia
antes con mezcla cromica. Posteriormente fueron lavados con abtindate H,O mili Q.
e Preparacion de la alicuota de acrilamida con las anfolitas: En un tubo, agregamos 7
ml de acrilamida / bisacrilamida, 434 ul de anfolitas pH 3-10 y 49.5 pl de PSA 1
%.
e Mientras tanto en un cilindro se prepara con 1 L de H,O mili Q.
e En los orificios del embudo se agregaron 1 o 2 gotas de isopropanol, para romper
la tension superficial del agua.
e Posteriormente colocamos los capilares dentro del embudo y rapidamente los
colocamos en el tubo que contenia la alicuota de acrilamida con las anfolitas.
e Posteriormente sumergimos lentamente el embudo dentro del cilindro con H,O mili
Q, cuidando que se formaran las dos fases acuosas (la primera de acrilamida y la
segunda de H,O mili Q).
e Dejamos polimerizando las tiras 1 hr.
e Los capilares se colocaron dentro de la cdmara para correr la primera dimension, en
la parte inferior de la camara se agregd la solucion del H3PO4 (1.4 mL de H3PO4 +
2L H,O mili Q) y en la parte superior de la cdmara agregamos la solucion de
NaOH (4g NaOH + 1L H,0 mili Q). Con una aguja se deposit6 el buffer de cubierta
(0.1925 g DTT + trazas de azul de bromofenol diluidos en 25 mL de H20 mili Q)
e El pre-enfoque se realizé a 2,500 V. por 45 minutos. Posteriormente se cargd la

muestra (100pg) con una micropipeta y se corrieron 23,000 V/h.
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Segunda dimension. Figura 27.

Una vez terminada la separacion de las proteinas de acuerdo a su punto isoeléctrico, se

prepar6 la camara para separar las proteinas de acuerdo a su peso molecular, se elaboraron

geles de poliacrilamida para un formato de 22 x 22 cm. realizando el siguiente

procedimiento:

Los restos de contaminantes presentes en los vidrios y los separadores se eliminaron
agregando mezcla crémica (1 dia de anticipacion), estd mezcla se elimind
posteriormente con H20O corriente y al final con abundante H20 mili Q.

Los vidrios se montaron, cuidando que mantuvieran el bisel con el siguiente orden:
el primer vidrio con el bisel hacia adentro, el segundo vidrio con dos biseles y el
tercer vidrio con el bisel hacia adentro. Se ajustaron y alinearon los tres vidrios con
los separadores y se ajustaron con pegamento Pritt., este procedimiento se repitio 2
veces mas de tal forma que quedaron 3 juegos de vidrios montados.

Posteriormente los 3 juegos de vidrios armados se colocaron dentro del caster y se
alinearon, el caster se coloco verticalmente en una superficie plana para nivelarlo.
En un tripie se coloca un recipiente en donde se depositd la solucion de acrilamida
(tabla 14), en la base del recipiente se encuentra una abertura, sonde se colocé una
manguera y ésta se conectd al caster. Se colocd una pinza en la manguera para
controlar el flujo de la acrilamida. Se abrié la pinza hasta que se llenaron los
espacios entre los vidrios del caster.

Una vez que la acrilamida llend los espacios entre los vidrios, se agregd isopropanol
en la superficie superior de los vidrios para aplanar los geles y eliminar la formacion
de burbujas.

Los geles se dejaron en reposo para que polimerizaran, por 1 hr.

Posteriormente se retiraron las tiras de acrilamida de la camara de la primera
dimension y se colocaron a -20 °C por 10 minutos.

Se prepararon pequefias charolas de acrilico conteniendo 3 mL de amortiguador de

equilibrio.
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Después a los capilares se les colocd un pequefio adaptador que se ajustd a una
jeringa con H,O mili Q, para expulsar las tiras de gel contenidas en los capilares,
ejerciendo lentamente una presion constante.

Las tiras se colocaron dentro de las charolas con el amortiguador de equilibrio
durante 1 minuto.

Se cambi6 el amortiguador de equilibrio y se depositaron 3 mL de buffer de
equilibrio limpio y las tiras se dejaron en reposo durante 5 minutos dentro de las
charolas.

Los geles polimerizados se desmontaron del caster y se colocaron en una base para
poder depositar las tiras de gel.

Después las tiras de gel se colocaron dentro de los biseles de los vidrios con los
geles de acrilamida polimerizados agregando agarosa al 1% previamente calentada

para sellar los espacios entre los vidrios y fijar las tiras de gel.

Reactivos (mL)
Bis-acrilamida 30.8% 196.4
Tris HCI 1M pH 8.8 121.5
H,0 mili Q 168.0

PSA 10% * 2.7

SDS 10% 10.8
TEMED * 0.35

Tabla 14. Solucién de acrilamida. Volumen final 500 mL
* Agregar al final, ya que los vidrios para polimerizar estén montados.
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Figura 27. Segunda dimension.
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8.8 Tincion con plata.

Después de que terminé la separacion de las proteinas de acuerdo a su peso molecular, los

geles correspondientes se colocaron en charolas de plastico previamente lavadas con

mezcla cromica y H20 mili Q, y fueron preparados para ser tefiidos. Siguiendo el siguiente

procedimiento (tabla 15).

PROCEDIMIENTO SOLUCIONES TIEMPO DE
TRATAMIENTO
1. Fijar. 50 % MeOH; 12 % >1 hr.
ACOH, 0.5 mL 37%
HCOH/L
2. Eliminacion de restos de | 50 % EtOH 3 lavados de 20 minutos cada
la solucidn fijadora. uno.
3. Pre-tratamiento. Na, SO;.SH,0 1minuto.
(0.2 g/L)
4. Eliminacion de restos de | H,O miliQ 3 lavados de 20 segundos cada
la solucion pre- uno.
tratamiento.
5. Impregnar. AgNO; (2g/L) 20 minutos.
6. Eliminacion de restos de | H,O miliQ 2 lavados de 20 segundos cada
la solucion de uno.
impregnacion.
7. Revelar. Na,COs (60g/L) 2 a 5 minutos.
0.5ml 37% HCOH/L;
Na28203 SH20 (4rng/L)
8. Eliminacién de restos de | H,O miliQ 2 lavados de 2 minutos cada
la solucion de revelado. uno.
9. Solucion que detiene la | ACOH al 1% 10 minutos.
reaccion.
10. Eliminacion de restos de | H,O miliQ 2 lavados de 10 minutos cada
la solucion que detiene la uno.
reaccion.

Tabla 15. Tincién con Plata.
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Posteriormente los geles fueron tefiidos a Coomassie con “blue tonic” siguiendo el
siguiente procedimiento:

1. SOLUCIONES:

a. ClsFeal 5%: 2.5 gen 50 mL de H,O mili Q.
b. C,H,04/ (COOH), al 3%: 1.5 g en 50 mL de H,O mili Q.
c. CgFeK;3Ng: 1.75 g en 50 mL de H20 mili Q.

2. Una vez preparadas cada una de las soluciones por separado, se agregaron 70 mL
de H,O en una probeta de 100 mL y posteriormente se agregaron cada una de las
soluciones (10 mL de ¢/ solucidn) en orden estricto: a, b y ¢; y se mezclaron.

3. Se agregaron los 100 mL finales (H,0 + 3 soluciones) al gel, de 2 a 3minutos
hasta que los geles cambiaron de color café oscuro a azul.

4. Se lavaron 3 veces con 250 mL de H,O, 5 minutos por lavado.

5. Se agrego la solucion estabilizadora : 20 % CH;OH + 5% CH3COxz:

6. Se lavaron 2 veces con H,O.
8.9 Escaneo de los geles en 2-D y analisis de las imagenes.
Una vez que los geles estaban tefiido se digitalizaron utilizando Escaner GS-800 Calibrated
Densitometer BIO-RAD vy las imagenes fueron procesadas con el Software Quantity ONE

version 4.6.5. Después de escanear los geles las imagenes obtenidas fueron analizadas en

el “Software PD Quest Advanced 2-D analysis”, version 8.0.1 de BIO-RAD.
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9. Resultados.

9.1 Recoleccion y almacenamiento de muestras: En este paso se busco asegurar la

integridad del Proteoma para obtener reproducibilidad de los ensayos. Para esto fue

necesario y fundamental mantener las muestras de tejido fresco a una temperatura de -

70°C. Tomando en cuenta ademas de que el contenedor se encuentre estéril. Otro

importante aspecto a determinar son los parametros clinicos e histologicos de las muestras

de las pacientes que estudiamos. A continuacion se encuentran los datos de las pacientes de

las cuales se obtuvieron las muestras de tejido fresco (tumoral y tejido adyacente) tabla 16.

Clave muestra Edad Mama afectada Estadio Diagnéstico
Histopatolégico.
1 47 afios Derecha. T2N1MO Carcinoma ductal
ECIIA infiltrante.
2 50 afios Derecha. TINOMO Carcinoma ductal
ECITIA infiltrante.
3 52 afios Derecha. T2NOMO Carcinoma
ECIIA lobulillar
infiltrante.
4 42 anos Izquierda. T2N1MO Carcinoma ductal
ECIIB. infiltrante poco
diferenciado
Multicéntrico.
5 45 anos Izquierda. T2N1MO Carcinoma ductal
ECIIB infiltrante.
6 49 anos Derecha. T3NOMO Carcinoma ductal
ECIIB infiltrante.
7 56 afios Izquierda. T2N2MO Carcinoma ductal
ECIIIA infiltrante.
8 37 afios Derecha. T3NIMO Carcinoma ductal
infiltrante.
ECIIIA
9 33 afios Derecha. T4N2MO Carcinoma
canalicular
ECIIIB infiltrante.

Tabla 16.Caracteristicas clinicas de las pacientes.
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9.2 Cuantificacion de proteinas. Rendimiento de [ | de proteinas totales

Muestra / Estadio clinico [ ] de proteinas totales (pg/ pl Rendimiento (png)
)
1T / ECHIA 3.8 228
1TA 4.7 235
2T / ECIIA 5.9 531
2TA 2.8 1400
3T / ECIIA 2.6 130
3TA 4.0 2000
4T / ECIIB 1.6 80
4TA 1.35 67.5
5T / ECIIB 4.9 245
5TA 5.6 280
6T / ECIIB 1.25 43.75
6TA 14 49
7T / EC IIIA 43 215
TTA 3.2 160
8T / ECIIIA 1.4 70
8TA 1.25 62.5
9T / ECIIIB 4.7 329
9TA 2.2 66

Tabla 17. Rendimiento de la [ | de proteinas totales.

T: Tumor
TA: Tejido Adyacente
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9.3 Geles de acrilamida-bisacrilamida SDS-PAGE AL 12 %.

Figura 28. SDS-PAGE al 12 % de tejidos neoplasicos, tefiido con azul de Coomassie.

T: Tumor , MP: Marcador de peso molecular.

Figura 29. SDS-PAGE al 12 % de tejidos neoplasicos, tefiido con azul de Coomassie.

T: Tumor, MP: Marcador de peso molecular.
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Figura 30. SDS-PAGE al 12 % de tejidos adyacentes, tefiido con azul de Coomassie.
TA: Tejido Adyacente, MP: Marcador de peso molecular.
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9.4 Electroforesis bidimensional:

e Geles en 2-D PAGE de muestras de tejido tumoral. Formato de 12 x 12cm, con 100
ng de proteinas. Ambos geles pertenecen a pacientes con cancer de mama, en donde
se conserva un perfil de expresion de proteinas, aunque también encontramos
diferencias marcadas. Este ensayo fue un primer acercamiento, para verificar la
calidad de las muestras y la resolucion de la electroforesis bidimensional con
capilares. Estas muestras no fueron incluidas en al analisis final ya que carecian de
algunos de los criterios de inclusion, por ejemplo la edad y ademas estaban

recibiendo tratamiento previo a la toma de la biopsia.

— ] —» T —

Figura 31. 2-D PAGE de tejidos tumorales. A: Tejido tumoral (Carcinoma ductal infiltrante, ECIIA)
de paciente con 70 afios de edad, tratada con Quimioterapia. B: Tejido tumoral (Carcinoma ductal
infiltrante, ECIIB) de paciente con 72 afios de edad, tratada con Radioterapia. En los circulos se

encuentran proteinas con diferencias en su expresion.
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Con estas muestras también realizamos geles 2-D PAGE en formato de 22 x 22cm con 500
png de proteinas. La calidad de las muestras fue satisfactoria y la resolucion obtenida
también. El perfil de expresion de las proteinas que se puede observar en esta imagen es
similar con la literatura reportada con respecto a la distribucion de los puntos (circulos

rojos) V. SIENA 2D-DATABASE.

Figura 32. 2-D PAGE de tejidos tumorales. A: Tejido tumoral (Carcinoma ductal infiltrante, ECIIA)
de paciente con 70 afios de edad, tratada con Quimioterapia. B: Tejido tumoral (Carcinoma ductal

infiltrante, ECIIB) de paciente con 72 aiios de edad, tratada con Radioterapia.
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A continuacidon se muestran las imagenes de los geles en 2-D que se realizaron con las

muestras definitivas y que posteriormente se analizaron con el software PD-Quest.

Estos geles fueron realizados en formato de 22 x 22 cm, con 100 pg de proteinas de la
muestra 1 de Tejido Tumoral (1T) y su Tejido Adyacente (1TA) en estadio IIA. Para esta
muestra se realiz6 un analisis por triplicado del Tejido tumoral, figura 33. Del TA se realizé
un analisis por duplicado, figura 34. En esta etapa del estudio se realizd6 un andlisis
descriptivo de las imagenes. En ambos casos con reproducibilidad en cada ensayo,
basandonos en el numero de manchas detectadas por el software PD-Quest en cada gel.

Posteriormente se muestran los datos exactos de este primer analisis.

[l | ————>
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Figura 33. 2-D PAGE de tejido tumoral, teiiidos con plata. Analisis por triplicado. Muestra 1T.
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Figura 34. 2-D PAGE de tejido adyacente, tefiidos con plata. Analisis por duplicado. Muestra 1T.
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Geles en formato de 22 x 22 c¢cm, con 100 pg de proteinas de la muestra 2 de Tejido tumoral
(2T) y su Tejido Adyacente (2 TA) en estadio IIA. Se realiz6 un analisis por triplicado del
tejido tumoral, figura 35. Del TA se realizé un analisis por duplicado, figura 36. En esta
etapa del estudio se realizdé un analisis descriptivo de las imagenes. En ambos casos con

reproducibilidad en cada ensayo, se puede observar grupos de proteinas (encerradas con un

linea roja) que se encuentran presentes en todos los geles verificando de esta forma la

2T ECIIA

distribucion similar de las machas.
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Figura 35. 2-D PAGE de tejido tumoral, tefiidos con plata. Analisis por triplicado. Muestra 2T.
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Figura 36. 2-D PAGE de tejido adyacente, tefiidos con plata. Analisis por duplicado. Muestra 2TA.
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Geles en formato de 22 x 22 cm, con 100 pg de proteinas de la muestra 3 de Tejido tumoral
(3T) y su Tejido Adyacente (3 TA) en estadio IIA. Se realizé un analisis por duplicado del
tejido tumoral, figura 37. Del TA se realizé un analisis por duplicado, figura 38. En esta
etapa del estudio se realizé un analisis descriptivo de las imagenes. En ambos casos con
reproducibilidad en cada ensayo, se puede observar grupos de proteinas (encerradas con un

linea roja) que se encuentran presentes en ambos geles.

pH3-10 > pH3I0 |— 5

Figura 37. 2-D PAGE de tejido adyacente, tefiidos con plata. Analisis por duplicado. Muestra 3T.
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pH3-10

pH3.10

Figura 38. 2-D PAGE de tejido adyacente, tefiidos con plata. Analisis por duplicado. Muestra 3TA.
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Geles en formato de 22 x 22 c¢cm, con 100 pg de proteinas de la muestra 4 de Tejido tumoral
(4T) y su Tejido Adyacente (4 TA) en estadio IIB. Se realizo un anélisis por duplicado del
tejido tumoral, figura 39. Del TA se realizé un analisis por duplicado, figura 40.

Figura 39. 2-D PAGE de tejido tumoral, tefiidos con plata. Analisis por duplicado. Muestra 4T.
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Figura 40. 2-D PAGE de tejido adyacente, teiiidos con plata. Analisis por duplicado. Muestra 4TA.
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Geles en formato de 22 x 22 c¢cm, con 100 pg de proteinas de la muestra 5 de Tejido tumoral
(5T) y su Tejido Adyacente (5TA) en estadio IIB. Se realiz6 un analisis por duplicado del
tejido tumoral, figura 41. Del TA se realizo un analisis por duplicado, figura 42. En el caso
del TA obtuvimos una mejor resolucion al realizar el duplicado, esto basandonos en el

analisis con el software PD-Quest y el nimero de manchas detectadas.

pHA10
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Figura 41. 2-D PAGE de tejido tumoral, tefiidos con plata. Analisis por duplicado. Muestra 5T.
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Figura 42. 2-D PAGE de tejido adyacente, tefiidos con plata. Analisis por duplicado. Muestra STA.
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Geles en formato de 22 x 22 c¢cm, con 100 pg de proteinas de la muestra 6 de Tejido tumoral
(6T) en estadio IIB. En este caso solo se realizo el analisis de un solo gel ya que la cantidad

de la muestra no nos permiti6 hacer duplicado, figura 43.

Ademas se obtuvo una mala resolucion, esto debido a la mala calidad de la muestra.

[CeH3-10 1] >

Figura 43. 2-D PAGE de tejido tumoral, tefiido con plata. Muestra STA.
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Geles en formato de 22 x 22 c¢cm, con 100 pg de proteinas de la muestra 7 de Tejido tumoral
(7T) y su Tejido Adyacente (7TA) en estadio IIIA. Se realizé un analisis por duplicado del
tejido tumoral, figura 44. Del TA se realizo el andlisis de un solo gel, figura 45. Ademas en
este caso se contaba con una cantidad suficiente de la muestra para realizar un analisis por
duplicado agregando un marcador de peso molecular para geles en 2- D, el duplicado de la
muestra se realizé con 50 pg de proteinas y se agregaron 10 ug del marcador 2-D SDS-
PAGE. En este caso se encontr6 una mancha (flecha y circulo rojo) que pertenece al
marcador 2-D SDS-PAGE (con un pl de 4.5 y 21, 500 kDa), figura 44.
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Figura 44. 2-D PAGE de tejido tumoral, tefiido con plata. Muestra 7T. Duplicado con marcador 2-D
SDS-PAGE.

pH3-10 =
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Figura 45. 2-D PAGE de tejido adyacente, tefiido con plata. Muestra 7TA.
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Geles en formato de 22 x 22 cm, con 100 pg de proteinas de la muestra 8 de Tejido tumoral
(8T) en estadio IIIA. Se realiz6 el analisis de un solo gel ya que la cantidad de la muestra

no era suficiente para realizar duplicado, figura 46.

Figura 46. 2-D PAGE de tejido tumoral, tefiido con plata. Muestra 8T.
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Geles en formato de 22 x 22 c¢cm, con 100 pg de proteinas de la muestra 9 de Tejido tumoral
(9T) y su Tejido Adyacente (9TA) en estadio IIIB. Se realiz6é un anélisis por duplicado del

tejido tumoral, figura 47. Del TA se realizo el analisis de un solo gel, figura 48.

| pH3O > pHI0 |y

9T -

Figura 47. 2-D PAGE de tejido tumoral, tefiido con plata. Muestra 9T.
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Figura 48. 2-D PAGE de tejido adyacente, tefiido con plata. Muestra 9TA.
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9.5 ANALISIS DE LAS IMAGENES:

Las imagenes obtenidas fueron analizadas con el Software PD Quest Advanced 2-D
analysis, version 8.0.1 de BIO-RAD. Las muestras se agruparon segun el estadio clinico, es
decir de manera progresiva, desde el estadio ITA hasta el estadio IIIB, para realizar el
analisis primer nivel de los perfiles de expresion proteicos. Ademas se seleccionaron las

imagenes de los geles que presentaron un mayor numero de manchas.

GRUPO 1. Tejidos Tumorales. Estadio IIA y IIB.

Muestra 2T ECIIA

Muestra 6T ECIIB

Muestra 4T ECIIB

GRUPO 2. Tejidos Adyacentes. Estadio I1A y I1B.

Muestra 2TA ECIIA

Muestra 6 TA ECIIB

Muestra 4 TA ECIIB

GRUPO 3. Tejidos Neoplasicos. Estadio IIIA y IIB.

Muestra 7T ECIITA

Muestra 8T ECIIIA

Muestra 9T ECIIIB

GRUPO 3. Tejidos Adyacentes. Estadio IIIA y IIB.

Muestra 7TA ECIIIA

Muestra 8 TA ECIIIA

Muestra 9 TA ECIIIB
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El software PD-Quest es un programa de computadora especializado para el procesamiento
de imagenes de geles 2-DE. Este programa nos permitid6 analizar y comparar
simultineamente varios geles, detectando y comparando automaticamente en cada uno de
ellos todas las proteinas presentes. Cada imagen fue re-analizada de forma manual para
eliminar errores en el andlisis automatico y remover particulas contaminantes de las
imagenes. Este analisis produjo una imagen digital del gel y se determin¢ la cantidad de la
proteina, la posicion en el gel y la calidad de la mancha. Ademas se verificé cada mancha
con una herramienta de este software “3D viewer” en la cual es posible visualizar a las
manchas en tercera dimension obteniendo una imagen clara de la proteinas detectadas y

asegurar que no fueran artefactos o contaminantes.

La cantidad de una proteina se refiere a la intensidad total de una mancha en particular,
comparada con un patron estandar de proteinas de concentracion conocida. Todos los geles
fueron normalizados para que la calidad y la cantidad de las manchas (proteinas) tuvieran el
mismo significado para cada muestra analizada. De esta manera los perfiles de expresion
proteicos obtenidos de los geles bidimensionales, se analizaron cuantitativamente y

obtuvimos ademas un acercamiento de un analisis cualitativo.

El andlisis cualitativo que se realizd con este software se refiere a las manchas que
aparecen en un solo grupo de geles, es decir en una sola condiciéon en comparacion con el
otro grupo de geles. Es decir son proteinas propias de un grupo pero no estan en el otro con
el que lo estas comparando. El andlisis cuantitativo se refiere entonces a todos aquellos
spots detectados con el software que presentan diferencias en la expresion cuantitativa, es
decir si estan sobre -expresados al menos 2 veces por arriba con respecto al grupo que se
esta comparando, todo esto de acuerdo a los pardmetros y normalizacion establecidos
previamente. Y el analisis estadistico se refiere a aquellas proteinas que se encuentran
expresadas diferencialmente en los dos grupos que se compararon y que poseen

diferencias significativas (significancia del 95%, students t-test).
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ANALISIS DEL GRUPO 1:
Este corresponde a los perfiles de expresion proteicos obtenidos a partir de los Tumores en
Estadio IIA y IIB. Se crearon imagenes consenso de los geles comparando las manchas de
tres geles distintos y se tomaron en cuenta las manchas comunes a todos ellos.

En la siguiente tabla se muestran los datos obtenidos al analizar cada una de las imagenes
correspondiente a las muestras en esta etapa, el nimero de “spots” 6 manchas corresponden
a todas las proteinas encontradas

en cada gel y los “spot matched to every member”

corresponden a las proteinas emparejadas o adaptadas en los 3 geles.

Muestra Nimero de manchas Manchas emparejadas
en los 3 geles
Muestra 2T ECITA 1155
Muestra 6T ECIIB 1209 336
Muestra 4T ECIIB 739
ANALISIS DEL GRUPO 2:

Este corresponde a los perfiles de expresion proteicos obtenidos a partir de los Tejidos
Adyacentes en Estadio IIA y IIB. Se crearon imagenes consenso de los geles comparando

las manchas de tres geles distintos y se tomaron en cuenta las manchas comunes a todos

ellos.
Muestra Numero de manchas Manchas emparejadas
en los 3 geles
Muestra 2 TA ECIIA 993
Muestra 6 TA ECIIB 931 451
Muestra 4 TA ECIIB 739
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ANALISIS DEL GRUPO 3:
Este corresponde a los perfiles de expresion proteicos obtenidos a partir de los TN en
Estadio ITIA y IIIB. Se crearon imdgenes consenso de los geles comparando las manchas de

tres geles distintos y se tomaron en cuenta las manchas comunes a todos ellos.

Muestra Numero de manchas

Manchas emparejadas

en los 3 geles

Muestra 7T ECIIIA 1105
Muestra 8T ECIITA 1267 541
Muestra 9T ECIIIB 1177

ANALISIS DEL GRUPO 4:
Este corresponde a los perfiles de expresion proteicos obtenidos a partir de los TA en
Estadio IIIA y IIIB. Se crearon iméagenes consenso de los geles comparando las manchas de

tres geles distintos y se tomaron en cuenta las manchas comunes a todos ellos.

Muestra Nimero de manchas Manchas emparejadas
en los 2 geles
Muestra 7 TA ECIITA 649
Muestra 9 TA ECIIIB 763 312
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Posteriormente las imagenes de las muestras se agruparon para realizar la comparacion

entre las muestras que representaban al estadio clinico IIA y IIB vs las muestras en estadio

IITA y IT1IB previamente analizados, es decir se realiz6 un analisis de segundo nivel.

Grupo A.
GRUPO A. Tejidos Neoplasicos Estadio IIA y IIB vs Tejidos Adyacentes
Estadio 11A y 1IB
Muestra Nuimero de Manchas emparejadas en los
manchas 6 geles
Muestra 2T ECIIA 1155
Muestra 6T ECIIB 1209
Muestra 4T ECIIB 739 280
Muestra 2 TA ECIIA 993
Muestra 6TA ECIIB 931
Muestra 4TA ECIIB 730
Obteniendo el siguiente analisis:
ANALISIS Manchas
Cualitativo 57
Cuantitativo 380
Estadistico 77
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Grupo B.

GRUPO B. Tejidos Neoplasicos Estadio IIIA y IIIB vs Tejidos Adyacentes
Estadio IIIA y I1IB
Muestra Nuimero de Manchas emparejadas en los
manchas 5 geles
Muestra 7T ECIIIA 1088
Muestra 8T ECIIIA 1261
Muestra 9T ECIIIB 1169 208
Muestra 7TA ECIIIA 643
Muestra 9TA ECIIIB 746
Obteniendo el siguiente analisis.
ANALISIS MANCHAS
Cualitativo 69
Cuantitativo 378
Estadistico 41
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Grupo C:

GRUPO C. Tejidos Neoplasicos Estadio I1A y IIB

vs Tejidos Neoplasicos

Estadio IIIA y I1IB
Muestra Nimero de manchas Manchas emparejadas
en los 6 geles
Muestra 2T ECIIA 1155
Muestra 6 T ECIIB 1209
Muestra 4 T ECIIB 739 240
Muestra 7T ECIIIA 1105
Muestra 8T ECIIIA 1267
Muestra 9T ECIIIB 1177
ANALISIS MANCHAS

Cualitativo 67

Cuantitativo 650

Estadistico 39
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Grupo D.

GRUPO D. Tejidos Adyacentes Estadio ITA y IIB vs

Tejidos Adyacentes Estadio IITA y ITIB

Muestra Numero de spots Spot matched to
every member
Muestra 2 TA ECIIA 960
Muestra 4 TA ECIIB 910
Muestra 5 TA ECIIB 720 200
Muestra 7 TA ECIITIA 628
Muestra 9 TA ECIIIB 742
ANALISIS

Cualitativo 83

Cuantitativo 358

Estadistico 61

Ademas de la informacion obtenida con este analisis pudimos obtener los patrones o
perfiles de expresion proteicos de cada una de las pacientes y al comparar con lo ya
reportado pudimos observar similitudes en los patrones de expresion de las proteinas,
basandonos en su distribucion. Y pudimos observar e inferir algunas de los grupos de
proteinas identificadas por punto isoeléctrico y masa molecular en teoria. A continuacioén

enumeradas, figura 49.
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Numero Nombre de la proteina Nombre pl/ MW
abreviado
1 Albumina sérica ALBU 5.92/ 69367 (multiples
formas)
2 Ubiquitina UBIQ 6.86/8313
3 Tropomiosina TPM4 4.67/28 391
o4
4 Proteosoma subunidad a tipo 5 PSAS 4.74/26 411
5 Hemoglobina a HBA 8.73/15 126
Multiples formas
6 Ig/y IGHG1 8.46/36 106
Multiples formas.
7 Aldolasa A ALDOA 8.39/39 289
8 Fibronectina 5.6/243078
9 Colageno tipo VI 5.26/ 109 602

Figura 49. 2-D PAGE de tejido tumoral (Carcinoma ductal), con 500 pg de proteinas totales, tefiido con
plata.
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10. Discusion.

Los grupos de investigadores y clinicos en diferentes estudios han tratado de detectar
cambios histoldgicos y moleculares que reflejen los cambios fenotipicos que ocurren en la
carcinogénesis de la glandula mamaria, aunque es imperativo generar mas informacion para

poder llegar a entender globalmente esta patologia.

Los estudios en los que se involucran técnicas de Protedmica juegan un papel importante en
la obtencion de valiosa y novedosa informacion acerca de del carcinoma de la glandula
mamaria, ya que se pueden establecer diferencias significativas en los perfiles de expresion
proteica no solo entre los diferentes subtipos histologicos, también se obtiene informacion
acerca de la progresion y se pueden distinguir estos perfiles de expresion de los tejidos no
afectados. Esto puede ser utilizado para realizar un monitoreo y una estratificacion

especifica para cada paciente.

En el presente trabajo se estudiaron un total de 9 pacientes con carcinoma de glandula
mamaria. Este trabajo es el primero que se elabora en nuestro laboratorio en colaboracion
con Centro de Ciencias Genomicas UNAM, por lo que primero fue necesario estandarizar
las técnicas adecuadas para la obtencion de los extractos de proteinas, ya que las muestras
provienen de biopsias y era crucial preservar cada muestra, ya que son unicas. Realizamos
varios ensayos previos para optimizar los rendimientos cantidades de cada muestra, desde
la extraccion hasta los geles en 2-D. Es importante destacar que este estudio es el primer
acercamiento para la descripcion de los perfiles de expresion proteica en pacientes
mexicanas con cancer de mama y en consecuencia nos proporciond informacion valiosa
para llevar a cabo su posterior caracterizacion o identificacion por medio de espectrometria

de masas.

Los estudios que realizamos por medio de técnicas de Protedmica, revelaron que existen
diferencias en la expresion de los perfiles proteicos provenientes de tejidos tumorales y sus
tejidos adyacentes. En el grupo 1 que corresponde a los tejidos tumorales en Estadio IIA y
IIB se encontraron en promedio de 800 “spots”, en los cuales observamos grupos de
proteinas que se conservan constantes a pesar de la variabilidad que presenta cada paciente,

336 proteinas estan presentes (en comun) en las imagenes que representan este grupo.
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Es decir que estds 336 manchas en comun se encuentran sobre o sub-expresadas en este
grupo. En el grupo 2 que corresponde a los perfiles de expresion proteicos obtenidos a
partir de los TA en Estadio IIA y IIB encontramos una diferencia en el nimero de
proteinas por gel y 451 proteinas en comun, esto nos indica que los tejidos adyacentes
también guardan un patron similar en la expresion de las proteinas. En el grupo 3 que
corresponde a los perfiles de expresion proteicos obtenidos a partir de los Tejidos tumorales
en Estadio IITA y IIIB encontramos un promedio de 1200 proteinas por gel, es decir una
mayor expresion proteica en lo que respecta al grado de la patologia. Esto concuerda con
los reportes previamente mencionados [63, 64], ademas 541 proteinas se encuentran en
comun. En el grupo 4 que corresponde a los perfiles de expresion proteicos obtenidos a
partir de los TA en Estadio IIIA y IIIB encontramos un promedio de 700 proteinas de las
cuales 312 estan presentes en este grupo de geles. Al realizar el analisis de segundo nivel
encontramos datos interesantes al comparar los grupos anteriormente mencionados. Por
cada comparacion que realizamos, tanto el analisis cualitativo, cuantitativo y estadistico
aportaron datos importantes que servirdn como base para tener un mapa de las proteinas
que estan expresadas diferencialmente, ya sea expresadas en un solo grupo, o bien
presentes en todos pero en este caso sobre-expresadas. Cuando se compararon los tejidos
tumorales en estadio IIA y IIB vs sus tejidos adyacentes se encontraron que 57 proteinas se
expresan unicamente en los tejidos tumorales, 380 proteinas se encuentran en comtn y 77
proteinas son estadisticamente significativas. Posteriormente en el grupo de los tejidos
tumorales en estadio clinico IITA y IIIB vs sus tejidos adyacentes se encontraron 69
proteinas expresadas Uinicamente en los tumores, 378 proteinas se encuentran sobre o sub-
expresadas en los dos grupos de geles y 41 proteinas presentan significancia estadistica. En
el grupo de los geles que corresponden a tejidos tumorales en estadio IIA y IIB vs tejidos
tumorales en estadio IIA y IIIB encontramos 67 proteinas expresadas unicamente en los
tumores en etapa IIA y IIB, 650 proteinas expresadas diferencialmente en los dos grupos y
39 con significancia estadistica. En el caso del grupo de tejidos adyacentes en estadio I1A y
IIB vs tejidos adyacentes en estadio IIIA y IIIB encontramos 83 proteinas expresadas
unicamente en los tejidos adyacentes en estadio IIA y IIB, 358 proteinas se expresaron

diferencialmente y 61 proteinas muestran diferencias estadisticamente significativas.
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Con esos resultados pudimos inferir algunas de las proteinas que se encuentran expresadas
en el carcinoma de mama siguiendo la informacion obtenida de los puntos isoeléctricos y la
masa molecular, esto es relativo ya que cada gel es diferente y en cada laboratorio en el
que se lleva a cabo este tipo de estudios aplican distintas metodologias, creando asi una
gran variabilidad en la obtencién de los perfiles de expresion de proteinas, pero podemos
decir que con este trabajo se establecieron bases cruciales para poder continuar hacia la
identificacion de las proteinas por medio de espectrometria de masas, que nos
proporcionara la identificacion especifica de cada proteina y poder asociarlas al proceso de

carcinogénesis segun sus funciones.

Es importante retomar que los perfiles de expresion de las proteinas obtenidos en este
proyecto son de gran importancia para la comprension de la progresion de esta neoplasia,
fue interesante observar que todos los tejidos ya sean tumorales o no compartian cierto
grupo de proteinas, sin importar el subtipo histologico y las caracteristicas clinicas de las
pacientes. En este sentido podemos decir que el cancer de mama es una enfermedad tan
heterogénea y muy compleja por lo que se requiere de la intervencion de multiples

disciplinas cientificas que contribuyan a entendimiento de esta patologia.
11. Conclusiones:

e Determinamos los perfiles de expresion proteica de tejido mamario neoplasico y
tejido mamario no afectado por medio de la aplicacion de metodologias empleadas

en la Protedmica.

e Encontramos diferencias en los perfiles de expresion proteicos entre tejido mamario
neoplésico y tejido mamario no afectado, en este caso se trabajaron extractos de
proteinas de muestras diferentes, las edades de las pacientes eran distintas ademas

de los grados de la patologia.

129



e Al comparar las imagenes obtenidas por medio de los geles en 2-DE encontramos
que la expresion de las proteinas de las muestras estudiadas presentaron diferencias
en su sobre o sub-expresion, ademas encontramos proteinas con expresion unica en
cada grupo estudiado. Obteniendo de esta manera un analisis descriptivo y
cuantitativo de los perfiles de expresion proteica en estas pacientes que nos
perimira realizar la identificacion de las proteinas de interés por medio de

espectrometria de masas.

12. Perspectivas:

e Realizar geles preparativos con 500 pg de proteina de cada grupo a estudiar.

= Seleccionar las proteinas de interés, cortarlas y realizar su posterior digestion.

= Analisis con el espectrometro de masas.

= [dentificacion de las proteinas.

= De las proteinas que se llegaran a identificar y que estén relacionadas en la
carcinogénesis de la glandula mamaria, se sugiere realizar estudios exhaustivos para
determinar su eficacia como probables biomarcadores con validacion de éstos.

* Implementar ademas el analisis protedmico del carcinoma mamario metastasico y

realizar un andlisis comparativo.
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