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1. ABSTRACT 

Breast cancer (BC) is a disease with different clinical, histological, and molecular 

characteristics, frequently presenting mutated tumour-suppressing genes and 

oncogenes. P53 is a known tumour suppressor that is often mutated in BC; several 

mutations in p53 inhibit its role as a transcriptional repressor of several oncogenes. 

Topoisomerase 2 alpha (TOP2a) is a gene target of p53, and it is also a known 

target for anthracyclines. The aim of this study was to analyse the genetic 

alterations of p53 and TOP2a genes and levels of protein expression, as well as 

their association with survival in Mexican women with BC. A total of 102 biopsies 

were collected (tumour and adjacent tissues) from patients with BC. To identify 

point mutations and deletions in the TP53 gene, the Sanger sequencing method 

was carried out. Deletions or amplifications for TOP2a gene were determined using 

quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR). In addition, the expression of the 

TOP2a and p53 proteins was evaluated by Western blot. Furthermore, p53 protein 

expression was analysed by Proximity Ligation Assay (PLA)-qPCR. Only 28.5% of 

the patients were found to have Triple Negative Breast Cancer (TNBC); the 

average age at the time of diagnosis of these patients was 50 years, and Scarff–

Bloom–Richardson (SBR) histological grade III (p=0.0089). No differences in point 

mutations or deletions of TP53, deletions or amplifications and protein expression 

level of TOP2a were observed between women with TNBC and non-TNBC 

patients. However, patients with TNBC showed p53 protein overexpression as 

determined by PLA-qPCR and Western blot (p<0.0001). Furthermore, we found an 

association between TOP2a amplification and overexpression of its protein in 

patients with TNBC (p<0.0001). Concerning p53 overexpression resulted in a lower 

survival in patients with BC.  
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2. RESUMEN 

El cáncer de mama (CaMa) es una enfermedad compleja con diferentes 

características clínicas, histológicas y moleculares, frecuentemente presenta 

genes supresores de tumor y oncogenes mutados. P53 es un supresor de tumor 

que comúnmente esta mutado en CaMa; varias mutaciones puntuales en el gen 

TP53 inhiben su papel como represor transcripcional de varios oncogenes. 

Topoisomerasa 2 alfa (TOP2a) es un gen blanco de p53 y es un blanco de 

antraciclinas. El objetivo de este estudio fue analizar las alteraciones genéticas de 

los genes TP53 y TOP2a, la expresión de sus proteínas, y su asociación con la 

sobrevida en mujeres Mexicanas con CaMa. Un total de 102 biopsias fueron 

colectadas (tumor y tejido adyacente) de mujeres con CaMa. Las mutaciones 

puntuales y las deleciones en el gen TP53 se identificaron mediante secuenciación 

con el método de Sanger. Las deleciones y amplificaciones del gen TOP2a se 

determinaron mediante qPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction). La 

expresión de las proteínas p53 y TOP2a se evaluaron mediante Western blot. 

Además, se determinó la expresión de la proteína p53 mediante PLA (Proximity 

Ligation Assay)-qPCR. El 28.5% de las mujeres fueron subtipo Triple negativo 

(TN), con una edad promedio al momento del diagnóstico de 50 años y 82.8% con 

grado histológico SBR (Scarff–Bloom–Richardson) III. No se encontraron 

diferencias entre las mujeres TN y no-TN en las mutaciones puntuales o 

deleciones del gen TP53, deleciones o amplificaciones y expresión de la proteína 

TOP2a. Sin embargo, las mujeres con sbtipo TN mostraron sobreexpresión de la 

proteína p53 determinada por PLA-qPCR y Western blot (p<0.0001). Además, 

nosotros encontramos una asociación entre la amplificación de TOP2a y 

sobreexpresión de su proteína en las mujeres con subtipo  TN (p<0.0001). Por 

último, las mujeres con CaMa con p53 sobreexpresada presentaron una menor 

sobrevida.   
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3. INTRODUCCIÓN 

3.1 Glándula mamaria 

La glándula mamaria esta compuesta por piel, tejido subcutáneo donde se 

encuentran los adipocitos y el tejido mamario que incluye estroma y parénquima, y 

su función es la producción de leche. La glándula mamaria contiene lóbulos en un 

rango de 15-20 y estos lóbulos están conformados por lobulillos, los lóbulos se 

conectan a través de una red de ramificaciones tubulares (ductos) que 

desembocan en el pezón, y en los espacios entre los lóbulos se encuentra el tejido 

adiposo (Pandya S, 2011).  

 

 
Figura 1. Estructura de la glándula mamaria femenina (Wong E, 2012). 

 
 
3.2 Epidemiología del CaMa 

El CaMa es la primera causa de incidencia y mortalidad en la población femenina 

a nivel mundial y en México. En el año 2018 se reportaron tasas de incidencia de 

46.3 por 100,000 mujeres y mortalidad de 13 defunciones por 100,000 mujeres a 

nivel mundial; específicamente en mujeres mexicanas las tasas de incidencia 

fueron de 39.5 por 100,000 mujeres y mortalidad de 9.9 defunciones por 100,000 

mujeres (Figura 2) (Globocan, 2018).  
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Figura 2. Tasas de incidencia y mortalidad del cáncer en la población femenina a 
nivel mundial y en México (Globocan, 2018). 

 
 
3.3 Características del CaMa 

El cáncer de mama (CaMa) es una enfermedad heterogénea y compleja que se 

desarrolla en las células de la glándula mamaria, y se asociada con diferentes 

características histopatológicas, biológicas y clínicas importantes para determinar 

el pronóstico y el tratamiento de los pacientes. La heterogeneidad es un sello o 

marca del cáncer, en CaMa se ha observado heterogeneidad entre los diferentes 

pacientes (inter-tumor), y ello se debe a que existen diferentes poblaciones 

celulares en el tumor de un paciente (intra-tumor) (Turashvili G, 2017). 

 

3.3.1 Etapas del CaMa 

Los tumores de CaMa se dividen en 2 etapas en general: tempranas (etapa 0, I y 

II) y tardías (etapa III y IV). Acorde con el sistema de TNM por el American Joint 

Commite on Cancer (AJCC)/Union for International Cancer Control (UICC) para 

asignar a los tumores una etapa se utilizan las siguientes características: Tamaño 
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del tumor (T), estatus de ganglios linfáticos (N: lymph node) y metástasis a 

distancia (M) (AJCC, 2016; Turashvili G, 2017). En la etapa 0 solo existe un 

carcinoma in situ y no ha invadido la membrana basal. Las siguientes etapas 

presentan un tamaño de tumor y presencia o ausencia de ganglios linfáticos hasta 

la última etapa IV donde existe metástasis hacia otro órgano. T1 corresponde a un 

tumor <2 cm de tamaño, T2 tumor >2cm – 5 cm, un tumor T3 es >5 cm y 

finalmente un tamaño T4  puede ser cualquier tamaño y una extensión directa 

hacia la pared del pecho (AJCC, 2016). Por otra parte, N1 corresponde a 

micrometástasis en 1-3 ganglios linfáticos, N2 metástasis en 4-9 ganglios linfáticos 

axilares, N3 es la presencia de metástasis en más de 10 ganglios linfáticos (AJCC, 

2016).  

 
 

 
 
Figura 3. Etapas del CaMa de acuerdo al sistema TNM. T1*= tamaño de tumor <1 

mm, N1**= micrometástasis en ganglios linfáticos. 
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3.3.2 Subtipos histológicos de CaMa 

Dentro de las características importantes intrínsecas del tumor se encuentra el tipo 

histológico del tumor, la Organización Mundial de la Salud (OMS) reconoció la 

existencia de al menos 17 tipos histológicos distintos (Weigelt B, 2009).  De 

manera general el tumor se puede clasificar en carcinoma in situ e invasivo 

(infiltrante); a su vez el carcinoma in situ se puede subdividir en ductal o lobulillar y 

corresponde a un 25% de los tumores de CaMa, y el 75% restante corresponde a 

tumores de CaMa invasivos (Malhotra GK, 2010). La mayoría de los tumores de 

CaMa son carcinomas de tipo histológico ductal invasivo (70-80%), seguido 

carcinomas lubulillar invasivo (5-15%) y otros tipos histológicos (mucinoso, papilar, 

tubular, neuroendocrino, medular, mixtos, etc.) son menos frecuentes <2% (Figura 

4B) (Weigelt B, 2009; Malhotra GK, 2010). 

 
3.3.3 Subtipos clínicos del CaMa 

La expresión de receptores hormonales (RE: receptor de estrógeno, RP: receptor 

de progesterona) y HER2 (Human Epidermal growth factor Receptor-2) se evalúan 

de manera rutinaria en el CaMa por inmunohistoquímica (IHQ) acorde con las 

recomendaciones de la ASCO/CAP. La expresión o ausencia de estos receptores 

permite establecer biomarcadores pronósticos y predictivos para determinar el 

tratamiento de las mujeres con CaMa (Turashvili G, 2017). 

Además, de acuerdo al estatus de los RH y HER2 determinados a través de IHQ 

se puede clasificar a los tumores de CaMa en los siguientes subtipos: RH 

positivos, son tumores que expresan RE y/o RP aproximadamente el 80% y 60-

70% respectivamente y la expresión de un solo receptor es raro; alrededor del 

70%  corresponden a este subtipo clínico. HER2 (Human Epidermal growth factor 

Receptor-2) positivo es otro subtipo que sobreexpresa la proteína y se encuentra 

en un rango de 15-20% de los tumores de CaMa. Finalmente, el subtipo triple 

negativo (TN) no expresa ninguno de las receptores (RE-, RP-, Her2+) (Turashvili 

G, 2017). 

Adicionalmente, existe la clasificación molecular que se determina a través de 

microarreglos y permite clasificar a los tumores de CaMa en los siguientes 
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subtipos: basal (triple negativo), HER2 positivo, Luminal A y Luminal B (Figura 

4A)(Malhotra GK, 2010).    

 

 
Figura 4. Subtipos histológicos y moleculares de CaMa. A) Subtipos histológicos 
de CaMa, B) Subtipos moleculares de CaMa.  
 

 
3.4 P53 

P53 es un supresor de tumor que puede ser inducido por diversas señales de 

estrés como daño al ADN, activación de oncogenes, entre otros. P53 actúa como 

factor de transcripción regulando diversos procesos celulares como: arresto del 

ciclo celular, muerte celular, reparación del ADN, metabolismo, respuesta 

antioxidante (Figura 5A) (Bieging KT, 2014; Chen J, 2016). La proteína p53 es un 

tetrámero y estructuralmente contiene múltiples dominios funcionales: 2 dominios 

de activación transcripcional (TADs), dominio rico en prolina (PRD), dominio de 

unión al ADN (DBD) y dominio de oligomerización a través del cual los monómero 

de p53 interactúan para formar el tetrámero; además, presenta diferentes 
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modificaciones post-traduccionales importantes en la función de la proteína p53 

(Figura 5B) (Cho Y, 1994, Garcia PB, 2014).  

 

 
Figura 5. Funciones y estructura de la proteína p53. A) Funciones de p53, B) 
Estructura de la proteína p53. 
 
 
3.4.1 SNPs del gen TP53 

Los SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) son cambios de un solo nucleótido 

por otro, es el tipo más frecuente de cambio en el ADN, y se encuentra presentes 

en al >1% de la población. El gen TP53 es polimórfico, actualmente se ha 

identificado 80 SNPs en diferentes poblaciones de estudio. La mayoría de los 

SNPs (90%) están situados en intrones, sitios de splicing o en regiones no 

codificantes (Figura 6) (Huszno J, 2018). 
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Sin embargo, estos cambios pueden afectar el riesgo de cáncer, progresión y 

respuesta al tratamiento. Unos de los SNPs más frecuente reportados es SNP72 

(rs1042522) localizado en exón 4 permitiendo variante de Arginina 72 o Prolina 72 

y juega una papel en diferentes tipos de cáncer (Dahabreh IJ, 2013; Huszno J, 

2018). 

 
Figura 6. Frecuencia de SNPs en el gen TP53 en individuos sanos. 

 
 

3.5 Mutaciones del gen TP53 en cáncer 

El 50% de los diferentes tipos de cáncer presentan mutaciones en la región 

codificante de la proteína p53 (Petitjean A, 2007). Específicamente en tumores de 

CaMa del 21-27% de las pacientes presentan alteraciones en el gen TP53 (Olivier 

M, 2006; Olivier M, 2010; Banerji S, 2012; Fountzilas G, 2016). Aproximadamente 

4,250 mutaciones se han reportado para el gen TP53 en tumores de CaMa, 90% 

de estas mutaciones se identificaron en el dominio de unión a ADN de p53 y se 

han asociado con peor pronóstico y pobre respuesta al tratamiento a base de 

antraciclinas (Figura 7A) (http://www.p53.iarc.fr/; Olivier M, 2006; Fernández-

Cuesta L, 2012).  

Las mutaciones en el gen TP53 pueden inducir la perdida de la proteína y como 

consecuencia su función, o generar proteínas mutantes que funcionen como un 
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regulador negativo dominante de la proteína p53 silvestre y ganar funciones 

diferentes a las que realiza la proteína p53 (Brosh R, 2009; Aschauer L, 2016). 

Dentro de las funciones que pueden adquirir las mutantes de p53 son: activación 

de invasión y metástasis  promoviendo un fenotipo más agresivo en el tumor 

(Olive KP, 2004). Inducir señales proliferativas y evasión de los supresores de 

tumor, promoviendo la expresión de MYC, PCNA, HLF17 y EGFR e inhiben a p63 

y p73 miembros de la familia de p53 (Frazier MW, 1998; Gaiddon C, 2001; Wang 

W, 2013; Ali A, 2014;). Las mutantes de p53 pueden promover resistencia a 

muerte celular y drogas quimioterapéuticas (Oren M, 2010); también, pueden 

inducir angiogénesis promoviendo la expresión del factor pro-angiogénico VEGFA, 

HIF1, ID4 y citosinas pro-angiogénicas como IL-8 (Fontemaggi G, 2009; Khromova 

NV, 2009). Además, pueden desencadenar inflamación incrementando la actividad 

de NF-kB sobre TNFa y regulando la expresión de IL-1Ra (Weisz L, 2007). Otra 

característica de los tumores es la inestabilidad genómica y las mutantes de p53 

se han asociado con alteraciones como aneuploidía, translocaciones de 

cromosomas y amplificaciones (Samassekou O, 2014). Las células tumorales 

requieren metabolitos para su proliferación y las mutantes de p53 pueden 

promover glicolisis y reprogramar el metabolismo celular (Zhou G, 2014); Además, 

las mutantes de p53 pueden remodelar la cromatina a través de la regulación de 

genes reguladores de cromatina como: MLL1/2 y MOZ que incrementan la 

metilación y acetilación de las histonas respectivamente (Zhu J, 2015). 

Por otra parte, la sobreexpresión de las mutantes de p53 con función disminuida o 

abatida son frecuentemente asociadas con la resistencia a fármacos estándar del 

cáncer como antraciclinas, cisplatino, antimetabolitos (gemcitabina), 

antiestrógenos (tamoxifen) e inhibidores-EGFR (cetuximab), debido a que las 

mutaciones en el gen de pTP53 suelen generar cambios conformacionales en la 

proteína (He C, 2017; Hientz K, 217). Además, p53 silvestre actúa como represor 

transcripcional del gen TOP2a. Mientras que las mutantes de p53 no inhiben la 

expresión del gen TOP2a, favoreciendo el proceso de carcinogénesis (Figura 7B) 

(Wang Q, 1997; Joshi AA, 2003).     
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Figura 7. Mutaciones del gen TP53 y funciones. A) Mutaciones en el gen TP53 en 
tumores de CaMa, B) Funciones de p53 mutantes. 
 
 
3.6 TOP2a 

El gen TOP2a codifica una enzima nuclear dependiente de ATP que forma 

complejos de división TOP2a-ADN, su función es controlar el super-enrollamiento 

del ADN a través de la división temporal y ligación de las hebras del ADN 

liberando la tensión (Rybenkov VV, 1997; Ali Y, 2016). TOP2a está involucrada en 

diversos procesos celulares como: replicación del ADN, transcripción y 

segregación de cromosomas (Chen T, 2015). La proteína TOP2a tiene un peso 
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molecular de 170 kDa y estructuralmente presenta 3 dominios: dominio ATPasa, 

dominio de escisión/ religación y dominio variable; además, presenta 

modificaciones post-tranduccionales (Figura 8A) (Chen T, 2015). La fosforilación 

en Ser-1106 es clave y se ubicada en el dominio catalítico, otros sitios de 

fosforilación están localizados en el dominio C-terminal y esta modificación es 

clave para regular la función de TOP2a (Chikamori K, 2003; Escargueil AE, 2000). 

Varias proteínas están involucradas en la fosforilación proporcionando estabilidad 

e incrementando la actividad de TOP2a como: Caseína quinasa II, p38, IPk1 y 

PIk3 (Iida M, 2008; Qi X, 2011; Shapiro PS, 1999). BRCA1 forma un complejo con 

pRb y ubiquitina a TOP2a para su degradación y regular de esta manera la 

decatenación del ADN (Shinagawa H, 2008). TOP2a también es modificada por 

sumoilación por SUMO-2/3 específicamente en la mitosis para regular la 

separación de los cromosomas (Azuma Y, 2003). Además, TOP2a puede ser 

modificada por 2 enzimas histonas desacetilasas HDAC1 y HDAC2 e incrementar 

la actividad de TOP2a (Tsai SC, 2000). 

La regulación del gen TOP2a depende de varios estímulos, negativamente puede 

ser regulado por p53 silvestre a través de su promotor (Sandri MI; 1996; Wang Q, 

1997). Mientras que NF-Y induce positivamente la expresión del gen TOP2a, 

cuando p53 interfiere con la unión de NF-Y en las secuencias regulatorias del 

promotor de TOP2a disminuye la expresión del gen TOP2a (Belluti S, 2013). 

 

3.7 TOP2a y cáncer 

En cáncer TOP2a se considera un blanco molecular de antraciclinas, la 

sobreexpresión de la proteína puede ser un factor predictivo de sensibilidad a un 

esquema de antraciclinas, mientras que la deleción del gen TOP2a se ha asociado 

con un resistencia a este mismo fármaco (Bartlett JM, 2010; Brase JC, 2010; Di 

Leo A, 2011; Won HS, 2014). Inversamente, la disminución de la proteína TOP2a 

se considera un marcador de buen pronóstico (Figura 8B) (Györffy B, 2010; Qiao 

JH, 2015). 

Pacientes con CaMa en etapas tempranas que presentaron una baja expresión de 

TOP2a y un grado de tumor bajo se consideraron factores de buen pronóstico con 
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una sobrevida de 5 años sin evidencia de enfermedad, después de recibir 

quimioterapia adyuvante a base de antraciclinas (Biesaga B, 2011). En otro 

estudio la sobreexpresión de la proteína TOP2a se asoció a pacientes TN que 

presentaron tumores de tamaño grande y de grado alto, con ganglios linfáticos 

positivos estadísticamente significativo. Además, la sobreexpresión de la proteína 

TOP2a fue un factor de mal pronóstico para la sobrevida libre de enfermedad a 5 

años en pacientes TN con una tasa de sobrevida del 26.9% (Zheng H, 2016).   

 

Figura 8. TOP2a estructura y alteraciones genéticas. A) Estructura de la proteína 
TOP2a, B) Alteraciones genéticas de TOP2a. 
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4. JUSTIFICACIÓN 

El CaMa es una enfermedad compleja y heterogénea con diferentes 

características clínicas, histológicas y moleculares; y se considerada un problema 

de salud pública a nivel mundial y en México. Existen diferentes marcadores que 

se utilizan para clasificar los tumores de CaMa en diferentes subtipos debido a la 

heterogeneidad que se presenta a nivel clínico, histopatológico, expresión de 

genes y de proteínas. Los biomarcadores que se determinan de manera rutinaria 

son: receptores hormonales (RE, RP) y HER2. Sin embargo, existen otros 

marcadores que pueden estar con precaución debido 

 

5. HIPÓTESIS 

La expresión y/o alteraciones genéticas de los biomarcadores (p53, TOP2a) son 

factores de mal pronóstico en biopsias de mujeres mexicanas con cáncer de 

mama.  

 

6. OBJETIVO GENERAL 

Determinar la expresión de los biomarcadores pronóstico (p53, TOP2a) en 

biopsias de CaMa obtenidas de mujeres mexicanas. 

 

7. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Identificar la frecuencia de mutaciones en el dominio de unión al ADN de p53 en 

biopsias de CaMa. 

2. Analizar la expresión de la proteína p53 en biopsias de CaMa. 

3. Determinar deleción o amplificación del gen TOP2a en biopsias de CaMa. 

4. Analizar la expresión de la proteína TOP2a en biopsias de CaMa. 

5. Determinar asociación de características clínico-patológicas y el valor 

pronóstico de p53 y TOP2a de las mujeres con CaMa. 
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8. ESTRATEGÍA EXPERIMENTAL 
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9. MATERIALES Y MÉTODOS 

9.1 Pacientes  

Se colectaron 102 biopsias de tejido fresco (adyacente y tumor) de pacientes con 

CaMa atendidas durante el periodo de Septiembre de 2011 a Diciembre de 2012 

en el Instituto Estatal de Cancerología (IECan) “Dr. Arturo Beltrán Ortega”, hospital 

de tercer nivel ubicado en Acapulco, Guerrero, México. Los criterios de inclusión 

fueron los siguientes: pacientes que aceptaron participar voluntariamente con 

carta de consentimiento informado, residentes del Estado de Guerrero, cualquier 

edad al momento del diagnóstico (rango 31-85 años), carcinoma ductal infiltrante, 

etapa clínica I, II y III, sin tratamiento neoadyuvante, inmunohistoquímica (RE, RP, 

HER2), y diagnóstico de CaMa confirmado por el departamento de Patología del 

IECan. Se revisaron los expedientes clínicos para obtener las características 

clínico-patológicas y ginecológicas. Criterios de exclusión: pacientes con 

antecedente de cáncer, recurrencia de cáncer y embarazadas. Criterios de 

eliminación: biopsias con material biológico insuficiente y con historial médico 

incompleto. El proyecto fue evaluado y aprobado por el Comité de Ética e 

Investigación del IECan. 

 

9.2 Clasificación de alteraciones genéticas 

Las alteraciones genéticas de TP53 y TOP2a fueron clasificadas como: 

mutaciones a pequeña escala (mutaciones puntuales y deleciones) para el gen 

TP53 y mutaciones a gran escala (amplificaciones y deleciones) para el gen 

TOP2a. 

 

9.3 Extracción de ADN genómico 

La extracción de ADN genómico de las biopsias de CaMa (adyacente y tumor) se 

realizó mediante el Kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, GmbH Germany) de 

acuerdo a las especificaciones del protocolo. El ADN genómico obtenido se 

cuantificó y se verificó la integridad amplificando el gen constitutivo GAPDH 

mediante PCR en punto final. 

 



 

 17 

Expresión de biomarcadores pronósticos (p53, TOP2a) en biopsias de mujeres mexicanas con 
cáncer de mama 

9.4 Extracción de proteínas  

La extracción de proteínas totales de las biopsias de tejido mamario (adyacente y 

tumor) se realizó mediante el Kit Ambion PARIS (Applied Biosystems, Carlsbad, 

CA USA) de acuerdo a las especificaciones del proveedor. Las proteínas se 

cuantificaron utilizando el Kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo scientific), y la 

integridad de las proteínas se verificó a través de electroforesis en geles SDS-

PAGE al 8% y teñidos con azul de coomassie.  

 

9.5 PCR punto final y secuenciación  

Para amplificar el dominio de unión a ADN de TP53 (exones 5-8) se diseñaron 2 

juegos de oligonucleótidos utilizando el software Primer Express 3.0 (Applied 

Biosystems, Foster, CA USA). Un par de oligonucleótidos amplifican un fragmento 

de 459 pb del exón 5 y 6 (F 5’-TTCCTCTTCCTACAGTAC-3’, R 5´-

AGTTGCAAACCAGACCTCA-3´); y el otro un fragmento de 510 pb del exón 7 y 8 

(F 5’-GTGTTATCTCCTAGGTTG-3’, R 5’-TCCTCCACCGCTTCTTGT-3’). Los 

productos de PCR se purificaron con el kit QIAquick PCR Purification (Qiagen, 

GmbH Germany) de acuerdo a las especificaciones del proveedor. Los amplicones 

se cuantificaron y se secuenciaron en el equipo Genetic Analyzer 3130 (Applied 

Biosystems, Foster, CA USA). Las secuencias de ADN obtenidas de las biopsias 

de las pacientes se analizaron con el software MEGA6. 

 

9.6 qPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction) 

Para determinar el número de copias del gen TOP2a (amplificación y deleción) se 

realizaron reacciones dúplex por triplicado con 20 ng de ADN (adyacente o tumor), 

sonda TaqMan Copy Number Assay para el gen TOP2a marcada con FAM 

(Applied Biosystems, Carlsbad, CA USA), sonda TaqMan Copy Number Reference 

para el gen RNasa P marcado con VIC (Applied Biosystems, Carlsbad, CA USA) y 

TaqMan Genotyping Master Mix (Applied Biosystems, Foster, CA USA) de 

acuerdo a las especificaciones. Los valores de Ct obtenidos se importaron al 

software CopyCaller versión 2.0 (Applied Biosystems, Carlsbad, CA USA) para el 

análisis. La validación del método se realizó previamente con curvas estándar 

para el gen TOP2a y RNasa P con diluciones seriadas de ADN genómico (1000-
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0.1ng) por triplicado de una mezcla (n=5) de sangre periférica de mujeres sanas 

(control negativo) y ADN genómico de la línea celular de CaMa SKBR3 (gen 

TOP2a amplificado, control positivo) (Figura 9). 

 

Figura 9. Estandarización y validación del método qPCR para el gen TOP2a. A) 
Curva estándar del gen RNasa P, B) Curva estándar del gen TOP2a, C) Tabla de 
valores del Ct del gen TOP2a y RNasa P, D) Gráfica de eficiencias de reacción 
entre el gen RNasa P y TOP2a.  
 

 

9.7 Western blot 

Para este ensayo se utilizaron 30 ug de proteínas totales (tejido adyacente y 

tumor) que fueron separadas en geles SDS-PAGE al 10%. Posteriormente, las 

proteínas fueron transferidas en membrana de nitrocelulosa (GE Healthcare, 

Buckinghamshire, UK) y se bloquearon con leche libre de grasa al 5% durante 1 hr  

a temperatura ambiente. La membrana se incubo con anticuerpo primario TOP2a 
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policlonal de conejo anti-humano (Abcam, Cambridge UK) o anticuerpo primario 

p53-HRP (Horseradish Peroxidase) monoclonal de ratón anti-humano (Santa Cruz 

Biotechnology, Inc., Dallas, TX USA) toda la noche a 4°C. Las membranas fueron 

lavadas 3 veces con TBS/Tween-20 0.1%. Adicionalmente, la membrana para 

identificar TOP2a se incubo 1 hr a temperatura ambiente con anticuerpo 

secundario de conejo-HRP (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA) y se 

repitieron los lavados con TBS/Tween-20 0.1%. La detección de las proteínas se 

realizó con el reactivo SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate 

(Thermo Scientific, Rockford, IL USA) de acuerdo a las especificaciones del 

protocolo, y la señal de la quimioluminiscencia fue detectada en VersaDoc Imaging 

Systems (Bio-Rad, CA USA). El anticuerpo primario B–Tubulina monoclonal de 

ratón anti-humano (Sigma Chemical Co. St. Louis MO, USA) fue utilizado como 

control de carga. El análisis de densitometría se realizó en el software ImageJ. La 

expresión de la proteína TOP2a primero fue normalizando (tejido adyacente y 

tumor) con el control de carga (B-Tubulina), después el tejido de tumor es 

normalizado con el tejido adyacente. La expresión de la proteína p53 fue 

normalizado solo contra el control de carga (B-Tubulina), porque la vida media de 

la proteína p53 es corta y no es posible detectar expresión en el tejido adyacente.  

 

9.8 PLA (Proximity Ligation Assay)-qPCR 

Para el ensayo de PLA se utilizaron 200 nM de la sonda 3´ Prox-Oligo o 5´ Prox-

Oligo (Applied Biosystems, Carlsbad, CA USA) se incubaron por separado con 

200 nM de anticuerpo p53 policlonal biotinilado (R&D System, Minneapolis USA) 

durante 60 min a temperatura ambiente. Después se adiciono el Assay Probe 

Storage Buffer y se incubo 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente 1 µg 

de lisado de proteínas (adyacente o tumor) por triplicado se incubó con 250 pmol 

de la mezcla de sondas 3´ y 5´ Prox-Oligo con anticuerpo p53 durante toda la 

noche a 4°C. Posteriormente, a cada lisado de proteínas se le adiciono la reacción 

de ligación (Ligation Reaction Buffer 20X, Ligasa 1x) y se incubaron 10 min a 37°C 

y 10 min a 4°C; en seguida se adiciono proteasa 1X y se incubaron 10 min a 37°C, 

5 min a 95°C y 4°C∞ (Applied Biosystems, Carlsbad, CA USA).  
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Para el ensayo de qPCR se mezclo TaqMan® Protein Assays Fast Master Mix 2X, 

Universal PCR Assay 20X (Applied Biosystems, Carlsbad, CA USA) y 9 µl de 

lisado de proteínas que se obtuvieron del ensayo de PLA. Las condiciones de 

PCR fueron las siguientes: 2 min a 95°C y 40 ciclos (15 seg a 95°C, 1 min a 60°C). 

Los valores de Ct obtenidos fueron exportados al software ProteinAssistTM 

software versión 1.0 (Applied Biosystems, Carlsbad, CA USA) donde se realizó el 

análisis de cuantificación relativa. Previo al análisis de los lisados de proteínas de 

las pacientes de CaMa se realizó un rango dinámico y se verificó la eficiencia de la 

reacción del ensayo con una curva estándar de cuatro punto de diluciones 

seriadas por triplicado con lisados de proteínas de la línea celular C33A (Figura 

10). Los puntos de corte para determinar la expresión relativa de la proteína p53 

fue <1.0 disminución y >1.0 sobreexpresión. 

 

Figura 10. Estandarización del ensayo PLA-qPCR de la proteína p53 rango 
dinámico y eficiencia de reacción. Panel superior curva estándar triplicados 

500 ng 
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dilución 1:2 [500-62.6 ng proteínas totales de C33A]. Panel inferior, plano de 
amplificación de la proteína p53. 
 

9.9 Inmunohistoquímica 

La determinación de receptores de estrógenos (RE), receptores de progesterona 

(RP) y HER2 se realizó en el Departamento de Patología del IECan. Se utilizaron 

secciones de 5 µm de grosor de las biopsias de tejido de CaMa embebidos en 

parafina y los anticuerpos primarios que se utilizaron son: Receptor de Estrógeno 

Clona 1D5 monoclonal de ratón anti-humano (Biocare Medical, Concord, CA, 

USA), Receptor de Progesterona Clona PgR 636 monoclonal de ratón anti-

humano (Dako, CA, USA) y Oncoproteína c-erbB-2 polyclonal de conejo anti-

humano (Dako, CA, USA). El sistema de detección utilizado fue Mouse/Rabbit 

UnoVue HRP/DAB (Diagnostic BioSystems, CA, USA). Por cada biopsia se 

analizó un control positivo seleccionado previamente por el patólogo como control 

de calidad interno. Para la interpretación de resultados se utilizó el sistema Allred y 

para HER2 la positividad de células (3+ positivo, 2+ intermedio, 0-1+ negativo). 

Las biopsias de HER2 con una positividad intermedia (2+) por inmunohistoquímica 

se enviaron al laboratorio de inmunohistoquímica y patología molecular (INMUNO 

Q, México D. F.) para realizar la prueba SISH (Silver In Situ Hibridation) para 

HER2, la amplificación del gen HER2 es un resultado positivo; adicionalmente en 

el laboratorio de referencia INMUNO Q se realiza el control de calidad externo.  

 

9.10 Análisis estadístico 

Las pacientes se dividieron en 2 subtipos (grupos): las mujeres con subtipo no-TN 

expresan al menos uno de los receptores (RE, RP o HER2) y las mujeres con 

subtipo TN no expresan RE, RP ni HER2. La comparación de las características 

clínicas y patológicas, mutaciones puntuales y deleciones del gen TP53, 

amplificación y deleción del gen TOP2a, alteraciones genéticas (mutación o 

deleción) y SNPs del gen TP53 se analizaron por subtipo mediante X2. La edad al 

momento del diagnóstico se comparó con un ajuste no lineal tipo gaussiano para 

frecuencias relativas acumuladas. La expresión relativa de las proteínas p53 y 

TOP2a que se determinaron a través de PLA-qPCR y/o Western blot se analizaron 
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mediante pruebas múltiples de t. El análisis de varianza (ANOVA) se utilizó para 

comparar la expresión relativa de las proteínas p53 y TOP2a versus alteraciones 

de los genes. En todos los casos, un valor de p <0.05 fue considerado 

estadísticamente significativo.  

El MCA (Multiple Correspondence Analysis) utilizado, es un método descriptivo 

para determinar la relación entre grupos específicos (Hill MO. 1974). El MCA 

utiliza la prueba de X2 para evaluar la asociación entre las variables clínicas y 

patológicas (subtipos, grado histológico SBR), mutaciones a gran escala del gen 

TOP2a (amplificación o deleción), mutaciones a escala pequeña del gen TP53 

(mutación puntual o deleción) y la expresión relativa de las proteínas p53 y 

TOP2a. El análisis de correspondencia registra 2 series de combinaciones 

generando un score calculado para cada grupo. La primera combinación 

(Dimensión 1) define una escala de variación que permite una discriminación alta 

entre grupos. La segunda combinación (Dimensión 2) define la dispersión máxima 

entre grupos no correlacionados y la expresión relativa de las proteínas p53 y 

TOP2a. Para comparar los valores de la expresión relativa de las proteínas TOP2a 

y p53, los resultados fueron divididos en percentiles de 33% y 66%. Tres series de 

cada variables se generaron: disminución <33% (<0.9), expresión basal (normal) 

33-66% (0.9-1.1) y sobreexpresión >66% (>1.1) (Hill MO. 1974). Finalmente, las 

curvas de sobrevida fueron determinadas usando el método de Kaplan-Meier y 

verificado por la prueba de Log-rank (Mantel-Cox) con un periodo de seguimiento 

de 26 meses, las pacientes de este estudio continúan en seguimiento. 
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10 RESULTADOS  

10.1 Características clínico-patológicas de las mujeres con CaMa 

La población total fue de 102 mujeres con CaMa, de las cuales el 71.5% fueron 

diagnosticadas como no-TN y el 28.5% como TN (Figura 11A). La edad al 

momento del diagnóstico de las mujeres TN en promedio fue de 50.2 (±11.3) años, 

mientras que para las mujeres no-TN fue de 55.01 (±10.3) en promedio (Tabla 1). 

Las frecuencias relativas acumuladas de ambos grupos fueron estadísticamente 

significativas (p<0.0001) (Figura 11B). Las mujeres TN presentaron 82.7% de 

grado histológico SBR III (p=0.0089) (Figura 11C) y el 37.9% de recurrencia 

(p=0.017) (Figura 11D), cuando se compararon con las mujeres no-TN con 50.6% 

de grado histológico SBR III y 15.1% de recurrencia. Además, las mujeres TN 

presentan solamente etapa clínica II y III (p=0.539) (Figura 11E), un tamaño de 

tumor grande (p=0.393) (Figura 11F) y una frecuencia alta de ganglios linfáticos 

N2 (p=0.935) (Figura 11G); aunque, no se observaron diferencias significativas 

entre pacientes no-TN y TN. Las otras características clínico-patológicas y 

antropométricas analizadas en las mujeres con CaMa por subtipo se describen en 

la Tabla 1.   

  

Tabla 1. Características clínicas, patológicas y antropométricas de las mujeres con 

CaMa.   

Características no-TN (n=73) TN (n=29) 
Significancia 

Valor P* 

Edad al momento del diagnóstico 

(años) 55.0 (±10.3) 50.2 (±11.3) 0.077 

Edad del primer embarazo (años) 16.9 (±8.4) 19.2 (±7.0) 0.382 

Tiempo de sobrevida (meses) 25.8 (±0.8) 24.1 (±4.0) 0.002 

Sobrevida (%) 95.8 79.3 0.015 

Lactancia (%) 83.6 86.2 0.777 

Uso de hormonas (%) 28.8 34.5 0.636 

Antecedentes de CaMa (%) 15.1 31.0 0.096 

Estado de menopáusico (%) 
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Pre-menopausia 27.4 37.9 0.343 

Post-menopausia 72.6 62.1 

 IMC, kg/m2 (%) 

   Normal 20.5 37.9 0.176 

Sobrepeso 43.8 37.9 

 Obesidad 35.6 24.1 

 Radioterapia (%) 45.2 55.2 0.130 

Quimioterapia adyuvante (%) 91.8 100.0 0.097 

Esquema de quimioterapia adyuvante (%) 

   A/C 31.8 10.7 0.039 

FAC 68.2 89.3 

 Recurrencia (%) 15.1 37.9 0.017 

Sitio de recurrencia (%) 

   Locoregional 18.2 18.2 0.999 

Distancia 81.8 81.8 

 Etapa clínica (%) 

   I 4.1 0.0 0.539 

II 52.1 55.2 

 III 43.8 44.8 

 Tamaño del tumor (%) 

   T0 1.4 3.4 0.394 

T1 19.2 6.9 

 T2 53.4 55.2 

 T3 26.0 34.5 

 Ganglios linfáticos (%) 

   Negativos 39.7 41.4 0.935 

N1 17.8 17.2 

 N2 31.5 34.5 

 N3 11.0 6.9 

 Grado histológico SBR (%) 

   I 21.9 3.4 0.009 

II 27.4 13.8 

 III 50.7 82.8 

 IMC, índice de masa corporal; SBR, Scarff-Bloom-Richardson; A/C, 

Adriamicina/Ciclofosfamida; FAC, 5-Fluorouracilo, Adriamicina y Ciclofosfamida. 

* Valor de P ≤0.05 se consideró estadísticamente significativo  
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Figura 11. Características clínicas y patológicas de las mujeres con CaMa. A) 
Mujeres con subtipo TN y no-TN. B) Frecuencia acumulada de la edad al momento 
del diagnóstico, C) Grado histológico SBR, D) Recurrencia, E) Etapa clínica, F) 

Tamaño del tumor, G) Ganglios linfáticos. Un valor de p 0.05 se consideró 
estadísticamente significativo.  
 
 

10.2 Alteraciones del gen TP53 y expresión de la proteína 

El supresor de tumor p53 es mutado aproximadamente en el 50% de los diferentes 

tipos de cáncer, nosotros evaluamos mutaciones de escala pequeña (mutaciones 

puntuales y deleciones) en este gen a través de secuenciación de los exones 5-8, 

que son frecuentemente mutados. Nosotros encontramos el 27.5% de alteraciones 

en el gen p53 de las mujeres con CaMa, de las cuales el 9.8% son mutaciones 
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puntuales (de sentido erróneo) y el 17.7% corresponden a deleciones específicas 

en los exones 5-6 (Tabla 2).  

 

Tabla 2. Genes p53 y TOP2a de las mujeres con CaMa. 

Gen Posición Características 
Frecuencia (%) 

(n=102) 

Gen TP53 silvestre  72.5 

Alteraciones en el gen TP53  27.5 

 

Subcategorías de las alteraciones del gen TP53   

Mutación puntual *Exones 5-8 Proteína truncada o cambio en un 

aminoácido 

9.8 

Deleción                              *Exones 5-6 Proteína trunca 17.7 

 

 

SNPs en el gen TP53    

SNP rs12947788 Intrón 7 No cambia la expresión de la 

proteína  

25.5 

 

SNP rs12951053 Intrón 7 No cambia la expresión de la 

proteína  

25.5 

 

 

Gen TOP2a silvestre  67.6 

Alteraciones en el gen TOP2a   32.4 

 

Subcategorías de las alteraciones del gen TOP2a   

Deleción Gen No hay expresión de la proteína 20.6 

Amplificación Gen Modifica la expresión de la 

proteína (disminución o 

sobreexpresión) 

11.8 

* Se secuenciaron del exón 5-8 del gen TP53 gene.  

 

La mayoría de los amplicones de PCR correspondientes a los exones 5-6 

muestran un patrón de migración similar por electroforesis (459 pb, peso molecular 

esperado); sin embargo, en algunas mujeres observamos 2 amplicones uno que 

corresponde al peso molecular esperado y otro de 395 pb, sugiriendo que un 
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alelo presenta una deleción (Figura 12A). Nosotros identificamos una deleción 64 

pb ubicada en los codones 191-216 (exón 6) (Figura 12B). 

 

 
Figura 12. PCR (Polymerase Chain Reaction) y secuencia del gen TP53 exones 
5-6. A) Productos de PCR de los exones 5-6: carril 3-8 mujeres sin mutación 
puntual ni deleción, carril 1 marcador de peso molecular y carril 2 control negativo 
de la PCR. B) Productos de PCR de los exones 5-6: carriles 2-3 mujeres con 
deleción en 1 alelo, carril 1 marcador de peso molecular y carril 4 control negativo 
de la PCR.   
    

Adicionalmente, a través de la secuenciación identificamos 2 SNPs rs1294778 y 

rs12951053 localizados en el intrón 7, ambos con una frecuencia del 25.4% en la 

población de estudio (Tabla 2). Ambos SNPs se identificaron en las mismas 

pacientes y el genotipo los SNP´s (homocigoto o heterocigoto) es igual; sin 

embargo, no observamos diferencias significativas cuando se comparan por 

subtipo (Figura 13). Además, tampoco identificamos diferencias significativas en 
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las mutaciones puntuales o deleciones del gen TP53 entre las mujeres TN y no-TN 

(p=0.0655) (Figura 14A). 

 

 

 

Figura 13. Frecuencia de SNP´s (rs2947788 y rs12951053) en el intrón 7 del gen 
TP53 de las mujeres con CaMa.  
 

Para determinar si las mutaciones puntuales o las deleciones en el gen TP53 

modifican la expresión de su proteína, todas las muestras de CaMa se analizaron 

por Western blot. Una imagen representativa de Western blot de la proteína p53 

se muestra en la Figura 14B. Cuando se compararon los niveles de expresión de 

la proteína p53, nosotros observamos una diferencia estadísticamente significativa 

con un promedio de 0.78 (1.63) en las mujeres TN (p=0.005) comparado con las 

mujeres no-TN (promedio 0.10 0.43) (Figura 14C). La expresión relativa de la 

proteína p53 se normalizo utilizando como control de carga (B-Tubulina), porque 

los niveles de expresión de la proteína p53 en el tejido adyacente tienen una vida 

media corta y no se pudieron detectar con esta técnica. En contraste, las proteínas 

mutantes de p53 se caracterizan por tener una vida media larga (Fountzilas G, 

2016; Kim JY, 2016). 

Posteriormente, nosotros validamos los resultados de la proteína p53 utilizando 

PLA-qPCR, una técnica más sensible que Western blot. Nosotros encontramos 

que la expresión de la proteína p53 en promedio fue de 1.83 (1.75) en las 
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mujeres TN y 0.62 (0.65) en las mujeres no-TN, la diferencia de estos resultados 

fueron estadísticamente significativos (p<0.0001) (Figura 14C). 

Además, analizamos la asociación de las alteraciones genéticas de TP53 y la 

expresión de la proteína p53. Nosotros observamos que las mujeres con 

deleciones en el gen TP53 presentaron baja o nula expresión de la proteína p53 

con ambas técnicas PLA-qPCR y Western blot (Figura 14D). Mientras que las 

pacientes con mutaciones puntuales en el gen TP53 presentaron baja o 

sobreexpresión de la proteína p53 a través de PLA-qPCR y Western blot (Figura 

14D). Algunas de las mujeres no presentaron alteraciones (mutaciones puntuales 

o deleciones) en los exones 5-8 pero presentaron sobreexpresión de la proteína 

p53. Esto puede deberse a que las mujeres con CaMa presentan mutaciones, 

pero están ubicadas fuera de la región analizada del gen TP53 en este estudio 

(Figura 14D). 
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Figura 14. Alteraciones del gen TP53 y expresión de la proteína en las mujeres 
con CaMa. A) Alteraciones (mutación puntual o deleción) en el gen TP53. B) 
Imagen representativa del Western blot de la proteína p53 y B-Tubulina, A (tejido 
adyacente) y T (tejido de tumor). C) Expresión relativa de la proteína p53 
analizada por PLA-qPCR y Western blot, D) Comparación de las alteraciones 
genéticas de TP53 (eje X) y la expresión relativa de la proteína p53 (eje y) a través 

de Western blot y PLA-qPCR. Un valor de p 0.05 se consideró estadísticamente 

significativo.  desviación estándar (DS). 
 
 
 
10.3 Alteraciones del gen TOP2a y expresión de la proteína  

Similar a p53, el gen TOP2a presenta alteraciones en cáncer. Nosotros evaluamos 

mutaciones de gran escala (amplificaciones o deleciones) en el gen TOP2a 

mediante qPCR. Nosotros encontramos que el 32.4% de las mujeres analizadas 

presentaron alteraciones en el gen, el 20.6% corresponden a deleciones y el 

11.8% presentaron amplificaciones en el gen TOP2a (Tabla 2). Sin embargo, no 

observamos diferencias significativas en las deleciones ni en las amplificaciones 

del gen TOP2a cuando se compararon entre mujeres TN y no-TN (p=0.450) 

(Figura 15A). Para determinar si las amplificaciones o mutaciones tienen algún 

efecto en la expresión de la proteína TOP2a, las biopsias de CaMa (adyacente y 

tumor) se analizaron mediante Western blot. Nosotros observamos que la 

expresión de la proteína TOP2a en promedio fue de 1.36 (±2.95) en mujeres TN y 

1.40 (±2.95) en las mujeres no-TN. Ambos grupos de mujeres presentaron niveles 

de expresión similares de la proteína TOP2a sin diferencias significativas 

(p=0.960) (Figura 15B). Una imagen representativa de Western blot de proteínas 

obtenidas de 2 mujeres con CaMa para TOP2a.  B-Tubulina fue utilizada como 

control de carga (Figura 15C). Cuando comparamos las amplificaciones o 

deleciones con la expresión de la proteína TOP2a, nosotros observamos una 

expresión alta de la proteína TOP2a en mujeres que no presentan alteraciones en 

el gen y disminución de la proteína en mujeres que presentaron deleciones en el 

gen TOP2a. Por último, las mujeres TN con sobreexpresión de la proteína TOP2a 

y amplificación del gen presentaron diferencias significativas cuando se 

compararon conmujeres no-TN (p=0.023) (Figura 15D). 
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Figura 15. Alteraciones del gen TOP2a y expresión de la proteína en las mujeres 
con CaMa. A) Alteraciones (amplificación o deleción) del gen TOP2a, B) Expresión 
relativa de la proteína TOP2a por subtipo. C) Imagen representativa de Western 
blot de la proteína TOP2a y B-Tubulina en 2 pacientes con CaMa, A (tejido 
adyacente) y T (tejido de tumor). Comparación de las alteraciones del gen TOP2a 
(eje x) y expresión relativa de la proteína a través de Western blot (eje y). Un valor 

de p 0.05 se consideró estadísticamente significativo.  desviación estándar 
(DS). 
  

10.4 Asociación de características de las mujeres con CaMa 

Para determinar la asociación entre las características clínicas y patológicas 

(subtipo, grado histológico), alteraciones genéticas de TP53 y TOP2a, y expresión 

de sus proteínas, se analizaron mediante MCA. Nosotros identificamos 3 grupos 

mediante MCA: el primer grupo son mujeres con subtipo TN que se asociaron con 

las mutaciones puntuales del gen TP53 y sobreexpresión de su proteína. Además, 

detectamos la amplificación del gen TOP2a en este grupo, pero no se asoció con 

la expresión de la proteína TOP2a. El segundo grupo se asoció con mujeres no-

TN, deleción del gen p53, proteína p53 disminuida, el gen TOP2a no presentó 

alteraciones, aunque hay sobreexpresión de su proteína y presentan el grado 
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histológico SBR II. El tercer grupo fueron mujeres de ambos grupos (TN, no-TN) 

con deleción del gen TOP2a y expresión basal (normal) de ambas proteínas p53 y 

TOP2a (Figura 16). 

 

 

Figura 16. MCA (Multiple Correspondence Analysis) de las mujeres con CaMa. En 
este análisis observamos tres grupos: en el primero mujeres con subtipo TN con 
mutaciones puntuales en el gen TP53 y su proteína incrementada, y amplificación 
del gen TOP2a. El segundo grupo son mujeres con subtipo no-TN con deleción del 
gen TP53 y su proteína disminuida, y la proteína TOP2a incrementada. El tercer 
grupo son mujeres de ambos subtipos, con una expresión basal de las proteínas 
p53 y TOP2a, y gen TOP2a deletado. La suma de la dimensión 1 y 2 representó el 
30% de la variación total exhibida por los datos.    
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10.5 Análisis de sobrevida de las mujeres con CaMa 

El periodo de seguimiento de las mujeres del estudio con CaMa fueron 26 meses y 

continúan en seguimiento. Nosotros observamos una sobrevida total del 91.2% en 

la población de estudio. En las mujeres TN observamos una sobrevida del 79.3% y 

en las mujeres no-TN del 95.8% (p=0.015) (Tabla 1). El tiempo de sobrevida para 

la población de estudio en promedio fue de 25.36 meses, para las mujeres TN fue 

de 24.1 meses y en las mujeres no-TN de 25.8 meses (p=0.002) (Tabla 1).  

Posteriormente, nosotros analizamos el factor pronóstico de las mutaciones 

puntuales o deleciones en el gen TP53. Las mujeres con CaMa que presentaron 

deleción en el gen TP53 tuvieron una sobrevida del 88.2% y las pacientes con 

mutaciones puntuales presentaron una sobrevida del 80%; sin embargo, ninguna 

alteración tuvo significancia estadística (Figura 17A). En contraste cuando 

analizamos la expresión de la proteína p53 a través de PLA-qPCR, nosotros 

observamos que la proteína p53 sobreexpresada se asocia con una menor 

sobrevida (76%) comparada con la proteína p53 disminuida (96%), sugiriendo que 

es un factor de mal pronóstico (p=0.0014) (Figura 17B). Similarmente, cuando 

analizamos los niveles de expresión de la proteína p53 obtenidos mediante 

Western blot, observamos una asociación entre la sobreexpresión de p53 y una 

disminución en la sobrevida (76%, p=0.0344) (Figura 17C). Por último, cuando 

analizamos la expresión de la proteína p53 por subtipo y la sobrevida, observamos 

que las mujeres TN con la proteína p53 incrementada presentaron menor 

sobrevida (p=0.0030) (Figura 17D).   
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Figura 17. Valor pronóstico de p53 en mujeres con CaMa. A) Alteraciones del gen 
TP53 (mutación puntual o deleción), B) Proteína p53 disminuida o sobreexpresada 
mediante PLA-qPCR, C) Proteína p53 disminuida o sobreexpresada mediante 
Western blot, D) Proteína p53 disminuida o sobreexpresada por subtipo. Un valor 

de p 0.05 se consideró estadísticamente significativo. 
      

 

Finalmente, nosotros analizamos sí la amplificación o la deleción en el gen TOP2a 

son factor de mal pronóstico. Para realizar el análisis las mujeres incluidas en el 

estudio se dividieron en tres grupos: 1) mujeres sin alteraciones en el gen TOP2a 

(normal) con una sobrevida del 94.2%, 2) mujeres con amplificación del gen con 

una sobrevida del 91.6%, y 3) las mujeres con deleción presentaron una sobrevida 

del 82.6% (p=0.234) (Figura 18A). Con respecto a la expresión de la proteína 

TOP2a, las mujeres con la proteína disminuida tuvieron una sobrevida de 88.8% y 

no fue estadísticamente significativa (p=0.349) (Figura 18B).   
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Figura 18. Valor pronóstico de TOP2a en las mujeres con CaMa. A) Alteraciones 
en el gen TOP2a (amplificación o deleción), B) Proteína TOP2a disminuida o 

sobreexpresada. Un valor de p 0.05 se consideró estadísticamente significativo.  
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11. DISCUSIÓN 

Nosotros observamos que la sobreexpresión de la proteína p53 se asoció con una 

sobrevida menor y puede ser considerada un factor de mal pronóstico en mujeres 

mexicanas con CaMa. 

En nuestro estudio, las mujeres TN se caracterizaron por ser mujeres jóvenes al 

momento del diagnóstico, con grado histológico SBR III y presentar recurrencia, lo 

cual se ha reportado previamente (Liedtke C, 2008; Lara-Medina F, 2011). 

Además, otros estudios también han reportado una alta frecuencia de pacientes 

TN mexicanas o hispanas residentes de EUA (Liedtke C, 2008; Lara-Medina F, 

2011; Banegas MP, 2014), similar a nuestros resultados.  

Nosotros no encontramos relación entre las amplificaciones o deleciones y la 

expresión de la proteína TOP2a. Brase y col. identificaron solo una asociación en 

el límite entre el RNAm de TOP2a y los niveles de la proteína (Brase JC, 2010). 

Sin embargo, las amplificaciones o deleciones no fueron consideradas factores 

pronósticos como en nuestra población de estudio. Otros estudios también 

coinciden con nuestros resultados al no identificar diferencias estadísticas como 

factores  pronóstico (Qiao JH, 2015; Fountzilas G, 2012). Sin embargo, en otros 

estudios la sobreexpresión de la proteína TOP2a se considera un factor de mal 

pronóstico (Brase JC, 2010; Györffy B, 2010; Hau W, 2015).   

Las mutaciones puntuales (sentido erróneo) en el gen TP53 localizadas en el 

dominio de unión a ADN (exones 5-8) se han asociado con un peor pronóstico y 

se han considerado factores predictivos de no respuesta a los esquemas con 

antraciclinas (Olivier M, 2006; Fernández-Cuesta L, 2012). Nosotros encontramos 

alteraciones (mutaciones puntuales o deleciones) del gen TP53 con frecuencias 

similares a las reportadas (Banerji S, 2012; Fountzilas G, 2016; Dobes P, 2014). 

Las alteraciones más frecuentes identificadas en nuestro estudio fueron las 

deleciones (17%), a pesar de que las mutaciones puntuales se reportan más 

comúnmente. Sin embargo, similar a nuestro estudio varios reportes con 

diferentes tipos de cáncer también han encontrado deleciones en el gen TP53 en 

un rango del 8-25% (Dufour A, 2013; Delfau-Larue MH, 2014; Bazrafshani MR, 

2016). Nosotros observamos las deleciones solamente en los exones 5-6 del gen 
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TP53. Una muestra de ADN de una paciente fue caracterizada con una deleción 

de 65 pb en los codones 191-216 (exón 6), que no se ha reportado en la base de 

datos de mutaciones en tumores para el gen TP53 (http://wwwp53.iarc.fr/). 

Desafortunadamente, no fue posible caracterizar todas las deleciones detectadas 

en las mujeres del estudio debido a que la muestra biológica fue insuficiente. 

Acorde con previos reportes, nosotros encontramos que las mutaciones puntuales 

son más frecuentes en las mujeres con subtipo TN (Fountzilas G, 2016; Kim JY, 

2016; Millis SZ, 2015). Además, se sabe que las mutaciones puntuales pueden 

incrementar la vida media de la proteína p53 y esto favorecen la sobreexpresión 

(Fountzilas G, 2016; Kim JY, 2016). Acorde con estos reportes, nosotros 

observamos sobreexpresión de la proteína p53 en las mujeres TN con mutaciones 

puntuales. Sin embargo, ni las mutaciones puntuales ni las deleciones en el gen 

TP53 se asociaron con la sobrevida. Nosotros observamos que las mujeres con 

mutaciones puntuales en el gen TP53 tienen un sobrevida menor (80%) que no 

fueron estadísticamente significativas (p=0.4396); sin embargo, es posible que con 

un tamaño de muestra más grande las mutaciones puntales sean un factor de mal 

pronóstico. La sobreexpresión de la proteína p53 fue estadísticamente significativa 

asociada con una sobrevida menor (p=0.0014), nosotros sugerimos que puede ser 

un factor de mal pronóstico en mujeres mexicanas con CaMa. Este resultado fue 

observado utilizando ambas técnicas para su análisis PLA-qPCR y Western blot; 

adicionalmente, la sobreexpresión de la proteína p53 fue de peor pronóstico en las 

mujeres con subtipo TN. Nuestros resultados coincide con otros estudios que 

reportan que la sobreexpresión de la proteína p53 es un factor de peor pronóstico 

en CaMa y especialmente en el subtipo TN (Yang P, 2013; Ren J, 2014; Maeda T, 

2016). Por lo tanto, en el futuro se puede proponer la identificación de mujeres con 

subtipo TN (que por sí solo es un subtipo de mal pronóstico) que presenten 

sobreexpresión de la proteína p53 (como un biomarcador pronóstico) para 

establecer políticas de salud y sugerir un tratamiento más personalizado para este 

grupo. 

Las mutaciones de TP53 también se consideran factores predictivos de no 

respuesta a los esquemas de tratamiento con antraciclinas (Fernández-Cuesta L, 

http://wwwp53.iarc.fr/
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2012; Delfau-Larue MH, 2014; Lehmann BD, 2015). Por otra parte, la 

sobreexpresión de la proteína TOP2a se considera un factor predictivo de 

sensibilidad al esquema con antraciclinas, mientras que la deleción del gen se 

asocia con un incremento a la resistencia del mismo esquema (Bartlett JM, 2010; 

Brase JC, 2010; Di Leo A, 2011; Won HS, 2014). Nosotros no determinamos el 

valor predictivo de estas moléculas con el esquema de antraciclinas, debido a que 

las mujeres no fueron tratadas con quimioterapia neoadyuvante en el estudio. Sin 

embargo, es posible que al terminó del seguimiento de 5 años de las mujeres, 

nosotros pudiéramos establecer una asociación entre recurrencia, alteraciones 

genéticas, expresión de las proteínas p53 y TOP2a, y la quimioterapia. Nosotros 

sugerimos que la recurrencia es el resultado de una respuesta negativa al 

esquema de antraciclinas porque 94.1% de las mujeres del estudio recibieron 

quimioterapia adyuvante que contiene antraciclinas A/C (Adrimiacina y 

Ciclofosfamida) y FAC (5-Fluorouracil, Adriamicina y Ciclofosfamida). Hasta el 

tiempo de seguimiento (26 meses) solo el 21.5% de las mujeres han presentado 

recurrencia, de estas el 8.1% presentaron deleción del gen TOP2a, que se ha 

asociado previamente con resistencia a antraciclinas (Bartlett JM, 2010; Brase JC, 

2010; Di Leo A, 2011; Won HS, 2014). Además, el 18.1% de las mujeres con 

recurrencia tienen sobreexpresión de la proteína TOP2a, que se considera un 

factor de sensibilidad a las antraciclinas (Bartlett JM, 2010; Brase JC, 2010; Di Leo 

A, 2011; Won HS, 2014), y el 27.2% de las mujeres con recurrencia tienen 

mutaciones en el gen TP53, que se consideran de peor pronóstico para el 

tratamiento de antraciclinas  (Fernández-Cuesta L, 2012; Dobes P, 2014; 

Lehmann BD, 2015). 

Finalmente, usando MCA nosotros identificamos tres grupos que definen nuestra 

población de estudio. El primer grupo comprende mujeres con TN y mutaciones en 

el gen TP53, sobreexpresión de la proteína p53 y amplificación del gen TOP2a. 

Este grupo reúne características de reportes previos en el que describen 

alteraciones en el gen TP53, sobreexpresión de su proteína en mujeres con TN. El 

segundo grupo comprende mujeres no-TN demostrando que la deleción del gen 

TP53 se relaciona con la disminución de su proteína, el gen TOP2a no presenta 



 

 39 

Expresión de biomarcadores pronósticos (p53, TOP2a) en biopsias de mujeres mexicanas con 
cáncer de mama 

alteración, pero hay sobreexpresión de su proteína y grado histológico SBR II. En 

este grupo se encuentran las pacientes que presentan la deleción de 65 pb en el 

gen TP53, esto explica la disminución de la proteína. Por otra parte las mutantes 

de p53 pueden inducir la expresión de TOP2a, nosotros no encontramos ninguna 

correlación entre las mutaciones de TP53 (sobreexpresión de p53) y 

sobreexpresión de la proteína TOP2a, sugiriendo que existen otros mecanismos 

diferentes a las mutaciones del gen TP53 que pueden inducir o regular la 

expresión del gen TOP2a (Srikantan S, 2011; Tamaichi H, 2013). El tercer grupo 

incluye mujeres TN y no-TN con deleciones en el gen TOP2a y expresión basal de 

las proteínas TOP2a y p53. Este análisis nos permitió identificar grupos bien 

definidos de las mujeres asociadas con las características analizadas en este 

estudio, pero también se observan que exhiben heterogeneidad que es un sello o 

marca de cáncer. Además, MCA ha sido utilizado para asociar características 

clínico-patológicas de mujeres con cáncer (Rodriguez-Lara V, 2014). Las 

limitaciones de nuestro estudio es el tiempo de seguimiento corto de las mujeres 

(26 meses), insuficiente material genético para identificar las deleciones en todas 

las mujeres con alteración en el gen TP53, y así como determinar el valor 

predictivos de p53 y TOP2a. Además, es necesario validar nuestros resultados en 

población mexicana con un tamaño de muestra más grande. 
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12. CONCLUSIÓN 

Nuestra población de estudio se caracterizó por una frecuencia alta de mujeres 

con subtipo TN cuyas características son: mujeres jóvenes con grado histológico 

SBR III, mutaciones en TP53 y sobreexpresión de su proteína. La sobreexpresión 

de la proteína p53 fue asociada con una menor sobrevida en mujeres con CaMa, 

surgiéndose como un factor de mal pronóstico en nuestra población de estudio.  

 

 

 

13. PERSPECTIVAS 

Concluir el seguimiento ≥5 años de las mujeres con CaMa incluidas en el estudio y 

analizar nuevamente el valor pronóstico de p53 y TOP2a. 

Evaluar el valor predictivo de los biomarcadores p53 y TOP2a en las mujeres con 

CaMa de la población de estudio con un seguimiento ≥5 años. 
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