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RESUMEN

En el mundo, el cancer es uno de los principales problemas de
salud. EI CM es la causa mas comun de muerte por neoplasias en mujeres en
todo el mundo. En México, los tres principales tipos de cancer en mujeres que
causaron fallecimientos durante 2007 fueron: el de mama (13.8%), cuello uterino
(12.1%) e higado (7.6%).

Hasta el momento, existen pocos marcadores moleculares de cancer aplicados en
la practica clinica, por lo cual hay una imperiosa necesidad para encontrar
biomarcadores, en particular para el CM y que pudieran ayudarnos a detectarlo en
etapas pre-invasivas o tempranas. Se ha reportado que el canal iénico HERG1
juega un papel importante en diferentes tipos de neoplasias, en las cuales se ha
encontrado sobreexpresado. La sobreexpresion de HERG1 se ha establecido
como marcador de algunas neoplasias como cancer de colon y leucemias y se ha

relacionado directamente con la invasividad de las neoplasias.

Por lo anterior, en el presente trabajo se llevd a cabo el analisis de la expresién del
canal i6nico HERG1 (K,11.1, KCNH2) por PCR cuantitativa en biopsias de CM de
pacientes, estudio que hasta el momento no se ha realizado. Los resultados que
se obtuvieron con PCR tiempo real fue: se analizaron 39 muestras de CM, las
cuales se pueden clasificar por su grado histolégico en: Grado |, 13 muestras
(41%), Grado IlI, 16 muestras (50%) y Grado lll, 3 muestras (9%). Todas las
muestras estudiadas amplificaron con el gen de control interno de la reaccion de la
gPCR, B—actina humana, de las cuales se encontraron 32 muestras positivas para
HERG1B (82%) y 7 muestras negativas (18%). De las 32 muestras positivas a
HERG1B con PCR en tiempo real, 29 muestras tienen el diagnéstico
histopatolégico de CM Ductal (91%) y 3 tienen el diagndstico histopatolégico de
CM lobulillar infiltrante (9%). De las 27 muestras positivas con diagnostico
histopatologico de CM Ductal a HERG1B con PCR en tiempo real, 27 muestras

fueron CM ductal infiltrante (93%) y 2 muestras fueron CM ductal In Situ (7%). El
ViI



porcentaje de muestras de CM positivas a nuestro marcador fueron un poco mas
alto que los reportados con otros marcadores del mismo tipo (canales idnicos) en
cancer como: TRPM8 en cancer de préstata, que con PCR en tiempo real se
reportd una tasa de positividad del 64%. En cancer colo-rectal, se obtuvo una tasa
del 60% del gen HERG1 y en gliomas primarios se obtuvo cerca del 80%, usando
PCR convencional. Por inmunohistoquimica, la proteina de HERG1B se encontr6
s6lo en las células tumorales de CM. Es indudable que la expresién de HERG1B
esta afectada en el CM, por lo que se debe de estudiar a fondo para determinar de
qué manera afecta el proceso de carcinogénesis. Este trabajo es innovador ya que
este gen aun no se ha reportado en CM.
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ABSTRACT

Cancer is one of the main health issues worldwide. Breast cancer
(BC) is the most frequent death cause by neoplasia in women all over the world. In
Mexico, the three most important cancer types that caused death in women during
2007 were: breast cancer (13.8%), cervical cancer (12.1%) and liver cancer
(7.6%).

Until now, there are a few molecular markers for cancer applied to the clinical
practice, therefore, there is a vital need to find cancer biomarkers specifically, for
BC that can help us to detect it in early or pre-invasive stages. It has been reported
the overexpression of HERG1 ion channel in several neoplasies, which suggests
strongly that it has an important role in cancer. In fact, it has been established as a
cancer biomarker in some leukemias and colon cancer, as well as its direct

relationship with cancer invasiveness.

For this, we perform the analysis of the HERG1 channel (K,71.1, KCNH2) gene
expression by quantitative PCR in biopsies from breast cancer patients, that has
never been done before. The results are: 39 BC samples were analyzed, that can
be classified according to their histological grade in: Grade |, 13 samples (41%);
Grade Il: 16 samples (50%) and Grade lll: 3 samples (9%). All 39 analyzed
samples amplified with the inner gqPCR reaction control gene for human B—Actin,
from which 32 samples were positive for HERG1B (82%) and 7 were negative
(18%). 32 from the 29 samples positive to HERG1B have the histopathological
diagnosis of ductal BC (91%) and 3 were classified as infiltrating lobular carcinoma
(9%). The rate of BC samples positive to our marker was higher than that reported
with other markers of the same kind (ion channels) in cancer such as: TRPMS8 in
prostate cancer with a 64% of positives with gPCR. In colon cancer, HERG1 had a
rate of 60% and 80% for primary glioma, by conventional PCR. By
immunohistochemistry assays, the HERG1B protein was detected only in breast
cancer cells. It is unquestionable that the HERG1B gene expression is affected in

IX



the BC, for this reason, its has to be analyzed in depth to determine in which way it

affects the carcinogenesis process. This thesis work is innovative, as this gene has
not been reported before as a marker in BC.

Words keys: Breast cancer, HERG1 channel, molecular diagnosis.



1 INTRODUCCION

1.1 CANCER

El cancer es uno de los principales problemas de salud en el mundo. Se estima
que en 2008 hubo alrededor de 7.6 millones de muertes por esta neoplasia y que
hay mas de 12.4 millones de nuevos casos, ademas de los 25 millones de
personas que padecen esta enfermedad. La Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), estima que alrededor de 84 millones de personas moriran a causa de esta
enfermedad entre 2005 y 2015'.

El cancer es una enfermedad compleja que comprende alteraciones que pueden
ser congénitas y/o adquiridas, en genes involucrados en la proliferacién,
apoptosis, reparacién del DNA, envejecimiento celular y en genes relacionados
con los procesos de angiogénesis, invasion, motilidad y adhesién, cuya expresién
cuantitativa y cualitativa confiere a la célula caracteristicas fenotipicas y bioldgicas
de malignidad en grado variable segun particularidades biolégicas del tumor,
anatdémicas por su ubicacién y generales del hospedero. Ya que, ademas de la
dependencia del cancer respecto del huésped para su irrigacion sanguinea, su
crecimiento es afectado por hormonas, farmacos y competencia inmunolégica del

paciente? (Fig. 1).

En el cancer, el organismo produce un exceso de células malignas (conocidas
como cancerigenas o cancerosas), con crecimiento y division mas alla de los
limites normales, (invasion del tejido circundante y, a veces, metastasis). La
metastasis es la propagacion a distancia, por via fundamentalmente linfatica o
sanguinea, de las células originarias del cancer, y el crecimiento de nuevos

tumores en los lugares de destino®.



Autosuficiencia en
sefiales de crecimienta

Evasidn de Insensibilidad o sefiales
apoptosis contra el crecimiento
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Fig. 1. Capacidades adquiridas del cancer. Se sugiere que la mayoria de las neoplasias adquieren
el mismo grupo de capacidades funcionales durante su desarrollo, a través de diferentes
mecanismos (Modificada de Hanahan D y Weinberg RA).

En el cancer, las células no responden a las sefiales que controlan el crecimiento
celular y proliferan en forma excesiva. Las células neoplasicas crean su propio
mecanismo de nutricion formando factores de angiogénesis. El tiempo de
crecimiento de los distintos tipos de tumores es variado, cuando el tumor no
sobrepasa la membrana basal de los epitelios se llama In Situ, cuando llega a
destruir esta membrana basal comienza la invasidén a otros 6rganos provocando la

metastasis®.

Existen varios tipos de cancer, siendo tres los principales subtipos: el primero es el
carcinoma, es un cancer que empieza en la piel o en los tejidos que revisten o
cubren las cavidades (6 los érganos internos) de los tejidos glandulares de la
mama y préstata. Este tipo de cancer es uno de los més frecuentes, a las

neoplasias de estructura similar al epitelio de la piel se le denominan carcinomas
2



de células escamosas y a los que tienen una estructura glandular se denominan
adenocarcinomas. El segundo subtipo son los sarcomas que proceden del tejido
conectivo como huesos, cartilagos, nervios, vasos sanguineos, musculos, tejido
adiposo u otro tejido de sostén. En el tercer subtipo se encuentran las leucemias y
los linfomas. La leucemia es un cancer que comienza en un tejido donde se
forman las células sanguineas, como la médula 6sea, donde se generan estas
células malignas que pasan a la sangre. El linfoma y el mieloma mudultiple son
canceres que se originan de las células del sistema inmunitario. Producen
inflamacion o infiltracion de los ganglios linfaticos, invasion del bazo y médula
0sea, y sobreproduccién de células blancas inmaduras. Ademas, existen canceres
del sistema nervioso central que empiezan en los tejidos del cerebro y la médula

espinal®.

La deteccién clinica de un tumor ocurre generalmente después de un periodo de
latencia de varios meses o anos. Las lesiones genéticas producen en el paciente
la evolucién del cancer responsable de la aparicién de uno o mas tumores en la
vida del enfermo, con progresién y pronostico variables. Esta enfermedad en
etapas avanzadas, segun las estadisticas, es incontrolable y fatal en la mayoria de
los casos®. La identificacion de los genes implicados en la carcinogénesis o en
procesos asociados a ésta, permitira conocer mejor la etiologia del cancer vy
establecer nuevas estrategias para su diagnéstico, tratamiento y prevencién.

La causa del cancer es desconocida, aunque se reconocen diversos factores de
riesgo que propician su aparicion. El envejecimiento, el tabaquismo, la exposicién
solar o a diversos agentes quimicos, el sedentarismo y la dieta son factores que,

en ciertos casos, se identifican como factores de riesgo para desarrollar cancer®®.



1.1.1 EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER

El cancer es, sin duda, una de las enfermedades que ha irrumpido con mayor
impetu en el panorama epidemiolégico del pais desde finales del siglo XX
convirtiéendose en un problema de salud publica en el mundo no sélo por sus
graves manifestaciones clinicas y su alta letalidad, sino también por la gran
variedad de factores de riesgo -individuales y ambientales- con los que se asocia’.
El cancer puede afectar a personas de todas las edades, pero el riesgo aumenta
conforme se va incrementando la edad. El cancer causa cerca del 13% de todas las
muertes en el mundo. De acuerdo con la Sociedad Americana del Cancer, 7.6 millones de
personas murieron de cancer durante el afio 2007*.

En México, de 1998 a 2007 se observa que las defunciones por tumores malignos
tienden a incrementarse, siendo las mujeres las que presentan los porcentajes
mas altos en el periodo. Durante 2007, se registraron 514,420 defunciones, 55.4%
de hombres y 44.6% de mujeres; de las cuales, los tumores malignos ocuparon el
tercer lugar entre las principales causas de muerte del pais con 68,815 casos
(13.4%), sOlo por debajo de los decesos por las enfermedades del sistema

circulatorio y las enfermedades endécrinas, nutricionales y metabdlicas® (Fig. 2).
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Nota: El porcentaje esta en relacion con el total de defunciones registradas en cada afio, en general y por sexo.
Fuente: INEGI . Estadisticas Vitales, 1998-2007. Bases de datos.

Fig. 2. Porcentaje de defunciones por tumores malignos por sexo, segin afio de ocurrencia (1998-
2007).
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Algunos tipos de cancer se localizan de forma diferenciada en mujeres y hombres,
ya sea por factores bioldgicos o de riesgo, lo que influye en su prevalencia. En
mujeres, los tres principales tipos de cancer que causaron fallecimientos durante
2007 fueron: el de mama (13.8%), cuello uterino (12.1%) e higado (7.6%); es
importante sefalar que si bien disminuyd el porcentaje de muertes por estos tipos
de cancer en comparacién con 2006, éstos se contindan manteniendo en los

primeros lugares®.

En los hombres, el cancer de préstata (15.7%), de tradquea, bronquios y pulmén
(14%) y de estobmago (9%) fueron las principales causas de muerte por neoplasias
malignas durante 2007; al igual que en las mujeres, las prevalencias son similares
a las de 2006, aunque el porcentaje de muertes que se les atribuyen ha
disminuido®(Fig.3).

2006 2007 Tumores malignos 2006 2007
36 31 Encéfalo 26 23
25 23 Laringe 0.4 0.3

166 14.0 Traguea, bronquios v pulmon 7.7 6.8
0.1 0.1 I IMama 15.0  13.8 I
86 TA Higado 92 7.6
56 52 Pancreas 58 5.4

10.4 9.0 Eztomago 2.4 )
35 33 iag urinariag 22 20

1A 15.7 Prostata Ovarioz 5.5 49

Cuello del (tero 13.9 124
5.0 45 Colon 45 47
7.0 62 Leucemia 5.8 54
40 36 Linfoma no Hodgkin 3.0 27
16.0 258 Otros 159 245

Fuente: INEGI. Estadizticas \itales. Defunciones 2006 y 2007. Base de datos.

Fig. 3. Distribucion porcentual de las defunciones por tumores malignos para cada género.



1.1.2. ASPECTOS MOLECULARES DEL CANCER

La transformacion maligna de las células normales se debe a la alteracion de dos

tipos de genes:

1. Oncogenes, que son los derivados de la alteracion de los proto-oncogenes
qgue son los encargados del crecimiento, desarrollo y diferenciacién celular.

2. Genes supresor de tumor o anti-oncogenes, como su nombre lo indica,

inhiben la expresion de estos genes®.

La mayoria de los tumores crecen a partir de la divisidn de una célula madre, en la
cual las mutaciones causan una inadecuada activacion de proto-oncogenes y/o la
inactivacién de genes supresores de tumor y de genes que regulan el desarrollo y
reparacion tisular, lo que explica porque un tumor estd caracterizado por una
proliferacion desregulada, lo que resulta en un crecimiento anormal y una
diferenciacion irregular. Asimismo, el sistema inmunitario generalmente falla y no
reconoce como extranas a esas células anormales y no las elimina. De esta
manera, los tumores experimentan progresién, en la cual se hacen menos
diferenciados y mas agresivos con el tiempo, por el surgimiento de subpoblaciones
celulares con nuevas anomalias genéticas que impiden el control del crecimiento y

se conforma un tumor®.

La inestabilidad genémica que lleva a la inmortalidad y transformacién celular es
un mecanismo complejo que, entre otros defectos incluyen la desregulacion de
enzimas encargadas de la replicaciéon del DNA o en las proteinas del aparato
mitético encargadas de la distribucidén correcta de los cromosomas en las células
hijas, asi como defectos en los puntos de control del ciclo celular y la

sobreexpresién o mutacion de factores de crecimiento'®'".

El cancer es una sucesion de eventos en los cuales se cree que son necesarias
de cinco a diez mutaciones acumuladas para que una célula evolucione de un

fenotipo normal a otro totalmente maligno™.



1.2 CANCER DE MAMA

1.2.1 DEFINICION

El cancer de mama (CM) es una afeccion en la cual se forman células malignas en
los tejidos de la glandula mamaria. Histolégicamente esta estructura se compone
por lébulos y conductos, presentando cada una entre 15 y 20 I6bulos, los cuales
comprenden secciones mas pequenas llamadas lobulillos. Los Iébulos, los
lobulillos y los bulbos estan conectados por tubos delgados llamados conductos 2.

El tipo mas comun de CM es el carcinoma ductal, que empieza en las células
epiteliales de los conductos. El cancer que se encuentra en los Iébulos o los
lobulillos se llama carcinoma lobular o lobulillar y se encuentra con mayor
frecuencia en ambas mamas en comparacidon con otros tipos de cancer

mamario'?. (Fig. 4)
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Fig. 4. Esquema que muestra los diferentes tejidos que pueden ser afectados por cancer en
la glandula mamaria.



1.2.2. EPIDEMIOLOGIA DEL CM

El CM es la causa mas comun de muerte por neoplasias en mujeres en todo el
mundo (Fig. 5). Se estima que las mujeres que llegan a los 85 afos de edad
tendran una oportunidad en nueve de desarrollar esta enfermedad. Su frecuencia
parece ser mayor en paises desarrollados que en no desarrollados, pese a que el
aumento paulatino de esta patologia en estos ultimos paises ha hecho que esta
diferencia sea cada vez menos marcada. Sin embargo, el grado de riesgo no es
homogéneo entre la poblacién en general. Mientras algunas mujeres nunca
desarrollaran el CM, otras parecen tener un mayor riesgo de padecerlo®. Por ello,
se ha vuelto cada vez mas necesario ser capaz de valorar e individualizar, lo mas
preciso posible, el perfil de riesgo de una paciente a fin de poder asegurarle la
mejor relacion costo-beneficio de las alternativas de vigilancia y tratamiento

disponibles.

Ademas, se ha documentado un incremento en la frecuencia y mortalidad en afos
recientes y por desgracia la mayoria se diagnostican en etapas avanzadas con
probabilidades de curacién del orden de 30 a 50% con predominio en mujeres
jovenes” (Fig. 5).

Cancer de Mama
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El cancer de mama es la causa principal de muerte
por cancer en las mujeres alrededor del mundo

Fig. 5. Incidencia y mortalidad mundial por cancer en mujeres. Fuente: OMS




Para el afno 2004, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) calcul6 que se
diagnosticarian mas de 1, 200,000 nuevos casos de CM (19% del total de
canceres en la mujer) . Su frecuencia varia ampliamente y asi los paises
norteamericanos y europeos son los que tienen la frecuencia mas elevada,
mientras que los paises de Asia y Africa tienen la mas baja. Los paises
latinoamericanos, en general, tienen una baja frecuencia, a excepcion de

Argentina y Uruguay con tasas semejantes a las de los paises europeos'® (Fig. 6).
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Fig. 6. Distribucion de la incidencia de CM en el mundo. Tasa por 100,000. Fuente:
International Agency for Research on Cancer (IARC), Globocan 2002.



Este hecho es quiza explicable por la conformacién mayoritaria de origen europeo
en su poblacién, a diferencia del resto de los paises latinoamericanos donde el
mestizaje entre indigenas, europeos y negros es la caracteristica predominante.
Es notorio que en todo el mundo hay un incremento en la frecuencia del CM y que
este incremento es mayor en los paises desarrollados, por ejemplo, en EUA el
namero de casos aument6é de manera progresiva de 1970 a 1997 en 161% (de
69,000 a 180,200) y el numero de muertes por esa enfermedad en cerca de 50%
(de 30,000 a 49,000)"'®. Este cambio, fue en gran parte debido al aumento del
nimero de mujeres en riesgo, en particular mujeres de edad avanzada'’, pero
cuando se analiza la tasa de incidencia ajustada a la edad, ésta muestra un
incremento anual de 1% de 1940 a 1980 y a partir de ese afo el incremento se
aceler6 a 4% anual, estabilizandose en 111.3 casos por cada 100,000 habitantes
a partir de 1995'®. En el afio 2007 se reportaron 178,480 de casos nuevos de CM

en mujeres y 40,460 defunciones por esta causa®.

En afnos recientes se ha detectado un incremento paulatino del CM en muchos
paises asiaticos, en particular en Japén y Singapur, donde se ha producido un

cambio del estilo de vida (“occidentalizacién”)'®

y hay evidencia que los
descendientes de migrantes Hispanos en los EUA tienen tasas de cancer que se

acercan a la de las mujeres blancas no-Hispanas debido a la transculturizacién®.

1.2.3. CM EN MEXICO

Este fenbmeno también se presenta en nuestro pais, al observar diferencias
regionales importantes. En los estados del norte y centro del pais, donde las
mujeres gozan de un estado socioeconémico y cultural mas elevado, con estilo de
vida mas semejante al de las mujeres de EEUU (tabaquismo, obesidad,
sedentarismo, ingesta de alcohol y baja calidad de dieta), se detecta una mayor
frecuencia de CM, mientras que en los estados donde predomina la poblacion
indigena y de menor nivel socioecondmico como Chiapas, Oaxaca y Yucatan, la
frecuencia es mucho mas baja?'?® (Fig. 7).
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El CAncer de Mama en México

Distribucion Regional de Tasas de Mortalidad 2001
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Fig.7. Distribucion de la mortalidad por CM en México. Fuente: INEGI/CONAPO, 2006>".

En México, a partir de 2006, el riesgo de morir por cancer de mama excede el
cancer cérvicouterino. En 1980 el cancer cérvicouterino era dos veces mayor la
mortalidad con respecto al CM en todos los grupos etarios. Aun cuando las
muertes atribuibles tanto al cancer cérvicouterino como al cancer de mama se
elevaron de manera sostenida a partir de la mitad del decenio de 1950 y hasta
1990, las tasas de mortalidad por cancer cérvicouterino se elevaron mucho mas
que las del cancer de mama, hasta alcanzar su punto mas alto en 16 muertes por
100,000 mujeres. No obstante, desde 1990 las tasas de mortalidad por cancer
cérvicouterino comenzaron a descender con rapidez y esto continué hasta el afno
2006, llegando al punto mas bajo de ocho muertes por 100,000. A lo largo del

mismo periodo, las tasas de mortalidad atribuibles al cancer de mama se
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incrementaron para luego estabilizarse. Para el afno 2006, las tendencias se
habian cruzado y por primera vez el cancer de mama superé al cancer

cervicouterino 2'?¢%7 (Fig. 8).
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Fig. 8. Numero de defunciones por cancer cervicouterino y CM en México de 1979-2006.
Fuente: Estadisticas vitales de mortalidad 1979°2006. INEGI/SSA?".

En Meéxico, hay incluso estados donde el CM ha rebasado ya al carcinoma
cervicouterino como primera causa de mortalidad en mujeres, como es evidente
en el estado de Jalisco. En este estado, el CM ocupa el primer lugar desde 1997,
con una tasa de mortalidad de 15.82 por 100,000 mujeres y donde la frecuencia
del CM es ya casi similar (17.9 vs. 18.8) a la del cancer cervicouterino®?*, La tasa
de mortalidad por CM se ha elevado en México de 13.6 por cada 100,000 mujeres
mayores de 25 afios en 1990 a 14.58 por cada 100,000 en 20012 (Fig. 9).
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El Cancer de Mama en México

Mortalidad Nacional 1990-2001
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Fig.9. Tasa de mortalidad por CM en mujeres mexicanas mayores de 25 afios (x 100,000).
Fuente: INEGI/CONAPO?.

En nuestro pais, 47% de las muertes por CM ocurren en mujeres entre los 45 y 64 anos,
y la Secretaria de Salud calcula un promedio de 21 afos de vida productiva perdidos por
cada mujer con un impacto econémico de 3,107,505,000.00 pesos en el 2001. Asimismo,
se presentan casos de CM desde la segunda década de la vida y su frecuencia se
incrementa rapidamente hasta alcanzar la maxima entre los 40 y 54 anos y luego mostrar
un descenso paulatino después de la quinta década®*?® (Fig. 10). De particular interés ha
sido el percatarse que en México la mujer desarrolla el CM en promedio, una década
antes que las europeas o norteamericanas (51 vs. 63 anos, respectivamente) hecho en
parte explicable por la conformaciéon de la piramide poblacional mexicana, donde

predominan las mujeres jévenes?.
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Fig. 10. Mortalidad por CM por grupos de edad. Fuente: Direccion General de Estadistica e
Informatica. SSAZ.

1.2.4. CLASIFICACION

Este sistema de clasificacion del American Joint Committee on Cancer (AJCC)
proporciona una estrategia para agrupar a los pacientes segun el pronéstico. Las
decisiones terapéuticas se formulan, en parte, de acuerdo con categorias de
estadificacion pero, principalmente, de acuerdo con el tamarfio del tumor (T), el
estado de los ganglios linfaticos involucrados (N) y la presencia o no de metastasis
(también se consideran los receptores de estrogeno y progesterona en el tejido
tumoral, el estado menopausico y la salud general de la paciente) Tabla 1. Las
definiciones para clasificar el tumor primario (T) son las mismas tanto para la
clasificacion clinica como la patologica. Si la medicién se realiza mediante un
examen fisico, el examinador usara los titulos principales (T1, T2 o T3). Si se usan
otras mediciones, como las mediciones mamograficas o patoldgicas, se pueden
usar los subconjuntos de T1. Los tumores se deben medir redondeando la cifra

segun el incremento mas cercano a 0,1 cm.
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ESTADIO | TUMOR (T) GANGLIO (N) METASTASIS (M)
TX (no se NX (no se pueden evaluar) MX (no se puede
puede evaluar) evaluar la presencia

de metéastasis a
distancia)

0 Tis (In Situ) NO (no hay metéastasis) MO (no hay
metastasis a
distancia)

I T1(no mayor 2 | NO MO

cm)

A T0 N1 (metastasis a ganglio(s) MO
linfatico(s) axilar(es) ipsilateral(es)
movil(es))

T1 N1 MO
T2 (mayor 2 NO MO
cm menor 5

cm)

1B T2 N1 MO
T3 (mayor de | NO MO
5cm)

A T0 N2 (metéastasis a ganglio(s) MO

linfatico(s) axilar(es) ipsilateral(es)

fijo(s) o entretejido(s), o a ganglios

mamarios internos ipsilaterales

ausencia de metastasis

clinicamente aparente en ganglio

linfatico
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1,N2 MO

B T4 NO, N1,N2 MO

lc CUALQUIER T | N3 (metastasis en ganglio(s) MO
(cualquier linfatico(s) infraclavicular(es)
tamano con ipsilateral(es), con compromiso de
extensién ganglio linfatico axilar o sin este, o
directa ala en ganglio(s) mamario(s) interno(s)
pared toracica | ipsilateral(es) en presencia de
a la piel) metastasis a ganglio linfatico axilar

clinicamente evidentes o metastasis
en ganglio(s) linfatico(s)
supraclavicular(es) ipsilateral(es),
con compromiso de ganglio linfatico
mamario axilar o interno, o sin este)
v CUALQUIER T | CUALQUIER N M1 (metéastasis a

distancia)

Tabla 1. Estadificacion del CM*.
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El AUJCC (American Joint Committee on Cancer) ha designado los estadios
mediante la clasificacion TNM'”". Este sistema se modific6 en 2002 y clasifica
algunas categorias nodulares que previamente se consideraba que correspondian
al estadio Il, como estadio 111'%. Como resultado del fenémeno de migracién de
estadio, la supervivencia por estadio para series de casos clasificados con el

nuevo sistema parecera superior a aquella en la que se usa el sistema antiguo'%.

La determinacién correcta del estadio en los pacientes con CM reviste una
extraordinaria importancia. No solo permite un prondstico exacto, sino que en
muchos casos la toma de decisiones terapéuticas se basa en gran medida a la

clasificacion TNM.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)' utiliza una clasificacion
histopatoldgica de los carcinomas mamarios (Norma Oficial Mexicana) Tabla 2.

TIPO DE TUMOR

NO INFILTRANTE INVASOR
Carcinoma lobulillar In Situ Carcinoma ductal invasor no especifico
Carcinoma ductal In Situ (NTS)

Carcinoma ductal invasor con
extenso componente intraductal
Carcinoma ductal invasor con
enfermedad de Paget
Carcinoma lobulillar invasor
Carcinoma medular
Carcinoma mucinoso o coloide
Carcinoma papilar
Carcinoma tubular
Carcinoma adenoideo quistico
Carcinoma secretor (juvenil)
Carcinoma apocrino
Carcinoma con metaplasia
Tipo escamoso
Tipo células fusiformes
Tipo cartilaginoso y 6seo
Tipo mixto
Carcinoma inflamatorio
Otros

Tabla 2. Clasificacion histopatolégica del CM de acuerdo a la OMS’.
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1.2.5. FACTORES DE RIESGO PARA CM

Una de cada ocho mujeres tiene riesgo de padecer cancer de mama a lo largo de
la vida (12.2%) y una de cada 28 de morir por esta enfermedad. Los factores de
riesgo mas conocidos son los hormonales, genéticos y ambientales. Se han
reportado como factores de riesgo:

e Edad avanzada. El riesgo es mayor en las mujeres postmenopausicas y se

incrementa hasta los 70 afos®.

e Menstruacion a temprana edad. Cuanto mas tarde sea la edad de
presentacion de la primera menstruacion, mas bajo sera el riesgo de una
mujer a sufrir CM®'*2, Por cada afio de retardo en la presentacién de la
menarca, el riesgo disminuye en cerca del 5%°2.

e Edad avanzada al momento del primer parto o ser nulipara. Comparadas
con las mujeres nuliparas, las mujeres que han tenido al menos un
embarazo a término tienen en promedio, alrededor de un 25% de reduccién
en el riesgo de CM.

e Antecedente de enfermedad mamaria proliferativa. Son trastornos no
cancerosos que pueden aumentar el riesgo de contraer CM, como: la
hiperplasia ductal, la hiperplasia lobular y los papilomas. La hiperplasia
moderada o florida, incrementa el riesgo 1.5 é dos veces, la hiperplasia
ductal o lobular atipica, lo aumenta cinco veces y el carcinoma /In Situ ductal
o lobular, lo aumenta a ocho a diez veces.

e (@enética. La mayoria de los tipos de CM son esporadicos, solo el 5y 10%
son hereditarios. Se ha encontrado la relacién entre algunas variantes
genéticas y el CM, por ejemplo, las mutaciones hereditarias de los genes
BRCA1, BRCA2 y TP53, incrementan el riesgo de desarrollar CM 10
veces™.

e [lactancia y multiparidad. Han sido demostradas como factores que

disminuyen el riesgo de CM, mientras que cuando tienen el primer
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embarazo a término por arriba de los 30 afios o son nuliparas, el riesgo de
CM se eleva®.

Antecedentes familiares de CM. Los familiares de primer grado de
consanguinidad, confieren un incremento de riesgo de 1.5 a tres veces
mayor, si son varios los familiares consanguineos afectados, el riesgo
puede elevarse hasta cinco a nueve veces mas®.

Exposicion a radiaciones. Las mujeres expuestas a radioterapia o radiacion
tienen una mayor incidencia. El riesgo aumenta cuanto menor es la edad y
mayor la dosis de radiacion.

Ingesta de hormonas como estrogeno y progesterona. El uso de estrégenos
exégenos conjugados en la terapia hormonal de reemplazo, administrada
por periodos prolongados (mayor a cinco anos), asi como el uso de
combinacién de estrogenos y progestagenos, continuos o secuenciales,
incrementa el riesgo en 2% y 51%, respectivamente®” %

Estatura. Mujeres cuya talla es mayor a 1.67 m. tienen un mayor riesgo que
las que miden menos de 1.59 m. Mujeres altas y delgadas con mamas
grandes tienen mayor riesgo, sobre todo antes de los 45 afios*.

Ejercicio. Algunos estudios han informado que la actividad fisica moderada
estd asociada con un menor riesgo de CM, sobretodo en mujeres
premenopausicas.

Dieta. La mayor frecuencia de ésta enfermedad en Estados Unidos de
Norteamérica y Europa y la baja incidencia en Asia y América Latina han
sido correlacionadas con el mayor consumo de grasas animales y azucares
refinados en la dieta occidental*’.

Obesidad. Las mujeres que aumentan de peso mas de 27 Kg. a partir de su
juventud a la edad madura, doblan su riesgo de CM*2.

Menopausia tardia. La aparicién a los 55 afos 0 mas incrementa 2.5 el
riesgo, mientras que la menopausia artificial por castracion quirdrgica, antes

de los 40 afios, ha mostrado disminuir significativamente el riesgo™.
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En un estudio en México publicado en 2008, se identificaron los principales
factores de riesgo de pacientes con CM. El 23.1% no tuvieron factores de riesgo,
64% tuvieron entre uno y dos, y 12.9% entre tres y cuatro factores. El grupo etario
mas frecuente fue de 50 a 59 anos. Se registrd 29.4% de mujeres menopausicas,
de las cuales el 35% eran mayores de 54 afos de edad. Se encontré obesidad en
35% de las mujeres posmenopausicas, tabaquismo en 29.8% y embarazo a
término después de los 30 afios en 16.9%. El 14.3% padecia diabetes antes del
cancer; 12% recibieron terapia hormonal por mas de cinco anos; menarquia antes
de los 11 afnos en 10.7%. Se identificaron antecedentes heredofamiliares de
primer grado en 6.6%. Los métodos de deteccidn utilizados con mayor frecuencia
fueron la autoexploracion (91.5%), exploracién clinica (7.4%) y mastografia
(1.1%). La mama mas afectada fue la derecha (53.3%), en comparacién con la
izquierda (46.7%). Este estudio demuestra que los factores preponderantes que
aparecen mas frecuentemente en nuestro medio fueron los ambientales, como el
sobrepeso, la obesidad, el tabaquismo y la terapia hormonal. Es importante
mencionar que en 23.1% de las pacientes no se identificd ningun factor de riesgo

conocido** (Fig. 11).

Enfermedad benigna de mama TJ 0.7%
Cancer de mama contralateral _ J 1.1%
Alcoholismo 3 1.5%

Menopausia en = 54 afios 5 ) 10.3%

Menarquia en < 11 afios 1 10.7%
Diabetes tipo2  © - ) 14.3%
Antecedentes familiares J) 16.5%
Embarazo en > 30 afios L116.9%
Ninguno - o 23.1%
Hormonales - 3 21.2%
Tabaquismo —— - ) 29.8%
Obesidad J 32.4%

42.9%

Sobrepeso

Fig. 11. Frecuencia de factores de riesgo. Modificada de Romero-Figueroa, 2008%.
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1.3. DIAGNOSTICO

El carcinoma de mama es la enfermedad mas maligna en la mujer y es curable si
se diagnostica en una etapa temprana®. Existen diferentes métodos y técnicas
para realizar el diagnostico de CM.

1.3.1. AUTOEXPLORACION MAMARIA

Al realizar la autoexploracién mamaria y encontrar una masa anormal, ayuda para
que las pacientes acudan a revision medica, siendo este el primer paso para
mandar a realizar los estudios pertinentes. La evidencia disponible indica que la
autoexploracién mamaria tiene una sensibilidad de 26 a 41 % en comparacién con
el examen clinico y la mastografia®®. Un estudio en México, concluyé que,
dependiendo de la técnica de ensefianza, se logra que alrededor de 51 a 65 % de

las mujeres identifique al menos abultamientos de 0.5 a 1 cm en el seno®’.
1.3.2. EXAMEN CLINICO

Se hace por medio de una historia clinica completa en donde el interrogatorio va
dirigido a encontrar factores de riesgo, incluyendo una exploracion fisica completa
con mayor énfasis en la regién de la glandula mamaria y ganglios linfaticos
axilares. Solo el 60% de los tumores son palpables. Por lo cual se debe

complementar con estudios de gabinete como la mamografia, entre otros®’.

1.3.3. MASTOGRAFiIA

Es un estudio radiol6gico que se realiza para buscar en la mama anomalias
(benignas o malignas) que no pueden ser detectadas por el examen fisico. El
examen regular consta de dos tomas en cada mama: la craneocaudal, que se
hace de frente, y la oblicua, que se hace de perfil y permite ver la region glandular.
Las impresiones se realizan una a la vez, ubicando el seno entre una placa

metdlica y una paleta compresora, que comprime la mama para lograr una buena
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resolucién. Aunque cuatro placas son suficientes, generalmente se realizan mas,

para explorar mas de cerca alguna region que resulta sospechosa.

El uso de mastografia puede tener un impacto real en la disminuciéon de mortalidad
debido a la posibilidad de hacer diagnosticos de CM en fases mas tempranas de la
evolucién de la enfermedad, lo que ha permitido, no solo disminuir la tasa de
mortalidad, sino ampliar la utilizacién de tratamientos no mutilantes de la mama a

un nimero cada dia mayor de mujeres*®4°.

La sensibilidad de la mastografia para deteccién de CM varia de acuerdo con la
edad de las pacientes, densidad del tejido mamario, tamafo de la lesién, estado
hormonal del tumor, calidad técnica de la mastografia y experiencia de los
radiélogos para interpretarla®. Por lo regular, la sensibilidad de la mastografia es
de 77 a 95 %, con rango de 54 a 58 % entre las mujeres menores de 40 afos (con
mayor densidad del tejido mamario) y de 81 a 94 % entre mujeres mayores de 65
afios®'2. Por esta razén, una mamografia negativa no descarta la presencia de
carcinoma. Por otro lado, la tasa de mastografias falsas positivas fue mayor para
las mujeres entre 40 y 59 afios (7 a 8 %) que entre las de 60 a 79 afios (4 a 5%)>.

La mastografia es el estudio estandar de oro actual disponible para poder reducir la
mortalidad por CM a través del diagnéstico temprano. En las sociedades o en los
paises donde hay alta frecuencia de CM, o en los que la mortalidad por esta
enfermedad constituya una de las principales causas de muerte entre las mujeres,
como lo es en México y se tenga los recursos para hacerlo, el escrutinio con
mastografia a la poblacién en riesgo debe ser el primer método de control de CM>*.

Cabe hacer notar que el 80% de los casos de carcinoma ductal In Situ (CDIS), el
cual es el tipo mas comun de CM, se diagnostican solamente con una

mastografia®.
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1.3.4. RESONANCIA MAGNETICA

La resonancia magnética (RM) es un examen que se utiliza en casos especiales,
en los cuales ciertos factores dificultan ver claramente el tejido mamario en la
radiografia. El estudio también se recomienda en pacientes bajo tratamiento de
quimioterapia. La sensibilidad de la resonancia magnética es de 95% para CM, se
indica a pacientes cuando la densidad de las mamas puede dificultar la deteccién
de nodulos a través de la mastografia. La RM no debe ser usada en lugar de la
mastografia, porque esta ultima detecta algunos canceres que no se identifican con
la RM. Por ejemplo, se ha reportado que la RM detect6 32 canceres de mama pero
dejé pasar 13. Ocho de los trece canceres no detectados por la RM fueron hallados
con la mastografia, entre ellos cinco casos de carcinoma ductal In Situ (CDIS)
(Fig.12). De manera que si la RM se usara en lugar de la mastografia se podria
pasar por alto una lesién que, con tratamiento, es esencialmente curable. En la otra
punta del espectro, la RM conduce a muchos hallazgos falso-positivos en varias

areas de la mama en respuesta a cambios hormonales ciclicos®®.

Fig.12. La mastografia y la resonancia magnética (RM) tienen diferentes virtudes y defectos
en la deteccion precoz y el diagnéstico del CM. Aqui se pueden ver una mastografia (A) y
una RM (B) de la mama derecha de una mujer de 56 afios. Mientras que la RM detecté una
masa (flecha en B), la mamografia detecté calcificaciones (flechas en A) que no se vieron en
la RM.
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1.3.5. ULTRASONIDO

Es un estudio que se utiliza para diagnosticar y estadificar, pero aiin no esta clara
su funcién para detectar en una etapa precoz. Es un examen que permite explorar
el tejido glandular de la mama, sirve para complementar la informacién del
examen fisico y de la mamografia, pero jamas la sustituye. Gracias a este estudio
se puede saber la naturaleza de un nédulo: sélida o liquida y, si es necesario,
permite al especialista indicar la realizacibn de una biopsia que estudie en
profundidad la lesién hallada®’.

1.3.6. BIOPSIA

La biopsia asociada al estudio histopatolégico determina si el nédulo es benigno o
maligno. Se trata de una extraccion de células o tejidos para su examen
histopatolégico. El patdlogo puede estudiar el tejido bajo un microscopio o someter
las células o el tejido a otras pruebas. Hay muchos tipos diferentes de biopsias.

Las mas comunes son:
1. Biopsia por incisidn, en la que se extrae sélo una muestra del tejido.

2. Biopsia por escision, en la que se extrae por completo una masa o un area

sospechosa'*®.

3. Biopsia de aguja, en la que se extrae una muestra de tejido con una aguja.
Cuando se usa una aguja ancha, el procedimiento se llama biopsia central.
Cuando se usa una aguja fina, el procedimiento se llama biopsia por

aspiracion con aguija fina'*.

La extraccidén con una aguja dirigida directamente al nédulo, cuya ubicacién exacta
es determinada por la mamografia o por el ultrasonido, o mediante una operacién
ambulatoria que se realiza con anestesia local. Por su alta sensibilidad vy

especificidad es un método de eleccién por su precisién diagndstica®.
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1.4. TRATAMIENTO

El tratamiento de la paciente se establece después de confirmar el diagnéstico de

CM y de evaluar el estadio de la enfermedad.

El CM suele tratarse con diferentes combinaciones de cirugia, radioterapia,
quimioterapia y hormonoterapia. El prondstico y la selecciéon del tratamiento
pueden estar determinados por la edad, la situacion menopausica de la paciente,
el estadio de la enfermedad, el grado histolégico y nuclear del tumor primario, la
medicién de su capacidad de proliferaciéon®® ,asi como por la presencia de algunos
marcadores moleculares del CM como el receptor de estrogeno (RE), el receptor
de progesterona (RP) y el gen ERBB2 (Ver Seccion 1.5.2.).

1.5. DIAGNOSTICO MOLECULAR

1.5.1. GENES RELACIONADOS CON CM

Las mujeres con antecedentes familiares de CM pueden tener un riesgo mayor de
contraer la enfermedad®, lo cual confirma la existencia de factores genéticos
involucrados en el CM. Hoy en dia, se conocen tres grupos de factores de
predisposicién genética al CM basados en el riesgo relacionado con cada grupo
(Tabla 3). El primer grupo de riesgo lo constituyen los genes de alta penetrancia
relacionados con el CM de tipo familiar; que son los genes BRCAT (Breast Cancer
1) y BRCA2 (Breast Cancer 2)°"® Las mutaciones en BRCA1 y BRCAZ2
representan cada uno alrededor del 5 al 10% del riesgo relativo familiar para CM
en la poblacién caucasica®. Para una mujer con mutaciones del BRCAT vy el
BRCAZ2, el célculo de riesgo de contraer CM en toda la vida oscila entre 40% y
85%. Las portadoras con antecedentes, de CM tienen mayor riesgo de contraer
cancer contralateral®®. Ademas, los hombres portadores de mutaciones de estos
genes también presentan mayor riesgo de padecer esta enfermedad®’. Las
mutaciones de cualquiera de estos genes también confieren un mayor riesgo de
cancer de ovario. Asimismo, los portadores de la mutacion podrian tener un riesgo
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mayor de contraer otros tipos de cancer primarios®®. Las mutaciones de estos
genes se pueden determinar en los miembros de familias de alto riesgo por medio
de métodos moleculares®® .

Las mutaciones en el gen P53 (gen supresor tumoral llamado asi en referencia a
la masa de su proteina que es de 53 Kilodaltones) dentro del marco del sindrome
de Li-Fraumeni, también se consideran como de alta penetrancia, ya que las
pacientes con este sindrome presentan un riesgo significativamente mas elevado
a padecer CM”", asi como otros tipos de cancer, los sindromes de Cowden,
Peutz-deghers y el sindrome de cancer gastrico difuso hereditario producidos por
mutaciones en los genes PTEN (gen supresor tumoral, Pj fosfatasa), STK77 (gen
supresor tumoral) y CDH1 (E-caderina), respectivamente, se han identificado
como capaces de conferir una mayor susceptibilidad a desarrollar CM. Sin
embargo, las mutaciones en P53, PTEN, STK11 y CDH1 son muy raras en los
tumores de mama esporadicos, por lo que su contribucion al riesgo relativo fuera

del contexto de sus sindromes adjuntos es muy baja’>"®.

Penatrandia Gen | Locus Riesgo relativo Frecuendia de portadoms® Metadologia
BRCAI " s
0.1% Ligamniento
Alm BRCAZ =10
TP3z Muy baja Resecuenciacian de genes candidato
PTEN Muy baja
Incierta STEN 2-10 Muy baja Ligamnienta
CDHI Muy baja
ATM 0.4%
CHEK2 2-3 0.4%
Intermedia BRIFI 0% Resecuenciacian de genes candidato
pALR2 2-4 Muy baja
10q26, 1£q12, 2435, 1.08-1.26 24.50%
Baja 824, 5p12 o Asociacién de genoma completo
I1pl5,.5q11 1.07-1.13 28-30%

1933 113 0.87%

L os valores indicades s2 describieron sobre la base de b frecuencia de los polimerfismes en las peblaciones analzadas

Tabla 3. Factores genéticos de predisposicion al CM”’.
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Por medio de la busqueda de genes candidato se han identificado mutaciones en
genes como CHEK?Z2 (gen supresor tumoral), ATM (gen de control del ciclo celular,
llamado gen mutado de ataxia telangiectasia), BRIP1 (repara el DNA, las siglas
provienen de proteina 1 que interacciona con BRCA1) y PALB2 (gen supresor
tumoral, relacionado con BRCA2), los cuales pueden elevar el riesgo relativo de

padecer la enfermedad de dos a cuatro veces’®®'

. Por otra parte, existe un
polimorfismo codificante en el gen CASP8 (gen de caspasa 8, esta implicado en
la apoptosis) que se vincula con una reduccion moderada del riesgo de padecer
CM®. Sin embargo, la frecuencia de estas variaciones en la poblacién general es
baja y, aun si se consideran todos los genes de susceptibilidad conocidos hasta la
fecha, todavia queda una proporcién de 70 a 75% de los casos de CM que no

presenta estas variantes genéticas®®.

1.5.2. MARCADORES MOLECULARES DE CM

Los marcadores moleculares de cancer también llamados biomarcadores, son
moléculas que se encuentran en sangre, otros fluidos biolégicos o en tejidos como
sefiales de un proceso anormal®®. Los factores pronésticos se correlacionan con la
sobrevivencia sin importar el tipo de terapia y se usan para seleccionar a
pacientes en riesgo. Los factores predictivos se asocian con la respuesta a una
terapia independiente del prondstico y tienen un impacto en seleccionar éstas.
Algunos marcadores moleculares pueden ser pronésticos, predictivos o ambos®.
Algunos marcadores pronésticos bien caracterizados son: Ki-67, el receptor de
estrogenos (RE), el receptor de progesterona (RP) y ERBB2.

1.5.2.1. MARCADORES DE PROLIFERACION

La tasa de proliferaciéon tumoral es un factor prondstico importante en el CM. La
Inmunohistoquimica (IHQ) detecta antigenos relacionados al ciclo celular y es
apropiada para evaluar muestras pequenas de tejido, por lo cual es la técnica
usualmente seleccionada para la deteccién de estos marcadores.
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Ki-67. Es un antigeno nuclear que se encuentra en las células en las fases
proliferativas del ciclo celular (Fases G1, S, G2 y M), pero no en células en la fase
de reposo GO. Pacientes con tumores que sobreexpresan Ki-67 en mas del 50%
de las células, estan en riesgo de desarrollar cancer recurrente. Asimismo, Ki-67
se correlaciona con otros marcadores de proliferacion como el PCNA (Antigeno
Nuclear de Proliferacion Celular)®.

1.5.2.2. MARCADORES PRONOSTICOS DE CM

Receptores de Estrogenos (RE) y Receptores de Progesterona (RP). Las
funciones del estr6geno son mediadas a través de dos receptores intracelulares
especificos, el REa y el REB, que actian como reguladores transcripcionales
dependientes de hormonas®®’. La sobreexpresién del REa esta bien establecida
como factor pronédstico en pacientes con CM. El valor pronéstico de REP no esta
bien definido aun'®.  El estado de los RE y RP se puede determinar usando
IHQ®®. Las pacientes positivas a RE reciben terapia hormonal adyuvante o
paliativa. Se ha determinado que la presencia del RE es mas importante para el

prondstico, que el tamafo del tumor en casos RE negativos®®.

La sobreexpresion del REa y RP en los carcinomas de mama se correlaciona con
las neoplasias bien diferenciadas (bajo grado) y respuesta favorable al manejo con
inhibidores de la aromatasa. El 60% de los pacientes cuyo tumor primario es RE
(+) responde a la terapia hormonal; el 77% de los RE (+) y RP (+) también lo hace;
igualmente se comportan el 27% de los RE (+) y RP (-) y 46% de los RE (-) y RP
(+). Su presencia no garantiza una respuesta favorable y 33% de los pacientes

con marcadores positivos no responden a la terapia® 2.

El tamoxifeno®, un antagonista parcial de la funcién del receptor de estrégeno,
puede mediar la regresion tumoral del CM metastasico y prevenir la recurrencia de
la enfermedad en condiciones coadyuvantes, salvando miles de vidas cada ano. El
tamoxifen se fija al receptor de estrégeno y modula su actividad transcripcional,
inhibiendo su actividad en la mama, pero favoreciendo su actividad en el hueso y
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el epitelio uterino, lo cual puede provocar tumores uterinos en un 10% de las
pacientes tratadas''°.

Receptor del factor de crecimiento epidérmico humano (ERBB2/ Her2 neu).
Es un proto-oncogen que codifica a una glicoproteina cinasa de tirosina de 185
KDa. Es una proteina que participa en el crecimiento normal de las células. La
proteina ERBB2 se encuentra sobreexpresada en 60% de los CDIS (Carcinoma
Ductal In Situ) y en 20-30% de los carcinomas de mama infiltrantes®®. Se
encuentra en algunos tipos de células cancerosas, como las de mama y ovarios.
Los tumores de mama se pueden someter a la prueba de IHQ para verificar la
presencia del ERBB2 y ayudar a decidir el mejor tipo de tratamiento. La expresién
de ERBB2 se puede determinar por IHQ utilizando anticuerpos contra ERBB2
como HercepTest® (DAKO Corporation) o cerbB2/CB11. La interpretacion se hace
mediante una escala subjetiva que va de 0 a 3 (marcacidén de membrana) con
equivalencia con la sobreexpresién génica. Si el tumor es 0 0o 1 se considera
ERBB2 negativo. Si es 2 0 3, se considera ERBB2 positivo y los pacientes pueden
recibir terapia con trastuzumab'®'%. La sobreexpresién de ERBB2 esta asociada
a una pobre tasa de sobrevivencia libre de enfermedad®®®. También su
sobreexpresion se ha asociado a una respuesta buena a la quimioterapia basada
en doxorubicina®'%. Existe correlacién directa entre la expresiéon de ERBB2 y la
resistencia a citoxano/metotrexato y tamoxifeno. Con tecnologia recombinante se
desarroll6 un anticuerpo monoclonal humanizado contra ERBB2, conocido como
traztuzumab (huMAB HER-2, Herceptin®) que inhibe a ERBB2 y a su vez bloquea

el crecimiento de la célula neoplasica'®.
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1.5.3. CANALES IONICOS COMO MARCADORES MOLECULARES DE
CANCER

Un canal iénico es una proteina integral de membrana o la unién de varias
proteinas homologas que se reunen alrededor de un poro. La subunidad que
forma el poro se denomina subunidad a, mientras que las subunidades auxiliares
son denotadas sucesivamente con f3, vy, etc. Mientras algunos canales permiten el
paso de iones en funcién de su carga, el canal arquetipo tiene una anchura de
s6lo uno o dos atomos en su punto mas estrecho. Este actlia sobre un tipo
especifico de ion, como el Na* o el K, y los conduce a través de la membrana. En
algunos canales ibénicos, el paso a través del poro esta gobernado por una
"compuerta" que se abre o se cierra por medio de sefiales quimicas o eléctricas,

temperatura o fuerza mecanica''".

Los canales idnicos son especialmente importantes en la transmisién del impulso
eléctrico en el sistema nervioso. De hecho, la mayor parte de las toxinas que
algunos organismos han desarrollado para paralizar el sistema nervioso de
depredadores o0 presas (p.e. el veneno producido por escorpiones, aranas,
serpientes y otros) funcionan obstruyendo los canales iénicos. Los canales idnicos
participan también en una gran variedad de procesos bioldégicos que requieren
cambios rapidos en las células de tipo excitable, como: latidos del corazon,
contraccion del muasculo, transporte de iones y nutrientes a través de epitelios,
activacion de linfocitos T o la liberacidon de insulina por las células beta del
pancreas. Los canales i6nicos son un objetivo clave en la busqueda de nuevos

férmaCOSﬁz’ 113,114

Datos recientes demuestran que la expresién de ciertos oncogenes afecta

2+ 115

directamente la funcién de canales de Na*, K" y Ca y que genes que codifican

para proteinas de canales de K* tienen potencial oncogénico por si mismas "¢,
Por otro lado, algunos genes que codifican para canales iénicos se han catalogado
como genes supresores de tumor en neoplasias humanas''®""®. Incluso, el patrén

de expresion de canales ib6nicos esta frecuentemente alterado en células
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tumorales en comparacién con células normales: varios tipos de canales de K* y
Na* estan sobreexpresados en células cancerosas y se ha demostrado una
localizacién anormal de canales de K* en tumores astrociticos'?. La contribucién
de los canales i6nicos a fenotipos neoplasicos es diversa y la mayoria de los
estudios se enfocan al papel de los canales, especialmente de K*, en la regulacion
del ciclo celular'?®'?''%2_Sin embargo, hay datos crecientes en relacion a su papel

123 Estos

en los cambios en el citoesqueleto e interacciones célula a célula
fenémenos representan los pasos iniciales que conducen al incremento de la
motilidad celular, el cual es un prerrequisito para la invasion tumoral. También se
ha reportado la interaccién de canales iénicos con las integrinas'?®'?®. De hecho,
las integrinas son receptores de adhesién importantes en la metastasis tumoral'?*.
Asimismo, cada vez se hace mas claro que la invasién de células tumorales puede

ser detenida con el uso de bloqueadores de canales'?®126:127,

1.5.3.1. PAPEL FISIOLOGICO DE LOS CANALES DE K*

Los canales de K* forman el grupo méas heterogéneo de proteinas estructurales de
la membrana. Se han identificado mas de 200 genes que codifican diversos
canales de K'. Atendiendo al mecanismo de activacion podemos subdividir los
canales Kv en dos grandes grupos, ya sean activados por cambios de voltaje o por
agonistas. Sin embargo, la clasificacibn mas comun es aquella que ordena los
canales de K" atendiendo a la topologia de las subunidades a, es decir, al nUmero
de poros y de segmentos transmembranales del canal (denominados S en los
canales Kv y M en los canales activados por ligandos endogenos). En las células
excitables, la despolarizacion celular activa los canales de K* dependientes de
voltaje (Kv) y facilita la salida de K* de la célula, lo que conduce a la repolarizacién
del potencial de membrana. Los canales juegan un papel importante en el
mantenimiento del potencial de reposo celular, frecuencia de activacion de las
células automaticas, liberacion de neurotransmisores, secrecién de insulina,
excitabilidad celular, transporte de electrolitos por las células epiteliales,

contraccion del musculo liso y la regulacién del volumen celular.
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Los canales que se activan por cambios de voltaje (Kv) y los activados al aumentar
la concentracion intracelular de Ca®* (KCNM y KCNN) entre otros, pertenecen a la
familia de canales K" con seis segmentos transmembranales y poro (6TM-1P).

Los canales forman una estructura tetramérica, constituida por cuatro subunidades
o, que se unen entre si en la porcion citoplasmatica del sarcolema formando homo
o heterotetrameros''3128:12%-

Cuando el canal es un homotetramero, las cuatro subunidades o estan
codificadas por el mismo gen, mientras que los heterotetrameros estan
constituidos por productos de distintos genes, pero siempre de la misma

subfamilia’?® 2.
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2. ANTECEDENTES

2.1. CANAL IONICO HERG (KCNH2)

El canal HERG1 (Human Ether a go-go Related, KCNH2) es un canal de K*
dependiente de voltaje, monotetramero. Esto significa que es capaz de sensar los
cambios en el potencial de la membrana plasmatica modificando su estructura
conformacional y permitiendo (estado abierto) o impidiendo (estado cerrado o
inactivado) el flujo iénico a través de ellos'*.

El gen que codifica para cDNA este canal se localiza en el cromosoma 7qg36.1 y
tiene 15 exones y 3900 pb su RNAm (Fig. 14 y 15). El polipéptido consta de 1159
residuos aminoacidicos, tiene seis segmentos transmembranales y un poro entre

el segmento cinco y seis.
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Fig. 13. Esquema que muestra el cromosoma 7 donde se encuentra localizado HERG1 en el
brazo largo en la region 36.1.
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Fig. 14. Representacion esquematica de cDNAs de HERG1y HERG1B. El numero dentro del
cuadro indica el numero de exén.
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2.2. CANCER Y EL CANAL HERG1

El gen HERG1 (KCNHZ2) se ha encontrado sobreexpresado en varios tipos de
lineas celulares tumorales como: neuroblastoma humano (SH-SY5Y),
rabdomiosarcoma humano (RD12), carcinoma de colon humano (H630),
carcinoma de mama humano (SkBr3) y leucemia monoblastica humana
(FLG29.1)"*'. También se ha encontrado sobreexpresado en varios tipos de
tumores sélidos de humano como adenocarcinoma endometrial primario'®® y
cancer colorectal'®’, mientras el RNAm como la proteina se encuentran ausentes
en hiperplasia y tejido normal. Es muy interesante que la mas alta incidencia de la
expresion del gen HERG1 se ha observado en cancer metastdsico como cancer
gastrico primario, gliomas (astrocitomas, oligodendrogliomas y ependimomas) y

sarcomas'®. Recientemente se ha reportado'*

que la cisaprida (un potente
bloqueador de canales relacionados a ether a go-go), puede inhibir el crecimiento

de células de cancer géstrico alterando el ciclo celular e induciendo apoptosis’*.

Los mecanismos de HERG en el control de la proliferacién celular fueron
estudiados en células de leucemia: al inhibir el canal HERG con un bloqueador
especifico se observd un retraso en la progresion del ciclo celular que puede
atribuirse a la accién del bloqueador en las células que estan en la fase G1 del
ciclo celular’?'33 Muchas células tumorales, especialmente células de leucemia,
expresan una isoforma truncada en el extremo N terminal, denominada HERG1B
junto con la proteina HERG1'®'*2, |0 cual sugiere que la isoforma HERG1B puede
estar implicada en la regulacion de la proliferacion celular. Este efecto
antiproliferativo que se observa al inhibir HERG solamente se ha reportado en
lineas celulares de humanos que expresan HERG1B junto con HERG1 en

leucemia'? y neuroblastoma'®'.

Esta proteina HERG1B es expresada sobre la membrana plasmatica de células
tumorales y forma heterotetrdmeros con la proteina de HERG1. La expresidén de

las dos isoformas sobre la membrana plasmatica esta presente durante el ciclo
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celular de las células tumorales. De forma interesante, las propiedades biofisicas
de HERG1B facilitan la despolarizacion celular en comparacién con HERG1°,

En la mayoria de las leucemias del tipo mieloide aguda primaria humana (LMA)
se encontré expresion del transcrito HERG1B, destacando la participacion de esta
variante de “splicing” en los tumores hematopoyéticos. También, las proteinas
HERG1 y HERG1B pueden ser detectadas dentro de células inmaduras de LMA,
con un patrén peculiar de expresion limitado a las células de blastocitos'®. Este

'3 que demuestra que las

dato fue confirmado por el grupo de Dr. Schlichter
isoformas genes HERG1 y HERG1B también son sobreexpresadas dentro de
blastocitos periféricos de pacientes pediatricos con leucemia linfoblastica aguda

(LLA).

Los canales HERG contribuyen a mantener mas despolarizado el potencial de
membrana (una caracteristica de las células tumorales) y permite la progresion del
ciclo celular. La sobreexpresion de HERG1 en tumores puede desarrollarse por la
interaccion de varias proteinas involucradas en el control de la proliferacién. En un
reporte reciente, se demuestra que el oncogen v-src (un gen constitutivo activo
qgue codifica para la proteina tirosina cinasa scr) puede fosforilar el canal HERG y
asi inducir un incremento en la corriente'®. De hecho, la funcién aberrante de las
proteinas dentro del camino de la senalizacién de ras-src es una caracteristica
comun para la transformacion de las células, la modulacién mediante src puede
ser un mecanismo que regula la funcion de HERG dentro de las células con
cancer. Otro estudio muestra que el canal HERG sobreexpresado en lineas
celulares tumorales y tumores primarios fue preferentemente formado por un
heterotetramero del gen HERG y la variante de splicing alternativo HERG1B. Las
propiedades biofisicas resultantes del canal heterotetramérico resultaron ser muy
diferentes de las del homotetrdmero de HERG1 dentro de células normales.
Ademas, la expresion de las dos isoformas de HERG1 fue marcadamente
dependiente del ciclo celular'®'. También, se encontré interaccién de HERG1 con
un adaptador de proteinas 14-3-3, una familia conservada de proteinas

involucradas con la regulacién del control del ciclo celular, adhesién y apoptosis'®’.
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HERG1 ha mostrado interaccion fisica con la proteina integrina Betal (molécula
importante en metastasis tumoral) y modula la adhesion de integrina dependiente

de la sefalizacion'®.

Se ha observado que el promedio de sobrevida se acorta significativamente en

149

pacientes con leucemia aguda'®®, carcinoma epidermoide de eséfago’?,

* cuando la sobreexpresion de HERG1 es positiva, en

carcinoma gastrico'
comparacién al grupo de pacientes donde HERG1 fue negativo, por lo anterior fue

identificado como un marcador pronostico desfavorable.

Todo esto revela el papel que juegan los canales ether a go-go en la proliferacién
celular y su posible utilizacion como genes y proteinas marcadores de cancer. El

papel de este canal en el desarrollo de CM no ha sido evaluado hasta el momento.
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3. JUSTIFICACION

El CM es un gran problema de salud publica ya que es la primera causa de muerte
por cancer en nuestro pais, en especial en el grupo de mujeres en etapa

reproductiva.

Existen pocos marcadores moleculares de CM aplicados en la préactica clinica, por
lo cual hay una imperiosa necesidad para encontrar moléculas que pudieran
proponerse como biomarcadores de cancer mas especificos para este tipo de
cancer para ayudar a detectarlo en etapas pre-invasivas o tempranas. Aln mas,
existe la necesidad de encontrar marcadores pronosticos que ayuden a
seleccionar las estrategias quimiopreventivas que puedan emplearse en el
tratamiento temprano y mas adecuado a cada paciente con CM.

El canal i6nico HERG1 juega un papel importante en diferentes tipos de
neoplasias, en las cuales se ha encontrado sobreexpresado y relacionado con el
proceso de invasividad. Desde el punto de vista de la biologia del cancer humano
es importante conocer como participa este canal en el CM dado que hasta el
momento, no se ha realizado el estudio del canal ibnico HERG1 en biopsias de
CM humano. Por lo anterior, en este trabajo se propone el analisis en la expresién
del transcrito y la proteina del canal ibnico HERG1 (K,11.1, KCNH2) en muestras

de CM de pacientes.
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4. HIPOTESIS

El transcrito y la proteina HERG1 presentan una
sobreexpresion en tejidos de CM en comparacion

con tejido de mama normal.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Demostrar que existe una expresion diferencial del
transcrito y la proteina HERG1 en tejido de CM
comparado con la expresion de esta proteina en

tejido de mama normal.
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5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar los niveles de expresion del transcrito HERG1 en tejido de CM y

en tejido de mama normal.

Identificar la proteina HERG1 en tejido de CM y en tejido de mama normal.

Comparar los perfiles de expresion del transcrito HERG1B en tejidos de CM

y tejidos de mama normal.

Establecer el valor de HERG1 como marcador molecular de CM.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 CRITERIOS DE SELECCION DE LAS MUESTRAS DE
PACIENTES

6.1.1. CRITERIOS DE INCLUSION

Muestras incluidas en parafina con diagnéstico histopatol6gico de CM.

Muestras de mama transoperatorias con diagndstico histopatolégico de CM.

6.1.2. CRITERIOS DE EXCLUSION

Muestras incluidas en parafina no diagnosticadas o con datos insuficientes.

Muestras incluidas transoperatorias no diagnosticadas o con datos

insuficientes.

Muestras de CM de hombre.

6.1.3. MUESTRAS DE CONTROL

Muestras de tejido normal de mama de glandula postmortem.

6.2. MATERIAL BIOLOGICO

Las muestras de CM incluidas en parafina y en fresco fueron diagnosticados por
un experto en patologia. Se comenzé a trabajar con los bloques de parafina para
realizarles RT-PCR convencional pero la cantidad de RNA obtenido no fue éptimo
para este método. Sin embargo, algunas de estas muestras pudieron analizarse
por medio de RT-PCR cuantitativa en tiempo real. Las muestras quirdrgicas que
fueron tomadas durante el transoperatorio, se congelaron y transportaron en
nitrégeno liquido y fueron almacenadas en un ultracongelador a -80°C.
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6.2.1. SELECCION DE PACIENTES Y MUESTRAS CLINICAS

Las muestras de CM en fresco fueron obtenidas de pacientes que acudieron al
servicio de Oncologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS y fueron
proporcionadas por el Dr. Diego Arenas Aranda del Laboratorio de Genética. Las
muestras incluidas en parafina provinieron del Hospital Regional 10. de Octubre
del ISSSTE, del archivo del Departamento de Patologia y fueron proporcionadas
por el Dr. Fernando Garcia Dolores. Las muestras de tejido de mama normal
postmortem fueron obtenidas del SEMEFO proveidas por el Dr. Fernando Garcia
Dolores.

6.3. EXTRACCION DE RNA TOTAL

Todo el material usados tuvieron un pre-tratamiento con RNAsa AWAY (Ambion®)
y se utilizd agua tratada con DEPC para eliminar la actividad de RNAsas.
También, en todos los procedimientos, se utilizaron guantes de latex nuevos para
evitar degradacion y/o contaminacién de las muestras. Para la extraccion de RNA
total se utilizé6 un kit de extraccion de RNA para muestras incluidas en parafina
(RecoverAll, Ambion®). Para las muestras de CM en fresco y de tejido normal de

mama se utilizdé el mismo kit a partir de la digestion con proteasa (Anexo 1).

6.4. RETROTRANSCRIPCION (OBTENCION DE cDNA)

Tras la obtencién del RNA total de las muestras de CM en fresco, incluidas en
parafina y las muestras control, se obtuvo cDNA a través de retrotranscripcion por
medio de un kit comercial (Superscript Il, Invitrogen®) (Anexo 2).
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6.5. VALORACION DE LA CALIDAD DEL RNA

Por ser muy pequena la cantidad de RNA aislada de las muestras de CM, para
evaluar la calidad e integridad de las muestras, verificar que durante la toma de
muestra y transporte no ocurrié degradaciéon y que el proceso de extraccion se
efectud de manera correcta, se realizé6 una RTPCR convencional de dos pasos, en

la cual se amplificd el gen de B—actina humana, el cual es un gen constitutivo.

6.6. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL (RTPCRTR)

La principal meta de la PCR en tiempo real es amplificar y cuantificar secuencias
especificas de acidos nucléicos en una muestra, incluso cuando éstos se

presentan en pequefas cantidades '**.

La PCR en tiempo real se caracteriza por evaluar el producto amplificado después
de cada ciclo, mientras que con la PCR convencional la deteccién del producto
amplificado se realiza al final de la reaccion'®. El sistema de la PCR cuantitativa
en tiempo real esta basado en la deteccidén y cuantificacion de un fluoréforo que
tiene la funcibn de reportero. La sefnal de fluorescencia se incrementa
proporcionalmente a la cantidad del producto de la PCR y el sistema es capaz de
detectar el incremento de la fluorescencia en cada uno de los ciclos, lo cual hace
posible vigilar la reaccion durante todo el proceso de amplificacién, donde al final
la sefal detectada esta relacionada con la cantidad de templado inicial. El Ct es un
limite determinado al identificar el ciclo en el cual la intensidad de la emisién del
reportero marcado se levanta sobre el ruido de fondo. En PCR en tiempo real es
importante el Ct (Threshold cycle). Este Ct es obtenido por el programa del equipo
de tiempo real usado (fqdpcr version 4.0 Bioer Technology), pero puede ser
modificado por el operario. El Ct aparece en la fase exponencial de la reaccién de
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PCR y es inversamente proporcional al nimero de copias blanco. Por lo tanto,
mientras mas grande es el numero de copias iniciales de los 4cidos nucleicos a
amplificar, mas pronto se observa un aumento significativo en la fluorescencia y

son mas bajos los valores de Ct.

Existen varios sistemas de PCR en tiempo real que permiten evaluar la
fluorescencia cuando se amplifica el DNA '® entre los cuales los mas comunes
son: uso de agentes intercalantes en la doble cadena de DNA, pruebas basadas

en la hibridacién y pruebas de hidrélisis.

En este estudio se utilizaron agentes intercalantes, los cuales son fluorocromos
gue aumentan notablemente la emision de fluorescencia cuando se unen a el DNA
de doble hélice. El mas empleado en PCR en tiempo real es el SYBR Green, el
cual aumenta en mas de 1000 veces su fluorescencia cuando se une al surco
menor del DNA™®. El incremento de DNA en cada ciclo se refleja en un aumento
proporcional de la fluorescencia emitida. EI SYBR Green presenta un pico de
absorcién en una longitud de onda de 480nm y un pico de emisién en 520 nm'*
(Fig. 15).
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Fig.15. Representacion de la interaccion de SYBR Green con el DNA de doble cadena.
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6.7. RT-PCR EN TIEMPO REAL DEL GEN DE INTERES Y EL GEN
CONSTITUTIVO

Para esto se estandarizaron las condiciones para amplificar el gen de - actina
humana y HERG1B que fue nuestro gen de interés, para lo cual se utilizaron los
siguientes oligonucledétidos.

B— actina humana F 5'- CAACTCCATCATGAAGTGTGAC-3'
B— actina humana R 5'- GCCATGCCAATCTCATCTTG-3'
HERG1B F 5 -CGATTCCAGCCGGGAAGGC- 3

HERG1B R 5-TGATGTCCACGATGAGGTCC- 3' ™

Para mayores detalles, ver anexo 3.

6.8. INMUNOHISTOQUIMICA

Para realizar la deteccion de la proteina HERG1, se utilizé un anticuerpo policlonal
comercial (Anti-HERG APC-109; Alomone, Israel), el cual reconoce el epitope:
AFLLKETEEGPPATEC, que corresponde a los residuos 430-445, ex6n 6 (No. de
acceso: Q12809) .
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6.9. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

A continuacidén se muestra la estrategia experimental que seguimos para realizar

este trabajo (Fig. 16).

MUESTRAS DE MAMA MUESTRAS DE CANCER MUESTRAS CANCER DE MAMA
NORMAL DE MAMA EN FRESCO INCLUIDAS EN PARAFINA

~ -

[EXTRACCION DE RNA TOTAL]

}

[COPIA A cDNA]
/ \ |
RTPCR EN TIEMPO REAL RTPCR EN TIEMPO REAL INMUNIHISTOQUIMICA
CON HERG1B PARA B-ACTINA HUMANA CON ANTI-HERGH

Fig. 16. Disefio experimental.
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7. RESULTADOS

7.1,

7.2,

MUESTRAS CLINICAS

Las muestras de CM y de tejidos de mama normal se obtuvieron con la
colaboracion del Dr. Diego Arenas Aranda del Laboratorio de Genética del
Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS y el Dr. Fernando Garcia
Dolores del Departamento de Patologia del Hospital Regional 10. de
Octubre del ISSSTE. Se obtuvieron en total 39 muestras con diagnéstico
histopatolégico de CM.

NORTHERN ELECTRONICO DE HERG1

Se realizd la busqueda de la expresion en diferentes tejidos sanos de
HERG1 en la base de datos del NCBI'**, en donde se puede observar que
hay tejidos donde el gen HERG1 se expresa abundantemente como
astrocitos y glandula pituitaria (hip6fisis). En otros tejidos y érganos como:
ojo, corazén, tejido nervioso periférico y pancreas tienen un nivel de
expresién intermedio, mientras que en glandula mamaria sana no hay

transcritos de este gen reportados (Fig. 17).

SECUENCIAS CORTAS EXPRESADAS (EST)
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Fig. 1

7. Northern electronico de EST de HERG1 en tejidos y 6rganos sanos, la cantidad

expresada es en TPM (transcritos por millon).
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e Asimismo, se reviso el perfil de expresién de HERG1 en tejidos neoplasicos
diferentes en la misma base de datos del NCBI'**. En este caso, se puede
observar que hay tejidos tumorales con alta expresion de HERG1 como:
tumor neuroectodermico primitivo, tumor pancreatico, tumor gastrointestinal
y de glioma. Con respecto a CM, no existen reportes de la expresion de
este gen en la base de datos analizada (Fig. 18).

SECUENCIAS CORTAS EXPRESADAS (EST)
DE HERG1
Transcritos por millén

Cancer de glandula mamaria
Retinoblastoma

Tumor neuroectodermico primitivo 268
Tumor pancreatico
Tumor de ovario
Tumor pulmén
Leucemia

Tumor de rifion
Glioma

Tumor gastrointestinal

Fig. 18. Northern electronico de EST en diferentes tipos de cancer.

7.3. RT-PCR EN TIEMPO REAL DEL GEN CONSTITUTIVO COMO
CONTROL INTERNO

e Una vez obtenido el cDNA de las 39 muestras de CM y las de tejido
mamario normal, procedimos a estandarizar la amplificacion del gen de
B— actina humana mediante PCR en tiempo real (PCRTR) por SYBR Green.
Este gen es constitutivo en todos los tejidos y se utiliza como control interno
para normalizar los niveles de expresion del gen de interés y corroborar que
el cDNA no presentara degradacién. Este procedimiento sirvid para
garantizar que el proceso de extraccibn se hubiera efectuado

adecuadamente, como se menciond en la metodologia.
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7.4. RT-PCR EN TIEMPO REAL DEL GEN HERG1

e Después de haber estandarizado la amplificacion del gen constitutivo, se
procedi6 a establecer las condiciones para la extensién, por PCRTR, del
gen HERG1 y de su isoforma HERG1B. En las muestras de CM so6lo fue
posible observar la amplificacion de la isoforma HERG1B, mientras que no
hubo amplificacion de la isoforma completa de HERG1. Se muestra el
programa de estandarizacion para realizar la RTPCR en tiempo real (Fig.
19).
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Fig. 19. Deteccion de S-actina humanay HERG1B en las muestras de CM mediante PCR en
tiempo real.
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e De las 39 muestras de CM estudiadas, todas amplificaron el gen
constitutivo P-actina humana. 32 muestras (82%) fueron positivas para la

amplificacion de HERG1By 7 muestras (18%) fueron negativas (Fig. 20).

SOBREEXPRESION DE HERG1B EN
MUESTRAS DE CM

Fig. 20. Proporcion de expresion de la isoforma HERG1B en CM. 82% de las muestras de CM
fueron positivas, mientras que el 18% fueron negativas.
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e El software fdq (BIOER) obtiene valores de fluorescencia relativa que se
pueden comparar entre si al transformar los datos de la fluorescencia
emitida por los productos amplificados con los oligonucleétidos para
HERG1B y B- actina humana de las muestras de CM y del tejido normal, los
cuales son adquiridos por el sistema Optico del termociclador de tiempo
real. A partir de estos datos se puede observar que las 32 muestras de CM
con sobreexpresion de HERG1B, presentan dos tendencias principales: una
de expresién baja a moderada (Fig. 21A) y otra de expresién alta a muy alta
(Fig. 21B). Las barras muestran los niveles de expresién relativa de las
muestras tumorales contra los tejidos normales (T/N).

CMEXPRESION DE HERG1B [ 5

CM EXPRESION DE HERG1B| B
DE 5 MUESTRAS

Fig 21. Grafica con los niveles de sobreexpresion en PCR en tiempo real de HERG1B como
T/N. A, Muestras con expresion baja a moderada. B, Muestras con niveles de expresion alta
a muy alta.
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® De las 32 muestras con sobreexpresion de HERG1B por PCRTR, 29 (91%)
muestras tuvieron el diagndstico histopatolégico de CM Ductal, mientras
que 3 (9%) correspondieron a CM lobulillar infiltrante (Fig. 22).

POSITIVAS A HERG1B

CM LOBULILLAR
NFILTRANTE
9%

CM DUCTAL
91%

Fig. 22. Distribucion de las muestras con sobreexpresion de HERG1B por PCR en tiempo
real de acuerdo al diagndstico histopatolégico.

® De las 29 muestras con sobreexpresion de HERG1B por PCRTR, con
diagndstico histopatoldgico de CM Ductal, 2 (7%) son de tipo In Situy 27
(93%) son de tipo infiltrante (Fig. 23).

CM DUCTAL
INSITUT%

| O —

Fig. 23. Tipo de CM ductal con sobreexpresion de HERG1B.
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® | as muestras positivas a HERG1B, de acuerdo al grado histolégico de CM

fueron: Grado I: 13 muestras (41%), Grado II: 16 muestras (50%) y Grado

[ll: 3 muestras (9%) (Fig. 24A).

cM

LoBuLILLAR C
INFILTRANTE __

13% \
|

|

Fig. 24. Distribucion de las muestras de CM con sobreexpresion de HERG1B por PCR en
tiempo real. A, Grado histologicos der todas las muestras con sobreexpresion de HERG1B.

B, Tipo de CM de las muestras con sobreexpresion con Grado I. C, Tipo de CM de las
muestras con sobreexpresion con Grado II.
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® De las 13 muestras con grado histologico |, 2 (15%) tuvieron el diagnéstico
histopatolégico de CM ductal In Situ, 10 (77%) muestras tuvieron CM ductal
infiltrante, y hubo 1 (8%) con CM lobulillar infiltrante (Fig. 24B).

® De las 16 muestras de CM con Grado Il, 14 (87%) tuvieron diagnéstico
histopatolégico de cancer ductal infiltrante y 2 (13%) presentaron
diagndstico histopatoldgico de cancer lobulillar infiltrante (Fig. 24C).

® De las 3 muestras con Grado Ill, el 100% tuvieron el diagnéstico
histopatolégico de CM ductal infiltrante.
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7.5. INMUNOHISTOQUIMICA DEL CANAL HERG1

e La inmunohistoquimica se realiz6 en todas las muestras, se tomaron las

imagenes mas representativas.

e El extendido citolégico muestra positividad con el anticuerpo policlonal
comercial (Alomone, Isarael) Anti-HERG1 en células ductales de un
carcinoma de glandula mamaria (color café) Fig. 25.

R ]

Fig. 25. Inmunohistoquimica para la proteina HERG1. Impronta de CM todo el conglomerado
de células tumorales muestra la sobreexpresion de la proteina HERG1 (color café).
Aumento de 40X.
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e La imagen siguiente tiene metéstasis de carcinoma de mama ductal de
glandula mamaria en un ganglio linfatico incluida en parafina. Se observan
células con senal positiva para la proteina HERG1 (color café) algunas de
ellas en hileras y otras formando ductos. Cabe sefalar que las células con
morfologia normal (los linfocitos de la imagen y las células de los conductos
normales de la glandula mamaria) fueron negativos para la reaccion de
inmunohistoquimica (color morado por la contratincién con Hematoxilina-
eosina), por lo anterior la misma laminilla funciona como control negativo

con las células normales presentes (Fig. 26 A y B) (Anexo 4).

Fig. 26. Inmunohistoquimica para la proteina HERG1. Llas flechas senalan las sefales con
sobreexpresion de la proteina HERG1 (color café), las celulas normales negativas a HERG1B
estan en color morado. A, Aumento de 40X. B, Aumento de 100X.
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e Morfolégicamente, las células epiteliales son dificiles de identificar cuando
se encuentran de manera aislada, por esta razén, la tincibn con
inmunohistoquimica obtenida para HERG1 podria ser considerada como

un marcador molecular para detectar micrometastasis en ganglios linfaticos.
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8. DISCUSION

Como ya se ha expuesto anteriormente, el CM es una enfermedad maligna cuya
progresién natural lleva a la muerte. En México cada vez van aumentando los
casos de CM convirtiéndose en un problema de salud prioritario ya que es la

primera causa de muerte por cancer en mujeres.

Diversos canales de potasio han sido reportados como marcadores moleculares
de cancer, ya que presentan una expresién diferencial en tejidos neoplasicos en
comparacién con tejidos normales. Entre los canales con sobreexpresion en

.32 asi como el KCNK9, que se

cancer de mama podemos mencionar al Kv1
encontré sobreexpresado en cancer de mama entre 5 a 100 veces mas en 28 de
64 muestras'*®. Otro canal es el EAG (KCNH1), el cual se ha encontrado
sobreexpresado en lineas de cancer de mama como MCF-7, EFM-19 y BT-474, y
se ha observado que confiere propiedades oncogénicas como proliferacién
incrementada, pérdida de la inhibicién al contacto e independencia al substrato.
Asimismo, es un potencial marcador temprano para diagndstico'**'*°. El canal
HERG1 (KCNH2) se ha encontrado sobreexpresado en la linea celular de
carcinoma de mama humano SkBr3™' y MCF-7'*® (chen sz 2005) aunque no se

ha reportado en cancer de mama sélido.

En nuestro estudio, empezamos a trabajar con muestras de CM incluidas en
parafina, a las cuales se les realizé RT-PCR convencional. Sin embargo, con esta
estrategia no se pudo observar amplificacion en la mayoria de la muestras, adn
con multiples modificaciones a las condiciones de amplificacién. Posteriormente,
fue posible utilizar PCR cuantitativa en tiempo real, técnica de amplificacién mas
sensible que la convencional, ademas, fue posible obtener muestras en fresco de
CM. Con la RTPCR cuantitativa fue posible obtener sefiales de amplificacién
positivas con las muestras de CM incluidas en parafina, asi como con las
muestras de CM en fresco. Se pudo observar fue que la expresion del gen en
muestras de CM estaba sobreexpresada en comparacion con el tejido de mama
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normal, que se obtuvo de varias muestras diferentes postmortem, ya que las
muestras de mama adyacentes al tumor mostraban una expresién menor a las de
CM, pero no significativamente diferente, esto concuerda con lo observado por
Hemmerlein 2006'*, quien hizo un estudio de la expresién del gen del canal iénico
EAG (KCNH1) en diferentes neoplasias obtenidas de pacientes como: mama,
préstata, higado, colon, pulmén, cervicouterino, gastrico pancreatico y renal, este
canal ha sido reportado con anterioridad como un marcador molecular de cancer
temprano en particular en el CaCU'*®. Es también un canal de K* dependiente de
voltaje, en el articulo de Hemmerlein encuentran el mismo fenémeno detectado en
esta tesis, que tejido adyacente a CM, supuestamente normal, se detecta
expresiéon del canal mayor al tejido normal obtenido de una mujer sin CM.

Asi, por RTPCR cuantitativa encontramos la sobreexpresion del gen HERG
(KCNH2) en su isoforma 1B, en 82% (32) de un total de 39 muestras de pacientes
con CM (28 incluidas en parafina y 16 en fresco). La expresién del gen en su
isoforma original HERG1 no fue detectada en ninguna muestra. Este hallazgo es
interesante, ya que la isoforma HERG1B ha sido reportada sé6lo en dos tejidos
normales que son cerebro y corazon, a nivel tumoral en la linea celular de
neuroblastoma SH-SY5Y vy la linea celular de leucemia monoblastica humana FLG
29.1, asi como en muestras de leucemia mieloide aguda expresandose junto con
HERG1"'*° En este ultimo caso, Crociani en 2003 reporta que HERGT y
HERG1b se expresan de manera dependiente del ciclo celular y Pillozi en 2007
describe su asociacibn con migracién celular e invasion en ratones
inmunodeficientes y con el fendbmeno de recaida y periodos mas cortos de
sobrevida en pacientes. En las muestras de CM, se encontr6 Unicamente el
transcrito de HERG1B, lo cual s6lo ha sido reportado en pacientes pediatricos con
leucemia linfoblastica aguda, donde se encontrd que sélo el transcrito de HERG1B
estaba sobreexpresado en 80% de los casos y que el nivel de expresion
correlacionaba con la presencia de factores pronéstico favorables en el
diagndstico, por lo cual HERG1B puede ser un marcador prondstico de sobrevida

de pacientes con LLA™. Por otro lado cabe mencionar que la proporcién de casos
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HERG1B positivos de 82% es interesante, si tomamos en cuenta que la frecuencia
de casos positivos del marcador pronéstico ERBB2, altamente usado en la clinica
es de hasta 30%. A este respecto, podemos mencionar que HERG1 se ha
mostrado como un posible marcador tanto diagnéstico como prondstico de
diversas neoplasias. En cuanto a tumores en el cerebro, Masi en 2005 encontrd
que en el glioblastoma multiforme, un tipo de tumor en el cerebro que se asocia
con invasién y mal pronéstico, HERG1 se expresaba hasta en un 75%'™'. En
2009, Dolderer encontrd la expresién del transcrito de HERG1 en todas las
muestras de cancer de colon (100%), independientemente de su etapa, por lo cual
sugiere que este gen puede ser un marcador de este tipo de cancer'*2. Asimismo,
Ding en 2008 encuentra la sobreexpresion de HERG1 en muestras de pacientes
con carcinoma epidermoide de eséfago hasta en 81.8%, ademas encuentra que
los pacientes HERG1 positivos presentaron un tiempo de sobrevida postoperatorio
significativamente mas corto que los HERG1 negativos (30 vs. 56 meses) y lo

proponen como un factor pronéstico de sobrevida'®®

. Igualmente, el mismo autor
en 2009 encontré la expresion de este gen en carcinoma gastrico en 73% de las
muestras y observd que esta expresion se asocia con etapas avanzadas de los
tumores y con la metastasis a nodulos linfaticos, proponiendo a este gen como

marcador potencial de invasién y de sobrevida en cancer gastrico'™*.

Con respecto al gran rango de expresion encontrado en las muestras de CM en
este estudio, (0.88 hasta 79300), encontramos que es un fenédmeno también
observado en la expresion de este gen en leucemia mieloide aguda, donde se
registran niveles de 0.35 hasta 562000 y se encuentra que los niveles de
expresion se asocian a la migracién celular'*®. Por otro lado, en este articulo y en
el de Masi 2005, se observa que este gen interviene en la migracién celular por la
activacion de FLT-1" y que contribuye a la malignidad al estimular la
neoangiogénesis al promover la secrecién del factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF), por lo cual lo proponen como un marcador de progresién

tumoral''.
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Asimismo, si comparamos los resultados obtenidos en nuestro estudio (82% de
muestras de CM positivas a la presencia del transcrito HERG1B, éstos son
comparables a la proporcidn de casos positivos para la expresién de otros canales
ibnicos en otras neoplasias. Por ejemplo, la expresion de TRPM8 en cancer de
préstata con PCR en tiempo real se reporté en 64% de los casos'®. El gen KCNK9
se encontré sobreexpresado de 5-100 veces mas en 44% de los casos de CM
estudiados y en 35% de los casos de cancer de pulmén'*. Por otro lado, el canal
TRPV6 se ha encontrado sobreexpresado en CM en 66% de las muestras'y en

67% de las de cancer de prostata’®.

En la inmunohistoquimica, fue posible observar una senal para el canal HERG1 en
color marréon en células que muestran ya morfologia diferente a la normal,
mientras que las células con morfologia y apariencia normales no mostraron la

senal positiva, constituyéndose como el control negativo en la misma laminilla.
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9. CONCLUSIONES

En las muestras de CM sélo fue posible observar la amplificacién de la isoforma
HERG1B, mientras que no hubo amplificacion de la isoforma completa de HERGT.

El RNAm de HERG1B se sobreexpresa en tejido de CM en comparacion con tejido

de mama normal.
Existe sobreexpresion de la proteina HERG1B en CM.
La frecuencia de expresion positiva a HERG1B en muestras de CM fue de 82%.

La frecuencia de expresién de las muestras positivas a HERG1B de CM de
acuerdo a su diagnostico histopatologico fue de 9% de CM lobulillar infiltrante y
91% CM ductal el cual a su vez se subdivide en 93% de CM ductal infiltrante y 7%
de CM ductal In situ. De acuerdo a su grado histolégico fue Gl:41% el cual se
subdivide en 77% de CM ductal infiltrante, 15% CM ductal In situ y 8% CM
lobulillar infiltrante. GIl:50% el cual se subdivide en 87% CM ductal infiltrante y
13% CM lobulillar infiltrante. Glll: 9% siendo 100% de CM ductal infiltrante.

Es indudable que la expresion de HERG1B esta afectada en el CM por lo que se
debe de estudiar a fondo para determinar de qué manera afecta el proceso de
carcinogénesis. Este trabajo es innovador ya que este gen aun no se ha reportado
en CM.

En la inmunohistoquimica se encontr6 positiva para la proteina del gen HERG1B.

HERG1B puede ser un marcador temprano, pero falta comprobarlo con mas
muestras de CM In Situ y/o grado |.

Se concluye que el gen HERG1B es un marcador tumoral diagnéstico en CM.

61



10. PERSPECTIVAS

Aun faltarian experimentos por realizar (hibridacion In Situ, inhibir la expresion de
HERG1B en varias lineas celulares de CM y observar si hay una disminucién en la
proliferacién, como se ha hecho con el canal i6nico EAG'’), sin embargo con los
experimentos realizados hasta el momento pueden sugerir que seria un gran

marcador molecular diagnéstico en CM.
Realizar en muestras negativas, amplificacion de ERBB2, RE y RP.

También es necesario evaluar este canal como marcador molecular temprano
para ayudar a diagnosticar en fases mas tempranas de CM y de prondstico,

probablemente en un futuro no muy lejano desarrollar nuevas terapias.
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ANEXO 1

PROTOCOLO PARA EXTRACCION DE RNA PARA MUESTRAS
INCLUIDAS EN PARAFINA (RecoverAll™, Ambion)

DESPARAFINIZACION

Se utilizaron muestras de tejido embebidas en parafina en cortes de 5 a 20
um las cuales se trataron con 1 ml de xilol al 100%. A continuacién se
incubaron a 50° C por 3 minutos (Labnet International Inc), se centrifugarén
por 2 minutos a 15,000 rpm a temperatura ambiente (eppendorf 5804R),
retiro el xilol y después se agregaron 1000 ul de etanol al 100%, centrifugd
por 2 minutos a velocidad maxima a temperatura ambiente, se removio el
etanol y se dej6 secar por 10 a 15 minutos a temperatura ambiente.

DIGESTION CON PROTEASA

Por cada muestra se le agregarén 400 ul de amortiguador de digestion (del
kit comercial no esta disponible su formula) y 4 ul de proteasa (del kit
comercial no esta disponible su formula) incubandose a 50° C por 3 horas.

AISLAMIENTO DE ACIDO NUCLEICO

Posteriormente se agregé 480 pl de aditivo para aislar, mas 1.1 ml de etanol
al 100%. Se pipeteardén 700 ul en un tubo nuevo con filtro, se centrifugd a
10,000 rpm por 30 segundos, se decanté el fluido se volvié a reinsertar el
filtro dentro del mismo tubo. Agregarén 700 ul de solucién para lavar al filtro,
se centrifug6 por 30 seg a 10,000 rpm, se decanté el liquido y se reinserto
el filtro mas 500 pl de solucién para lavado, se centrifugd por 30 seg a
10,000 rpm, se decantd, se reinsertd el filiro de nuevo y se volvié a
centrifugar por 30 seg a 10,000 rpm.

DIGESTION CON NUCLEASA Y PURIFICACION FINAL DEL ACIDO NUCLEICO

A cada reaccion se le agregarén 6 pl de amortiguador de DNAsa, 4 ul de
DNAsa y 50 ul de agua libre de nucleasas dentro del filtro y se incub6 por
30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se agregardén 700 pl de
solucién de lavado en el filtro, se incubd por 1 minuto a temperatura
ambiente, se centrifugd por 30 segundos, se decanté el liquido filtrado y se
reinsertd dentro del mismo tubo. Se agregarén 500 pl de solucion para
lavado en el filtro, centrifugo por 30 seg a 10,000 rpm, se decanto, se
reinsertd el filtro a un tubo nuevo y aplicaron 30 pl de agua libre de
nucleasas calentada a 95°C, se incubé a temperatura ambiente por 1 min,
se centrifugé y aplicé una segunda alicuota de 30 pl, se centrifugd de nuevo
y los eluidos se almacenaron a -20 °C.
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ANEXO 2

TECNICA PARA REALIZAR LA RETROTRANSCRIPCION

Se utilizo un Kit para retrotranscripcion de Promega.

RNA a una concentracién 1ug con 50ug de “random hexamers” y permanecié en
el termociclador a 70°C por 5 minutos, posteriormente estuvieron 5 min. en hielo.

Se usb el coctel para cada muestra:

5x Amortiguador de RT 4ul
25 mM MgCl, 4ul
Mezcla de DNTP a 10mM 1ul
Inhibidor de RNAsa (40U/uL)  0.5ul
Agua libre de nucleasa 4.5l
Retrotranscriptasa 1ul

Las temperaturas programadas fueron: 25°C por 5 minutos, 42°C por 60 minutos y
70°C por 15 minutos.

RT-PCR de invitrogen.

Para cada muestra lo siguiente a 65°C por 5 minutos.

1ug RNA 5ul
Ramdom Hexamers (50 ng/uL) 2ul
Mezcla de DNTP a 10mM 1ul
Agua libre de nucleasa 2 pl

1 minuto en hielo para después agregarle el siguiente coctel a cada muestra por
42°C por 2 minutos

Amortiguador de RT a 10x 2 ul
MgCl, a 25mM 4 ul
DTTa0.1M 2 ul
Inhibidor de RNAsa (40U/uL) 1 ul
Agua libre de nucleasa 2 pl

Posteriormente 1 ul de enzima retrotranscriptasa a cada reaccion a 42°C por 50
minutos y 70°C por 15 minutos, 1 minuto en hielo, 1 pl de la enzima RNAsa H y se
volvieron a colocar en el termociclador por 20 minutos a 37°C y finalmente se
almacenaron en el congelador a -20°C.
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ANEXO 3

TECNICA DE PCR EN TIEMPO REAL

La cantidad de Master Mix a preparar es el necesario para el numero de
reacciones que se van a trabajar, considerando un total de 25 pl por reaccion,
cambiando solamente el cDNA correspondiente de cada muestra y el par de

oligonucleétidos especificos (B—actina humana y HERG1B).

Los oligonucleétidos para PB-actina humana fueron disefiados dentro del

laboratorio de génetica molecular.

Los oligonucledtidos para HERG1B fueron disefiados a partir del articulo de
Crociani O et al 2003 ™',

Para HERG1B y para B—actina humana se preparé el coctel con 12.5ul Master Mix
a 7mM, 1ul de oligonucledétido F, 1ul de oligonucleétido R (ambos a 20pmol/ul), 1
Ul de cDNA, 8.5ul de H.O y 1ul de Syber Green.

El programa de PCR en tiempo real que se utilizé fue el siguiente:

2 minutos a 50°C,15 minutos a 95°C,30 segundos a 95°C, 45 segundos a 58°C, 45
segundos a 72°C y 4°C al infinito.
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ANEXO 4

TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA

La técnica de inmunohistoquimica se realiz6 sobre cortes de parafina de 5 micras
de espesor. Los cortes se introdujeron en una estufa de secado a una temperatura
de 50° durante 24 horas. Tras desparafinarlos e hidratarlos se efectuaron los

siguientes pasos:

a) Se realizé desenmascaramiento antigénico por calor: los cortes se
trataron en tampoén de citrato sédico 10mM, pH 6, en microondas a 750 w.
de potencia, haciendo primeramente dos pases de 5 minutos cada uno.
Se retirardn los cortes y se dejaron enfriar en el mismo tampdén a

temperatura ambiente durante 20 minutos.

b) Se realizaron 2 lavados con PBS durante 5 minutos cada uno y se rode6

la muestra con Dako Pen.
c) Se retird el exceso de PBS.

d) Se procedié a la incubacion del anticuerpo primario policlonal (Anti-
HERG1 APC-109; Alomone, Israel) con los siguientes pasos:

a. Se realiz6 la dilucién en albumina bovina (sigma) al 0.1% en PBS
de pH 7.5.

b. Se realizd la dilucion del anticuerpo en la albumina bovina

anteriormente preparada.

c. Se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente.

e) Se realizaron 2 lavados con PBS a temperatura ambiente durante 5

minutos y posteriormente se retir6 el exceso de PBS.
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f)

g)

h)

)

k)

)

Se coloco el anticuerpo biotinado, se incubd por 30 minutos a temperatura
ambiente, previamente preparado con 1000 ul de PBS mas 10 pl de NGS

(Normal Goat Serum. Dako).

Se realizaron 2 lavados con PBS a temperatura ambiente durante 5

minutos y posteriormente se retir6 el exceso de PBS.

Se inhibié la reacciéon de la peroxidasa endoégena con H>O» al 3% durante

10 minutos a temperatura ambiente.

Se realizaron 2 lavados con PBS a temperatura ambiente durante 5
minutos y posteriormente se retir6 el exceso de PBS.

Se formd el complejo streptavidina-biotina.peroxidasa previamente
preparado con DUET (Dako) mas 1000 ul de PBS mas 10 ul de reactivo A
y 10 ul de reactivo B. Se incubé por 30 minutos a temperatura ambiente.

Se realizar6n 2 lavados con PBS a temperatura ambiente durante 5
minutos y posteriormente se retir6 el exceso de PBS.

Se realizé la tincion con diaminobencidina durante 10 minutos, para lo
cual se prepard una solucion con 1 tableta de DAB (Merk) mas 10 mL de
agua destilada mas 10 pl de H20O; al 3%.

m) Después se lavo con agua destilada durante 5 minutos y posteriormente

n)

se contratifid con hematoxilina de Harris durante 30 segundos.

Se lavd con agua estiada, se deshidratd, se aclar6é y se monté.
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