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1. RESUMEN

El cancer de mama es un grave problema de salud en México, representa la segunda
causa de muerte por cancer en mujeres, por lo que la busqueda de marcadores moleculares
que permitan su deteccion temprana es de primordial importancia. Estudios recientes en
tejidos mamarios normales, tumores benignos y malignos indican que la alteracion en la
expresion de los genes HOX puede inducir o contribuir en la malignidad del cancer de
mama al regular eventos como el ciclo celular, apoptosis, la angiogénesis, y/o metastasis.
En nuestro laboratorio Webb y cols. en el 2007, demostraron la expresion de los genes
HOXAT1 transcrito corto y transcrito medio, HOXAS y HOXD3 preferentemente en tejidos
normales y fibroadenomas, con una alta correlacion entre su expresion y la ausencia de
malignidad. Interesantemente, la expresion de HOXB13, se encontrd exclusivamente en
tejidos malignos desde los estadios tempranos I y II en muestras provenientes de
adenocarcinomas ductales infiltrantes. Debido a lo anterior en esta tesis se realizd la
deteccion y la cuantificacion de la expresion relativa del gen HOXB13 mediante PCR
Tiempo Real a partir de tejidos mamarios sanos, con patologia benigna y maligna.
Primeramente, se establecieron las condiciones para la deteccion y cuantificacion de la
expresion del gen HOXB13 en los DNACc’s obtenidos de las lineas celulares SiHa y MCF-7
por PCR Punto Final y PCR Tiempo Real, posteriormente con las mismas técnicas se
detectd y cuantifico la expresion de HOXB13 en 88 muestras de tejidos mamarios que
incluyeron 29 muestras de tejido normal, 56 muestras con patologia maligna y solo 3 con
patologia benigna. La expresion de HOXBI13 se detectd por PCR Punto Final desde el
estadio I al III, en la mayoria de las muestras de tejido maligno analizadas (29 de 56), con
una fuerte correlacion con la presencia de malignidad. No se detecto la sobre-expresion de
HOXBI13 en ningln tejido con patologia benigna y se detecté solamente en 5 de 29 tejidos
normales. La cuantificacion relativa por PCR Tiempo Real mostr6 la sobre-expresion de
HOXBI13 en 33 de los 56 tejidos mamarios con una expresion relativa que va desde 2.3 a
132,364. 63 veces. Asi mismo, la cuantificacion relativa por PCR Tiempo Real en las
muestras con patologia maligna en comparacion con la linea celular MCF-7 mostrd la
sobre-expresion de HOXB13 en las mismas muestras con valores que van desde 1.08 a
33,406.42 veces. La alta sobre-expresion de los transcritos de HOXB13 en las muestras de
tejido mamario analizadas proponen a este gen como un nuevo biomarcador molecular
temprano en el diagnostico, prognosis, estadificacién, monitoreo, localizacion y/o
seguimiento del cancer de mama.

[ e

@ 0
Pelia Carolina Reyna filvarado \



CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DEL GEN HOXB13 EN CANCER ’ ‘m’ 4\‘{3
— -

MAMARIO USANDO PCR TIEMPO REAL

2. INTRODUCCION

El céncer de mama representa un problema importante de salud publica a nivel
mundial, es la neoplasia mas frecuente diagnosticada en la mujer. A pesar del gran cumulo
de informacion cientifica relacionada con su origen, nuevos métodos diagndsticos y
tratamientos, la tasa de mortalidad se predice que aumentard a 1.5 millones en 2010 en el
mundo (Boyle et al., 2008; Beaulieu et al., 2009). A nivel mundial, el cancer mamario es el
mas comun entre las mujeres, registrandose 411,000 muertes al afio a causa de esta
enfermedad (Beaulieu et al., 2009).

En México, doce mujeres mueren diariamente de este cancer, lo cual representa,
aproximadamente, una tercera parte de las pacientes diagnosticadas con esta patologia
maligna (Knaul ez al., 2009). La tendencia observada en la mortalidad del cancer mamario
en este pais muestra un incremento constante por lo que las muertes podrian evitarse si a
estas pacientes se les tratara con un diagnéstico temprano. De acuerdo al Instituto Nacional
de Cancerologia en la década de 1990 a 1999, el cancer de mama constituia el segundo
lugar en frecuencia después del cancer cervicouterino, mientras que en el periodo de 2000 a
2004 esta relacion se invirtid. Actualmente, la tendencia observada en la mortalidad de esta
enfermedad muestra un incremento constante. En nuestro pais es mas frecuente entre los 30
a 54 afos, 10 afos antes que el promedio en Europa y E. E. U. U. (Brandan & Villasefor,
2006; Gancz & Candelaria, 2006; Knaul et al., 2009). La importancia de un diagnéstico
temprano para el cdncer de mama se destaca debido a que el 83. 3% de las muertes se
consideran evitables (Franco & Marina, 2006).

Debido a la alta incidencia del carcinoma de mama y a las limitaciones de los
parametros clasicos de prondstico, ha sido importante establecer factores prondsticos
adicionales que permitan determinar el riesgo de recurrencia y el tipo de terapia, entre otros
pardmetros. La busqueda de nuevos marcadores moleculares ha aumentado
considerablemente debido a que permiten un diagnostico temprano, asi como ciertas
ventajas como reconocer la expresion alterada de una proteina, la cual es posible rastrear
dentro de una célula, para correlacionar el nivel de alteracion con la presencia o
agresividad del tumor. Dentro de los marcadores moleculares mayormente estudiados en la
biologia del cancer de mama y que son potenciales en la toma de decisiones en pacientes
con estadios iniciales de la enfermedad se encuentran: marcadores de proliferacion (Ki67),
receptores hormonales (RE y RPg), factores de crecimiento (Her-2), receptores de
estrogeno y progesterona que permiten la seleccion de tratamiento y aplicacion clinica
(Esteva y Hortobagy, 2004; Yamashita et al., 2004).
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Otro tipo de marcadores moleculares que han sido ampliamente estudiados son la
proteina supresora de tumor, p53; o la proteina p27 que esta implicada en el control del
crecimiento celular (Chang, 2002). En los ultimos afios se han realizado numerosos
estudios sobre la expresion de genes HOX, que regulan la embriogénesis y el desarrollo del
plan corporal de diversos organismos (Garcia- Bellido, 1977; Lewis, 1978). Recientemente,
se han detectado algunos genes HOX en la regulacion del desarrollo del tejido tumoral,
especificamente en el paso previo a la activacion de la cascada de eventos moleculares
intracelulares que culmina con el desarrollo de cancer. De manera que es muy relevante
determinar el o los genes HOX que modifican la expresion antes del desarrollo del cancer
mamario como el o los marcadores moleculares que ayuden mejor al entendimiento de la
evolucién molecular de dicho cancer, asi como la prevencion de esta neoplasia.

Resultados obtenidos en nuestro laboratorio por Webb (2007) muestran la expresion
del gen HOXBI13 en muestras de cancer de mama pertenecientes a los estadios 1 y II
demostrando claramente la expresion selectiva del transcrito de HOXB13 en 27 de 35
muestras neoplasicas analizadas, con una alta incidencia con la presencia de malignidad.
Debido a lo anterior, es altamente relevante el andlisis molecular para determinar lo que
realmente sucede in vivo en los tumores mamarios, ya que la sobre-expresion de HOXB13
puede postularse como un posible marcador molecular del cancer mamario para la
deteccion de esta neoplasia en etapas tempranas e incluso en etapas previas a la formacion
del tumor.

@ L
’
! 3
Pelia Carolina Reyna ilvarado \



CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DEL GEN HOXB13 EN CANCER ’www
MAMARIO USANDO PCR TIEMPO REAL -~ J

3. HIPOTESIS

Las muestras de tejido mamario maligno analizadas son capaces de presentar una alta
expresion del gen HOXB13 con respecto al tejido mamario no maligno.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Cuantificar los niveles de expresion del RNAm del gen HOXB13 mediante PCR
Tiempo Real en muestras de tejido mamario sano, con patologia benigna y malinga.

4.2 Objetivos Especificos

1. Estandarizar las condiciones para la extraccion de los RNA’s totales y la
amplificacion del gen HOXBI13 en las lineas celulares mediante RT-PCR y PCR
Tiempo Real.

2. Detectar mediante RT-PCR la expresion de gen HOXB13 en las muestras de tejidos
mamarios con y sin patologia.

3. Cuantificar mediante PCR Tiempo Real los niveles de expresion de HOXB13 en
tejidos de mama con y sin patologia.

4. Correlacionar los valores encontrados de la expresion de HOXB13 obtenidos por
PCR Punto Final y Tiempo Real en los tejidos mamarios con y sin patologia
maligna.

5. Analizar los resultados estadisticos obtenidos para verificar si hay diferencia
significativa en los niveles de expresion del gen HOXB13 de tejidos mamarios con
y sin patologia maligna.
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5. ANTECEDENTES
5.1 La glandula mamaria adulta
5.1.1 Anatomia y fisiologia de la glaindula mamaria

Las glandulas mamarias son estructuras ramificadas tibulo-alveolares de secrecion
externa, consideradas embriolégicamente como glandulas sudoriparas modificadas en
estructura y funcion (Pardo-Martinez et al., 1998). En la mujer, las mamas se desarrollan de
las crestas bilaterales de leche que se extienden en las extremidades superiores e inferiores;
la mayoria de las crestas involucionan, quedando solo las mamas definitivas, solo en el 2-
6% de la poblacion presentan glandulas mamarias accesorias que desarrollan a partir de
crestas que no involucionaron (Rosai, 1989). La unidad morfo-funcional de la mama es una
simple glandula compuesta por dos partes principales: la Unidad Terminal Dtctulo-Lobular
(UTDL) formada por el lobulo y los conductos terminales que representan la porcion
secretoria de la glandula y el sistema ductal grande. La UTDL drena a través del conducto
subsegmentario al segmentario, el cual se continua con el conducto lactifero, antes de la
apertura en el pezon se forma una dilatacion denominada seno lactifero, que constituye un
reservorio para la leche. La funcionalidad de la glandula mamaria se alcanza después del
embarazo, donde ocurre un elevado desarrollo de los compartimientos lobulo-alveolares
que producen leche (Lester & Cotrain, 2000).

El sistema epitelial ductal-lobular de la mama estd formado por una doble capa de
epitelio que contiene células epiteliales rodeadas por células miopiteliales (Woodward et
al., 2005). La mama madura es una glandula tabulo-alveolar compleja compuesta por 15 a
25 lobulos dispuestos en forma radial, el lobulo esta dividido en lobulillos contenidos
dentro de estroma de tejido conectivo laxo, muy bien delimitado del tejido fibro-adiposo
que conforma el volumen de la mama (Pardo-Martinez et al., 1998; Kufe et al., 2003;
Lewis, 2000). La mama posee una red de vasos linfaticos que drenan hacia camulos de
ganglios linfaticos situados en la axila, sobre la clavicula, y el pecho (NCI-USNIH, 2007).
Por su parte, la irrigacion de la mama estd dada por arterias internas y externa y recibe
vasos de algunas anastomosis de la arteria intercostal de la rama pectoral de la arteria
acromiotoraxica. Como sistema de contencion actia el musculo pectoral que se encuentra
entre las costillas y la mama. La piel protege toda la estructura mamaria (Pardo-Martinez et
al., 1998; Kufe et al., 2003; Lewis, 2000).
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En la infancia, las ramificaciones de la glandula terminan en los conductos
terminales, en la pubertad se desarrollan los acinos, los cuales se mantienen en reposo hasta
el embarazo, donde ocurre una proliferacion de los acinos y del estroma intralobulillar,
seguida de la fase de secrecion en donde aparecen limenes. Al llegar la menopausia, las
estructuras involucionan y aumenta el tejido conectivo circundante (Etchart, 1996).

5.1.2 Control hormonal del desarrollo de la mama

El control hormonal del desarrollo completo de la mama depende de una variedad de
hormonas de diferente procedencia. Tanto el ovario y el cuerpo lateo, como las glandulas
suprarrenales, la hipofisis, y la placenta, contribuyen con la producciéon hormonal necesaria
para la lactancia como se puede observar en la Figura 1. Cuatro hormonas juegan un papel
fundamental en el desarrollo de la mama, en el embarazo, asi como en la lactancia:
Estrogenos, progesterona, prolactina y oxitocina.

Los estrogenos, en general, se encargan de la proliferacion de los conductos, mientras
que la progesterona estimula el desarrollo de los 16bulos mamarios, y son secretados por el
ovario y por el cuerpo luteo, ademas de la placenta. En murinos, se requiere de la prolactina
para el desarrollo de las mamas durante la pubertad, mas se desconoce si este es el caso en
humanos. Ademads se requiere de glucocorticoides, insulina y hormona del crecimiento para
el desarrollo de las glandulas, aunque no actuan como iniciadores de éste.

Durante el embarazo, la cantidad de prolactina aumenta hasta el parto, se produce
gonadotropina coridnica, mamotropina corionica, y junto con las elevadas concentraciones
de estrogenos y progesterona, se lleva acabo el desarrollo completo l6bulo-alveolar de las
mamas. Después de la expulsion de la placenta disminuyen marcadamente los estrogenos y
la progesterona en la cual la disminucion de los estrégenos en sangre da inicio a la
lactancia, ya que los estrogenos bloquean el efecto productor de leche de la prolactina
(Ganong, 1994). Para la secrecion y expulsion de la leche se requiere de oxitocina, la cual
hace que las células mioepiteliales que tapizan los conductos se contraigan, con la
consiguiente liberacion de la leche por medio del pezon. La oxitocina no es esencial para la
expulsion de la leche en otras especies, pero en la mujer si. El amamantamiento provoca la
liberacion de oxitocina, ademds de mantener y aumentar la secrecion de prolactina
provocada por la succion del pezon (Ganong, 1994).
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Figura 1. Control hormonal del desarrollo de la mama y de la lactancia en murinos, Los estrégenos (E),
bajos niveles de progesterona (P), prolactina en presencia de glucocorticoides (C), insulina (I) y hormona del
crecimiento permiten la proliferacion de los conductos en la pubertad. Durante el embarazo, todas estas
hormonas producen el desarrollo alveolar completo y algo de secrecion lactea. Después del parto, la mayor
secrecion de prolactina y la disminucion de las cifras de estrogenos y progesterona producen una secrecion
copiosa y con la presencia de oxitocina y la expulsion de la leche. La mamotropina coridnica es la hormona
lactégena secretada por la placenta de ratas, es analoga a la somatomamotropina coriénica humana (hCS) y
suplementa la accion de la prolactina. Una vez retirado es estimulo de la lactancia, la glandula involuciona.
Modificado de Ganong, 1994. Imdgenes de Hennighausen & Robinson, 1998.

5.2 Patologias de la glandula mamaria

Las patologias de la glandula mama se pueden clasificar en patologias benignas o
malignas, estas ultimas denominadas como céncer y carcinomas al tener origen epitelial.

5.2.1 Patologias benignas

Las patologias benignas de la mama son las llamadas “enfermedades fibroquisticas”,
“displasias mamarias”, o “mastopatias benignas”, las cuales se refieren a un rango de
cambios en la mama, desde la nodularidad ciclica hasta la enfermedad proliferativa benigna
que se observa en una biopsia. Una tumoracion o tumor es la afectacion mas comun en la
mama, sin embargo, no todos los tumores presentan las caracteristicas del cancer o
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malignidad-invasion, rapida duplicacion celular y la capacidad de esparcirse a otros
organos o metastasis. Aproximadamente el 70% de los tumores no representa un riesgo de
salud y se denominan tumores benignos, lo cual indica un elevado 30% de probabilidad de
cancer (Pilnik, 2003). Los tumores benignos son proliferaciones que presentan una
morfologia similar a la mama normal (no presentan atipias), con un aumento en el nimero
de acinos glandulares mamarios (hiperplasias lobular) o de las células epiteliales de los
conductos (hiperplasia ductal), o ambos junto a una marcada fibrosis circundante
(fibroadenoma), y no presentan diseminacion a otras partes del cuerpo (metastasis) (Kufe et
al., 2003). Los tumores benignos mas comunes son los fibroadenomas, compuestos de
tejido fibroso y glandular (Knaus & Hall, 2003).

Las enfermedades benignas que no incrementan el riesgo de padecer cancer son: la
adenosis no esclerosante, la ectasia ductal, los fibroadenomas sin caracteristicas complejas,
la fibrosis, la mastitis, la hiperplasia ductal leve sin atipias, los quistes microscopicos o
grandes, la metaplasma apdcrifa sin asociacion a hiperplasia o adenosis, y la metaplasma
escamosa.

Las patologias benignas que aumentan ligeramente el riesgo son: el fibroadenoma
complejo, la hiperplasia ductal florida o moderada sin atipias, la adenosis esclerosante, el
papiloma solitario sin hiperplasia atipica.

Las patologias que incrementan moderadamente el riesgo de desarrollar cancer son la
hiperplasia ductal atipica y la hiperplasia lobular atipica (Knaus & Hall, 2003,
http://www.uscap.org/newindex.htm?iap2006/slides04-4.htm)

5.2.2 Patologias malignas

La mama es un microambiente donde cada tejido sigue un programa molecular
determinado que rige el nacimiento de sus células, su muerte, el hdbitat, el limite territorial,
y el mantenimiento de una poblacion celular, donde alteraciones graves en estos procesos
resultan en una pérdida del equilibrio de este microambiente (Alberts et al., 2002). Las
patologias malignas de la mama suelen tener su origen en el componente epitelial que
forma la glandula y se denominan carcinomas; aunque también pueden presentarse de
manera muy esporadica sarcomas derivados de tejido conectivo que conforma el resto de la
mama, como los fibrosarcomas, liposarcomas, osteosarcomas, angiosarcomas y otros
tumores no epiteliales malignos (Etchart, 1996). La manera en la que el tejido mamario
cambia de un estado normal a un estado maligno, mas que metamorfosis, suele ser el
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resultado de la dominancia de una célula cuyo programa molecular alterado le permite
proliferar sin control e invadir 6rganos o tejidos.

5.2.2.1 Cancer de mama

El cancer de mama es la segunda patologia mas comtn en la mama, representando el
30% de los tumores que se presentan en la mujer tal es el caso de cancer cervicouterino, de
pulmon, ovario, etc. (Pilnik, 2003). El cancer de mama consiste en un crecimiento anormal
y desordenado de las células del tejido mamario, macroscopicamente, se presenta como una
masa firme, de tamafo variable, granulosa, de color blanco, seca; cuyo contorno puede ser
policiclico o infiltrante (Etchart, 1996). Dentro de los tumores malignos de mama, existen
varios tipos en funcion del lugar de la mama donde se produce el crecimiento anormal de
las celular y se pueden clasificar seglin su crecimiento. Los tumores pueden ser localizados
o extenderse, a través de los vasos sanguineos o linfaticos y dar lugar a metastasis. De todos
los casos de cancer de mama, solo el 7% de ellos presentan metastasis de inicio (Harris et
al., 1993). Al microscopio, el carcinoma mamario ha sido clasificado desde muchos puntos
de vista: grado de diferenciacion tubular, irregularidad o atipia de los nucleos, proporcion
del tejido conjuntivo acompanante, presencia de receptores hormonales, semejanza de las
células tumorales con las normales. Segin estos criterios se pueden distinguir los
carcinomas basandose en el tipo de célula neoplasica, en particular, en carcinomas de
conductos-ductal- y carcinoma lobulillar. Los carcinomas de conductos a su vez se
clasifican descriptivamente, pero esta clasificacion es de valor dudoso en cuanto al
pronostico y el 80% de los casos no presentan una estructura histoldgica especial (Kufe et
al., 2003). Practicamente todos los tipos de cdncer mamario pueden presentar formas in situ
o infiltrante (Etchart, 1996). Se denomina in sifu a los tumores que no han atravesado la
membrana basal que lo contiene, considerandose como una etapa previa a la tumoracion
infiltrante, la cual no esta circunscrita al tejido que la origind, y ha invadido y degradado
otros tejidos circundantes, como el muscular
(http://www.uscap.org/newindex.htm?iap2006/slides04-4.htm; Kufe et al., 2003). El cancer
de mama presenta un largo periodo de desarrollo, es una enfermedad compleja con una
etiologia multifactorial (Stewart & Heppner, 1997). Muchos factores que estimulan o
inhiben le crecimiento celular, influyen en el crecimiento y proliferacion de las células de
cancer de mama. Las hormonas esteroideas, los factores de crecimiento y las citocinas
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influyen en la conducta y expresion fenotipica de las células de la mama (Hortobagyi,
1998).

5.2.2.2 Epidemiologia del cancer de mama

El cancer de mama a nivel mundial es el cidncer mas comun entre las mujeres
registrandose 411, 000 muertes al afio a causa de esta enfermedad. Este es el cancer mas
prevalente a nivel mundial y segiin datos sobre de incidencia y mortalidad disponibles, se
estima que en el afio 2002, se diagnosticaron aproximadamente 10.9 millones de casos
nuevos de cancer (Ferlay et al., 2002; Parkin et al., 2005). El cancer de mama es la segunda
causa de cancer mas frecuente, en el mundo, si unimos ambos sexos, es solo precedida por
el cancer del pulmon. Se estima que se han diagnosticado 1. 15 millones de casos nuevos de
cancer de mama en el afio 2002, el 23% de todos los nuevos casos de cancer en las mujeres,
a escala mundial. (Parkin & Fernandez, 2006). Por otro lado, la combinacion de su elevada
incidencia y su relativo “buen pronostico” hacen del cancer de mama la localizacion de
cancer mas prevalente en el mundo. El cancer de mama y el resto de los canceres
ginecologicos representan mas del 50% de los casos de cancer prevalentes tanto en paises
desarrollados como en desarrollo (Pisani et al.,, 2002). Segun los estimados, existen en el
mundo aproximadamente 4.4 millones de mujeres vivas, diagnosticadas de cancer de mama
en los ultimos 5 afios; hecho importante si se compara con sélo 1.4 millones de
sobrevivientes (hombres y mujeres) de cancer de pulmoén (Parkin & Fernandez, 2006). En
2009 se proyectan 1.35 millones de nuevos casos, que aumentara a 1.5 millones en 2010. El
cancer mamario corresponde al 10. 5% de todos los nuevos casos de canceres-el unico tipo
de cancer que registra mas casos es el de pulmén (Boyle & Levin, 2008; Beaulieu, 2009).

El 45% de los casos, asi como la mayoria de las muertes por cdncer mamario, se
registran en los paises en vias de desarrollo, y se estima un aumento en las proporciones-
tanto de casos como de muertes (Boyle & Levin, 2008; Porter 2008; Knaul et al., 2009). De
los 1.35 millones de nuevos casos proyectados para 2009, 69, 000 se ubican en los paises
de ingresos bajos, 415, 000 en los paises de ingreso medio-bajo y 224,000 en los paises de
ingreso medio-alto (Beaulieu et al., 2009).

Debido a las muertes tempranas por cancer mamario la Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS) ha estimado que los afios de vida perdidos (AVISA) por cancer mamario son
alrededor de 600, 000 en la region de Latinoamérica, cifra tres veces mayor que los afios
perdidos por muertes de cancer pulmonar. En ausencia de intervenciones efectivas en los
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sistemas de salud para la deteccion y control del cdncer mamario la cifra aumentard a
900,000 AVISA en el 2020 .

Estas cifras son aiin mas impactantes si se considera que la estructura de edades de la
poblacion de estos paises es mas joven. Sin embargo, aun prevalece la concepcion erronea
de que el cancer mamario es un problema de mujeres de edad avanzada y de paises de altos
niveles socioeconémicos. Por lo mismo, el cancer de mama se considera una prioridad
apremiante para la salud publica de los paises en vias de desarrollo aun desapercibida y
hasta ignorada por las mujeres y los sistemas de salud, y que ha crecido y seguird creciendo
(Anderson et al., 2006; Boyle y Levin, 2008; Porter, 2008; Kanul ef al., 2009).

En México, doce mujeres mueren diariamente a causa de cancer mamario, lo cual
representa, aproximadamente, una tercera parte de las pacientes diagnosticadas con este
tumor maligno (Knaul et al., 2009). La tendencia observada en la mortalidad de esta
enfermedad en este pais muestra incrementos constantes; basta mencionar que en el periodo
de 1980 a 2005 se registraron un total de 67,854 defunciones por cdncer mamario, con un
aumento estimado anual del 3.6% en los ultimos 18 afios (Franco et al, 2009).
Adicionalmente, a partir de 2006 el cancer mamario es la segunda causa de muerte general
en mujeres de 30 a 54 afos y la primera por cancer, desplazando al cancer cervicouterino
(Kanul et al., 2009).

Las tasas de mortalidad ajustadas por edad presentadas en la Figura 2 muestran que la
mortalidad por cancer cervicouterino en las mujeres mexicanas super6 la mortalidad por
cancer de mama en el periodo 1955-2005. En 1980 el riesgo de morir por céncer
cervicouterino era dos veces mayor respecto del cancer de mama. No obstante, desde 1990
las tasas de mortalidad por este cancer descienden en forma rapida y constante. En sentido
inverso, a los largo del mismo periodo, las tasas de mortalidad atribuibles al cancer de
mama se incrementaron y para el afno 2006, por primera vez, el cancer de mama superd al
cancer cervicouterino como causa de muerte entre las mujeres mexicanas (Figura 3) (Knaul
et al., 2009).
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Mortalidad por cancer mamario y cervicouterino, México, 1955 a 2007
(Tasa por 100 mil mujeres, ajustado por edad)
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Figura 2. Mortalidad por cancer mamario y cervicouterino en México entre los afios 1955 a 2007. La
figura muestra la mortalidad por cancer cervicouterino (CACU) en donde se indica que en las mujeres
mexicanas superd la mortalidad por cancer de mama (CAMA) en el periodo 1955-2005. Sin embargo, para el
afio 2006 el cancer de mama superd al cancer cervicouterino como causa de muerte. Fuente Knaul et al.,
2009, con base en datos de la OMS (1955-1979) y la Secretaria de Salud (1978-2002).

Este fenomeno -la disminucion de la morbilidad y mortalidad por cancer
cervicouterino en comparacion con el cancer mamario- se observa no solo a nivel nacional,
sino también a nivel estatal y entre areas geograficas, tanto en aquellas con un desarrollo
econdmico mayor como en las zonas con un desarrollo econdmico menor. La frecuencia del
cancer de mama y el riesgo de morir por cancer mamario es ha aumentado en la gran
mayoria de las entidades federativas de la Republica Mexicana, aunque el fendmeno es
mayor en los estados del norte y centro del pais, donde el nivel socioeconémico y cultural
de las mujeres es mas elevado. (Palacio et al., 2009). Esto ubica al estado de Nuevo Leon
en segundo lugar después del Distrito Federal en cuanto a mortalidad se refiere por cancer
de mama (Bigbee & Herberman, 2003; Knaul ef al., 2008).

El cancer de mama también afecta a los hombres pero el porcentaje es mucho menor,
el 1% comparado con la poblacion femenina que lo padece. El cancer de mama masculino
tiene caracteristicas inmunofenotipicas que lo diferencia del cancer de mama que ocurre en
la mujer, lo que implicaria una patogénesis diferente en la evoluciéon y progresion de la
enfermedad en los hombres (Muir ef al., 2003).
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Mortalidad por cancer mamario y cervicouterino, Nuevo Leon, 1979 a 2006
(Tasa por 100 mil mujeres, ajustado por edad)
Nuevo LeoN

Figura 3. Mortalidad por cincer mamario y cervicouterino en el estado de Nuevo Ledn entre los afios
1979 a 2006. La figura muestra la mortalidad obtenida por cancer de mama (CAMA) en una comparacioén con
cancer cervicouterino (CACU) en las residentes de el estado de Nuevo Ledn entre los afios 1980 a 2006.
Fuente Knaul et al., 2009, con base en datos de la Secretaria de Salud (1979-2006).

5.2.2.3 Tipos de cancer de mama

El cancer mamario ha sido clasificado de acuerdo a su invasion en: carcinoma in situ
y carcinoma invasivo, y de acuerdo a su origen celular en ductal o lobulillar. En la Figura 4
se muestra una representacion esquematica de la estructura de la glandula mamaria asi
como las lesiones mas frecuentes en sus diferentes estructuras. A continuacion se puede
observar la descripcion de ambos tipos de cancer:
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Figura 4. Estructura de la glindula mamaria y lesiones mas frecuentes en sus diferentes estructuras.
Adaptado de Llanes, 2006.

5.2.2.3.1 Carcinoma in situ

El carcinoma ductal in situ se origina en las células de las paredes de los conductos
mamarios. Se caracteriza por una proliferacion de las células epiteliales de los conductos
mamarios que carecen de capacidad para atravesar la membrana basal y por lo tanto son
incapaces de producir metastasis a distancia (Lester & Cotrain, 2000). Es el tipo mas
comun de cancer de mama y la cifra de curacion en las mujeres que presentan este tipo de
tumor es elevada (Gasparini et al., 1993; Harris et al., 1993; Hayes et al., 1996). Este tipo
de céancer ha sido clasificado en subtipos diferentes de acuerdo a la arquitectura del tejido y
¢ésta forma de cancer es localizado y no representa un estadio invasor. Existen tres subtipos
principales de carcinoma in sifu en base a su origen celular: carcinoma intracanalicular,
carcinoma lobulillar in sifu y carcinoma papilar intracanalicular. Estos se originan en la
unidad lobulillocanalicular terminal.
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El carcinoma lobular in situ se origina en las glandulas mamarias (o lobulos) y se
caracteriza por una proliferacion de las células epiteliales malignas de los 16bulos
mamarios. Es un cancer muy localizado, que no se ha extendido a otras zonas. Este tipo de
tumor es bilateral en un 50 y 70% de los casos (Elston & Ellis, 1991; Harris et al., 1993;
Fitzgibbons et al., 2000).

El carcinoma intracanalicular incluye casi en que se detecta una proliferacion epitelial
irregular y atipica, con nucleos hipercromaticos y figuras de mitosis. Esta proliferacion
intracanalicular puede originar masas sélida o adematosas. Se comprende que el cancer
tanto puede afectar a la porcion ductal, como a la lobulillar. Y ambas localizaciones
pueden, a su vez, ser coincidentes. Inicialmente, este tipo de tumor comienza con una
proliferacién maligna no infiltrante; es decir, que respeta o no rompe la membrana basal del
epitelio intracanalicular (Junceda, 1988).

Por otro lado, el carcinoma papilar intracanalicular se refiere cuando el carcinoma
intracanalicular no infiltrante o in situ, ofrece un cierto aspecto papilar con su proliferacion
vegetante intraluminar o intragalactoforica, con sus tipicas vegetaciones papilares (pérdida
de la polaridad celular, alteraciones nucleocitoplasmica, anisocariosis, hipercromatisto,
etc.). Este carcinoma fue descrito por Bloodgood en 1893 y Junceda, 1988.

5.2.2.3.2 Carcinoma infiltrante (o invasivo)

El carcinoma ductal infiltrante es referido como Adenocarcinoma Ductal Infiltrante o
ADI el cual se inicia en el conducto mamario pero logra atravesarlo y pasa al tejido adiposo
de la mama y luego puede extenderse a otras partes del cuerpo. Es el mas frecuente de los
carcinomas de mama, se da en el 80% de los casos de cancer de mama invasivos (Abba et
al., 2004). Este tipo de tumor comunmente presenta metastasis a los ganglios linfaticos
axilares (Gasparini et al., 1993; Harris et al., 1993; Hayes et al., 1996). Este carcinoma
crece en todas las direcciones por lo que se puede infiltrar y fijarse a la fascia profunda de
la pared toracica, la piel sufre retraccion al igual que el pezon. Asimismo, en éste
carcinoma hay invasion de los vasos linfaticos y ganglios provocando edema,
engrosamiento y dolor con eritema. Dentro de este grupo existen varios subtipos que se
describen a continuacion:
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Carcinoma lobular infiltrante

El carcinoma lobulillar es el segundo carcinoma de mama detectado, constituyendo el
10% y se origina a partir de células de los lobulillos. Este tipo de tumor comienza en las
glandulas mamarias pero se puede extender a otros tejidos de la mama y del cuerpo. Se
caracteriza por la presencia de células tumorales pequefias que infiltran el tejido mamario
adiposo de la mama, las cuales habitualmente crecen alrededor de los lobulillos normales.
Este tipo de tumor es frecuentemente multicéntrico y bilateral (Elston, 1991; Harris et al.,
1993; Fitzgibbons et al., 2000). Entre el 10% y el 15% de los tumores de mama son del tipo
Carcinoma lobular infiltrante (Arpino et al., 2004) y se caracteriza por una proliferacion de
las células epiteliales malignas de los l16bulos mamarios (Elston & Ellis, 1991; Harris et al.,
1993; Fitzgibbons et al., 2000). La forma infiltrante suele nombrarse Adenocarcinoma
Lobulillar Infiltrante o ALI, donde se observan células dispuestas en fila, sin formar
estructura como brotes o papilas y es de mejor pronostico que el ADI.

Carcinoma medular

El Carcinoma medular es un tipo de carcinoma poco frecuente que presenta un tumor
grande, bien delimitado, blando y se considera de me mejor pronostico que el ductal
comun. Estos tumores mamarios son generalmente de tamafo mayor que el promedio y de
mejor pronostico, se caracterizan por lesiones circunscritas con bajo grado de propiedades
infiltrantes y un intenso infiltrado de linfocitos y células plasmaticas. El Carcinoma
medular constituye entre el 5y 7% de todos los carcinomas mamarios (Gaffey et al., 1995;
Hadden, 1995).

Carcinoma tubular

El Carcinoma tubular es un carcinoma bien diferenciado el cual se caracteriza por la
formacion de tubulos que carecen de capas de células mioepiteliales donde las células
tumorales estan en contacto de capas de células mioepiteliales y en contacto directo con el
estroma. Estos tumores pueden ser multifocales y bilaterales y son de muy buen pronostico
(Harris et al., 1993).

Carcinoma mucinoso

El Carcinoma mucinoso es un tumor maligno de conductos, de mejor pronostico y de
crecimiento lento; es una variante poco frecuente de carcinoma ductal, el cual comprende
cerca del 3% de todos lo carcinomas de la mama y suele afectar a mujeres de edad
avanzada. Este tumor se caracteriza por una alta expresion de mucinas, en las que el estudio
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histologico muestran grandes lagos de mucinas dentro de los cuales se encuentran pequefios
islotes de células neoplasicas aisladas (Gaffey et al., 1995).

Carcinoma papilar infiltrante

El Carcinoma papilar infiltrante es poco frecuente, representa menos del 1% de los
carcinomas infiltrantes y la arquitectura papilar se observa con mayor frecuencia en los
carcinomas ductal in situ. La presentacion clinica de éste carcinoma es semejante a la de los
carcinomas ductales convencionales pero tiene mejor pronostico (Lester & Cotrain, 2000).

Carcinoma inflamatorio del seno

El Carcinoma inflamatorio del seno es un cancer poco comun, tiene mal pronostico
(Harris et al., 1993), tan solo se presenta en un 1% del total de los tumores de la mama, es
agresivo y de crecimiento rapido. Este carcinoma hace enrojecer la piel del seno y aumentar
su temperatura y la apariencia de la piel se vuelve gruesa y ahuecada, como la de una
naranja y pueden aparecer arrugas y protuberancias en ella. Estos sintomas son debidos al
bloqueo que producen las células cancerosas sobre los vasos linfaticos.

5.2.2.4 Clasificacion por etapas clinicas

El cancer de mama ha sido clasificado por diversos métodos, con el propodsito de
planear una estrategia de terapia mas adecuada para el paciente, permitir un pronostico mas
acertado, y logar una comparacion de los resultados terapéuticos obtenidos con distintos
protocolos. Los marcadores moleculares representan nuevas variaciones a los métodos
comunes que se ponen en practica hoy en dia (Kufe, 2003). El estadio del cancer de mama
es esencial en la evaluacion del tumor, determinacion del tipo de tratamiento, estimacion
del pronostico y permitir una comparacion entre los diferentes programas de tratamiento
(Harris et al., 1993, Woodward et al., 2003).

El cancer de mama se clasifica sobre la base de la extension anatomica de la lesion en
cuatro estadios; cada estadio identifica un grupo de tumores que tienen aproximadamente
un pronoéstico similar. El estadio del carcinoma es un importante factor prondstico de la
supervivencia y su valoracion es crucial en el tratamiento de las pacientes.

Por otra parte, la clasificacion TNM, que se basa en el tamafio del tumor (T), nodulos
afectados (N), y metastasis (M), fue disefiada y propuesta en 1958 por la International
Union Against Cancer (UICC; Comite on Clinical Stage Classification and Applied
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Statiscs, 1958) y fue aceptada por el American Joint Commission on cancer Staging
(AJCC) como estandar mundial. Esta clasificacion considera el tamafo del tumor; la
presencia, el numero y la ubicacion de los nddulos linfaticos regionales afectados, y la
diseminacion de este tumor a otros sitios del cuerpo (metéstasis).

La letra T seguida por un niimero que va del 0 al IV, indica el tamafio del tumor y la
propagacion a la piel o a la pared del torax debajo de la mama. A un numero mas alto le
corresponde un tumor mas grande y/o una mayor propagacion a los tejidos cercanos.

La letra N, seguida por un ntimero que va del 0 al 3, indica si el cancer se ha
propagado a los ganglios linfaticos cercanos a la mama vy, si es asi, si estos ganglios estan
adheridos a otras estructuras.

La letra M, seguida por 0 o 1, expresa si el cancer se ha extendido a otros 6rganos
distantes o a ganglios linfaticos no proximos a la mama. Ambos sistemas de estadiamiento
se relacionan entre si.

Asimismo, la AJCC utiliza una estadificacion que engloba a la TNM, estableciendo
etapas de 0 a IV (Kufe, 2003). Una descripcion mas detallada de este sistema de
clasificacion se muestra en la Tabla I, asi como sus caracteristicas.

5.3 Métodos de deteccion y diagndstico del cancer de mama

Los métodos para el diagnostico de esta patologia en mujeres sanas, con el fin de
detectar el cancer de mama en etapas tempranas de la enfermedad comprenden: la
autoexploracion, el examen clinico completo y los examenes paraclinicos para la
confirmacion del diagnostico como: la mamografia, la ecografia mamaria, las imagenes de
resonancia magnética (I.R.M.), la tomografia por emision de positrones (T.E.P.), la toma de
biopsias con aspiracion con aguja y la biopsia quirtrgica. A partir de la biopsia o de los
procesos quirdrgicos completos, se determina la condicion bioldgica del tumor y se da un
pronostico (Levin, 2005; Brandan & Villasefior, 2006). Existen reportes en paises
desarrollados de Europa y Canada donde se ha logrado que algunos programas que han sido
ejecutados durante varios afios finalmente tengan éxito en la reduccion de mortalidad por
cancer de mama. No obstante, existen aun muchas incertidumbres y divergencias de
criterios en cuanto a la edad optima de iniciar estos programas, la efectividad de cada uno
de estos métodos y los intervalos entre las pruebas. Esto complica su aplicacion en paises
con limitaciones econdémicas (Direckersin ef al., 1999, Baines, 2000).

=
@ | W 19
Pelia Carolina Reyna filvarado



CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DEL GEN HOXB13 EN CANCER - "ﬂl“"'\y
MAMARIO USANDO PCR TIEMPO REAL -~ J

Tabla I. Etapas clinicas del cancer de mama

Etapas clinicas

Caracteristicas

Etapa 0

* Enfermedad in situ (en el sitio) en la cual las células cancerosas se
mantienen en su ubicaciéon original dentro del tejido mamario.
Conocido como carcinoma canalicular in situ (DCIS,) o carcinoma
lobulillar in  situ (LCIS), dependiendo del tipo de células
involucradas y la localizacion, es un estado precanceroso.

Etapa [

I. El tumor es menor de 2 cm. y no hay metastasis.

Etapa II

Etapa IIA y IIB

II. El cancer no mide mas de 2 cm. pero los ganglios linfaticos de la
axila estan afectados.

II. El cancer mide entre 2 y 5 cm. y puede haberse extendido o no.

IV. El cancer mide hasta 5 cm. pero los ganglios linfaticos axilares no
estan afectados.

Etapa III

Etapa ITIA y IIIB

Etapa 1114

V. El tumor mide menos de 5 cm. y se disemina a los ganglios linfaticos
axilares, y estos estan unidos entre si a otras estructuras.

VI. El tumor mide mas de 5 cm. y los ganglios linfaticos axilares
también estan afectados.

Etapa lIIB

* El cancer se ha extendido a otros tejidos cerca de la mama (piel,
pared toracica, incluyendo costillas y musculos del torax).

* El cancer se ha diseminado a los ganglios linfaticos dentro de la
pared torécica cerca del esternén.

Etapa IV

VIL.El cancer se ha diseminado a otras estructuras del cuerpo. Los
organos en los que suelen aparecer metastasis con mayor frecuencia
son los huesos, pulmones, higado o cerebro. También puede ser que
el tumor haya afectado localmente a la piel y a los ganglios linfaticos
dentro del cuello, cercanos a la clavicula.

5.4 Etiologia y factores de riesgo del cancer de mama

La etiologia del cancer de mama no es conocida, en numerosos estudios se investigan

los posibles factores para predecir y cuantificar el riesgo de padecer la enfermedad, aunque

en mas del 80% de mujeres esté aparece de manera esporadica sin factores de riesgo que lo

explique (Salazar et al., 1998). La etiologia del cancer de mama es multifactorial, aunque se

considera que los estrogenos y la progesterona juegan un papel primordial en Ia

tumorigénesis, ya que estas hormonas estimulan la proliferacion de la mama. Ademas de

las hormonas esteroideas, los factores de crecimiento, y las citocinas influyen en la

conducta y expresion fenotipica de las células de la mama (Kufe ef al., 2003; Yanez-
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Ferndndez, 2006). Los factores de riesgo son aquellos elementos que pueden aumentar la
probabilidad de que una persona desarrolle la enfermedad y en particular el cancer de
mama esta asociado con niveles socioecondmicos altos, lo que practicamente se explica por
la distribucion diferente de tales factores (la mayoria de tipo reductivo), entre las diferentes
clases sociales (Ghadirian, 1998).

En el mundo, la incidencia del cancer de mama continua en aumento y la mortalidad
ha permanecido casi inalterada durante las Gltimas décadas. Muchas de las diferencias que
se encuentran entre grupos €tnicos o regiones del mundo con relacion a la incidencia de
cancer de mama, se deben a factores relacionados con los estilos de vida y las exposiciones
ambientales. Prueba de esto, son los estudios de incrementos del riesgo en inmigrantes
europeos de regiones de bajo riesgo como Italia y Polonia hacia regiones de alto riesgo
como Australia, particularmente si estas migraciones ocurren en la infancia (Geddes &
Parkin, 1993; Tyczynski et al., 1994).

A pesar de las numerosas incertidumbres que rodean el origen del céncer, hay
evidencias sustanciales que el riesgo de cancer de mama se relaciona con factores de tipo
hormonal y reproductivo. En el cancer de mama el factor mas importante es la edad ya que
el riego de padecer esta enfermedad, aumenta considerablemente después de los 50 afios.
Se menciona el incremento del riesgo con la menarquia temprana, la menopausia tardia, la
edad tardia del primer parto y la baja paridad. Ademas, se mencionan otros factores con la
historia familiar de cancer de mama en uno o mas familiares de primer grado y los factores
genéticos, asi como otros factores relacionados con los estilos de vida como son, el habito
de fumar, el uso de anticonceptivos orales, la ausencia de lactancia materna, la obesidad y
la dieta (Parkin et al., 2000; Parkin & Fernandez, 2006).

El cancer de mama se presenta como un problema de salud publica serio, y se espera
que la identificacion de factores genéticos y microambientales que contribuyen al
desarrollo de cancer de mama reforzard los esfuerzos para la prevencion ya que los
principales factores de riesgo-edad, edad temprana de menarquia y tardia en menopausia,
lugar de residencia-representan estilos de vida y patrones reproductivos, no son posible de
modificar. Por lo que se busca la deteccion temprana y estrategias de tratamiento (Martin et
al., 2000, Brandan & Villasefor, 2006).

=
@ | W 21
Pelia Carolina Reyna filvarado



CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DEL GEN HOXB13 EN CANCER T O
MAMARIO USANDO PCR TIEMPO REAL -~ J

5.4.1 Factores de Predisposicion

Ademas de los factores de riesgo, se consideran los factores que predisponen a una
persona a desarrollar cancer de mama. Estos se clasifican en factores genéticos, factores
hormonales y marcadores moleculares.

5.4.1.1 Factores genéticos

El principal factor genético de herencia en el cancer de mama son las mutaciones en
los genes BRCAI y BRCA2, situados en los cromosomas 17q2 y 13q3, y se piensa que
mutaciones de ellos pueden ser responsables hasta de 10% de todos los casos de cancer de
mama (Cotran et al., 1999, Pericaza et al., 2001, Parkin & Fernandez, 2006). Estas
mutaciones se han asociado al 90-95% de las neoplasias familiares, siendo el resto asociado
a genes supresores de tumores. El papel del gen BRCAI1 en el desarrollo de céncer
esporadico esta comenzando a dilucidarse, pues se ha encontrado que la pérdida de
heterogenicidad en la region 17qg21 estd presente en mas del 50% de las neoplasias de
mama y ovario (Ross et al., 2003).

Las mutaciones en la linea germinal en los genes BRCA 1 y BRCA 2 se asocian con
un riesgo de desarrollar cancer de mama del 46-87% para BRCA 1y 26-84% para BRCA
2. No obstante, solo aproximadamente el 10% del total de los canceres de mama son
causados por mutaciones en la linea germinal en los genes de susceptibilidad (Rogosi ska-
Szczepka et al., 2004).

Por otra parte, la mayor parte de las mujeres con el sindrome de Li-Fraumeni
(sarcomas y carcinomas multiples) poseen mutaciones en la linea germinal del gen supresor
de tumor p53, localizado en el cromosoma 17p. Las mujeres con la enfermedad de Cowden
(sindrome del hamartoma multiple debido a una mutaciéon en un gen localizado en el
cromosoma 10) presentan un riesgo del 30 al 50% del cancer de mama a los 50 afios de
edad, y las portadoras heterocigdticas del gen de la ataxia-telangiectasia (gen ATM,
cromosoma 11q) presentan un riesgo del 11% a la misma edad (Contran et al., 1999). De
esta manera, al presentarse antecedentes familiares directos, el riego de presentar cancer de
mama es de 2-3 veces mayor que la poblacion sin estos antecedentes. Debe tomarse en
cuenta que en el 85% de los casos no hay evidencia de historia familiar. Otros genes
asociados débilmente son el gen RAS, el gen hMSH2 y hMLHI1, el gen de la
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neurofibromatosis 1, y el receptor de androgenos en casos de cancer de mama en hombres
(Ross et al., 2003).

Por otra parte, la incidencia global de cdncer de mama por raza nos indica que es
menor en mujeres de raza negra, sin embargo este grupo presenta cancer de mama en
estadios mas avanzados con grado nuclear mayor, carecen de receptores hormonales con
mayor frecuencia y presentan diferentes tipos de mutaciones esporadicas del gen p53, por
lo que tienen una tasa de mortalidad mayor en comparacién con la que presentan las
mujeres de raza blanca (Cotran et al., 1999). Ademas se diagnostican mas canceres de
mama en las mujeres negras jovenes que en las mujeres blancas menores de 40 afios.

5.4.1.2 Factores hormonales

El desequilibrio hormonal representado por el exceso de estrégenos enddgenos que
aparecen durante el ciclo menstrual esta ligado al desarrollo del cancer de mama. Esto se
observa en los casos de tumores ovaricos funcionales que elaboran estrogenos y su
asociacion al cancer de mama en mujeres posmenopausicas. También se ha observado un
ligero incremento en el riesgo de cancer de mama en las mujeres posmenopausicas con
niveles de estrogenos circulantes en el limite alto de la normalidad (Cotran ef al., 1999). La
progresion tumoral del cancer mamario, presenta un mecanismo autocrino, el cual ha sido
asociado a sefiales moleculares secretadas por estas células; como factores del crecimiento
(factor transformador de crecimiento-alfa/factor de crecimiento epidérmico, factor de
crecimiento derivado de plaquetas y factor de crecimiento de fibroblastos) e inhibidores de
crecimiento (factor de crecimiento-beta; Cotran et al., 1999). El factor de crecimiento
epidérmico, factor de crecimiento similar a la insulina 1 y el factor de crecimiento
transformante son capaces de inducir la fosforilacion y la activacion del receptor de
estrogenos (RE) a través de sefiales que generan una cascada de eventos de fosforilacion
(Barrén, 1997). Los estrégenos regulan la produccion de estas moléculas, por lo que la
interaccion entre los receptores hormonales de las células neoplasicas, las hormonas y estos
factores de crecimiento autdcrinos posiblemente estdn implicados en la progresion de
cancer de mama (Cotran et al., 1999).

Por esto, la progresion del cancer se puede medir con el RE de las células de la
glandula mamaria, ya que su estimulacion mediante hormonas esteroides activa la
transcripcion de algunos genes encargados del crecimiento, proliferacion y diferenciacion.
Esta regulacion estd medida por la unién de las hormonas con receptores especificos,

=
@ | W 23
Pelia Carolina Reyna filvarado



CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DEL GEN HOXB13 EN CANCER T O
MAMARIO USANDO PCR TIEMPO REAL -~ J

formando un complejo receptor-ligado activo que migra al nticleo y reconoce e interactia
con secuencias gendmicas especificas localizadas rio arriba del gen o dentro de genes a
activar (elementos de respuesta a esteroides o ERE (Barron, 1995; Dong, 1999).

5.4.2 Factores prondsticos clasicos del cancer de mama

Las caracteristicas del tumor de mama hace que sea necesario disponer de marcadores
prondsticos que establezcan un indice de agresividad tumoral y sean capaces de predecir la
evolucion clinica de la enfermedad. Dentro de los factores pronosticos del cancer de mama
estan: el tipo de cancer, el subtipo histolégico, los rasgos morfoldgicos como el tamaino
tumoral, el grado y la afectacién ganglionar, presencia de invasion del espacio vascular.
Ademas de los factores prondsticos clasicos en cancer de mama, algunos marcadores han
sido asociados a determinados prondsticos, y se revisan de manera rutinaria. Algunos
marcadores moleculares como la expresion de los receptores hormonales y de factores de
crecimiento, la acumulacion de p53 mutado; y otros rasgos como la proliferacion celular,
fase del ciclo celular, angiogénesis, contenido en DNA son considerados como una
excelente herramienta para determinar un pronostico y establecer el tratamiento mas
adecuado (Ross et al., 2003; Ross et al., 2004). Sin embargo, una de las principales
limitaciones con los marcadores tumorales en cancer de mama se debe a que dichos
marcadores moleculares pueden encontrarse elevados en pacientes con procesos benignos y
por otro lado no se encuentran en altos niveles en todos los pacientes con cancer,
especialmente en los estadios tempranos. Algunos autores consideran que para aceptar un
marcador concreto como verdadero “positivo”, debe estar elevado sobre el nivel establecido
como normal y al repetirlo 30 dias después debe de haberse elevado > 25% (Colomer ef al.,
1989; Molina et al., 1995; ASCO, 1996). Los indicadores pronosticos clasicos mas
frecuentes en el cancer de mama como por ejemplo el tamafio tumoral, el tipo y grado
histoloogico y el estado de los ganglios linfaticos son algunos de los mas importantes
indicadores pronostico del tumor de mama (King et al., 2004; Almasry & Hamad, 2005).
Algunos ejemplos de indicadores prondsticos clasicos en el cancer de mama se exponen en
la Tabla II.
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dDl1d (A1Cadorecs prono O % O

Factores Pronosticos Buen Prondstico Mal Pronéstico
Tamafo <1l cm >5 cm
Extension Local Ausente Presente
Grado Nuclear Bajo Alto

Receptores Hormonales: RE+, RPg RE-, RP-

Estrogeno (RE)
Progesterona (RPg)
Ganglios Axilares Tumor - Tumor +

5.4.3 Marcadores tumorales en el cancer de mama

Debido a la alta incidencia del carcinoma de mama y a las limitaciones de los
parametros clasicos de pronosticos, ha sido importante establecer factores pronodsticos
adicionales que permitan separar a los pacientes en grupos de acuerdo al riesgo de
recurrencia y al tipo de terapia, entre otros parametros (Yaiez, 2006).

Los marcadores moleculares se expresan o se sobre-expresan debido a las
alteraciones de las células tumorales y sus principales aplicaciones consisten en el
diagnostico, monitoreo, clasificacion, estadificacion, localizacion, pronostico y
seguimiento.

En cancer de mama se expresan una serie de marcadores que presentan un importante
valor pronostico, el mas ampliamente estudiado ha sido el Receptor de Estrégeno cuya
positividad se relaciona con un mejor pronostico y respuesta a la terapia estrogénica. Por
otra parte, también se considera a la proteina Her2/Neu en la determinacion del tratamiento
como en el prondstico, pues su presencia indica la posible respuesta al tratamiento (Yafiez,
2006).

El cancer de mama también expresa receptores de andrégenos, factor de crecimiento
epidérmico (EGF), factor de crecimiento similar a la insulina y somastostatina (Volpi et al.,
2000). Algunos factores de crecimiento han sido utilizados como blancos terapéuticos
(Donegan, 1992; Hadden, 1995). El receptor de estrégenos alfa (RE-a) es el marcador
molecular que se determina comunmente en los centros de salud, clasificando a los
carcinomas mamarios en RE-a positivos o negativos. Los pacientes positivos a RE tienen
mayor supervivencia, la expresion de RE-a es muy utilizada como factor predictivo de
respuesta a la terapia endocrina. Un porciento elevado de los pacientes con tumores a RE-a
(tumores que muestran un crecimiento dependiente de estrogenos) responden a la terapia
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con antiestrogenos como el tamoxifen, el cual tiene una estructura semejante al estrogeno y
por lo tanto interrumpe la funcién del receptor, porque la union de este al RE-a, reprime la
activacion transcripcional del genes blancos del receptor relacionados con el crecimiento de
las células tumorales (Nilsson & Gustfsson, 2000; Van Dijik et al., 2000). El segundo
marcador mas comun en la investigacion de cancer de mama es el antigeno carcino-
embrionario (CA) 15.3 y 27.29, y otros, en niveles séricos; y aunque no han probado ser lo
suficientemente sensibles para la deteccion temprana, se utilizan durante el seguimiento del
tratamiento (Ross et al., 2003).

Un marcador molecular ampliamente conocido es la proteina p53 mutada. En cancer
mama, se observa una mutacion e inactivacion del gen supresor de tumor p53, que produce
la sobre-expresion de una proteina mutada sumamente estable. Esta proteina se observa en
el 30 a 50% de los carcinomas mamarios, y dicta mal pronostico pues se asocia a
agresividad y recaida del cancer.

Otros marcadores revisados clinicamente son la proteina Ki67, antigeno nuclear
presente en células proliferantes cuya positividad mayor o igual a 20% se asocia a mal
pronostico; y la Bcl-2, asociada con la interrupcion de la muerte celular programada,
aunque asociada a un mejor prondstico (Yamashita et al., 2004; Yafiez, 2006).

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, también llamado c-erb-B-1
o HER-1) se ha encontrado amplificado, mutado o sobre-expresado en un 67 a 90% de
numerosos casos clinicos; pero su uso como factor prondstico no esta estandarizado y no se
utiliza como rutina atn. Por otra parte, la amplificacion y sobre-expresion del gen HER-
2/neu y su proteina se ha identificado en un 10 a 34% de los cdnceres mamarios invasivos,
y se ha asociado su amplificaciéon o sobre-expresion a un mal prondstico en canceres
mamarios con y sin implicaciéon de nddulos linfaticos. El dominio extracelular de esta
proteina puede ser liberado a la circulacion y se ha detectado por ELISA en el 45% de los
pacientes con cancer de mama que presentan metéstasis (Esteva et al., 2005). Los pacientes
positivos a HER-2 muestran resistencia a la terapia hormonal. Varios estudios han
reportado que los tumores que sobre-expresan HER-2 fueron resistentes al tamoxifen
independientemente de la expresion del RE y de otras variables de mejor pronostico
(Livingston & Esteva, 2001). Se han estandarizado técnicas inmunohistoquimicas, de
hibridacién in situ fluorescente (FISH) para su deteccion y se ha desarrollado terapia de
anticuerpos antiHER-2/neu (transtuzumab) para el tratamiento de pacientes con este
receptor (VEGF; Ross et al., 2003).

Otro marcador molecular importante es la ciclina D1 (PRADI o Bcl-1, en el
cromosoma 11q13) asociado en 20% de los casos clinicos de cancer mamario y se ha ligado
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a la transicion de in situ a ADI. Otro regulador del ciclo celular es el p27, el cual se une e
inactiva a las ciclinas dependientes de quinasas (CDK’s) y se asocia su baja expresion a un
mal prondstico en la mayoria de las pacientes. La Skp2 interviene en la degradacion de p27
via ubiquitina, y se ha encontrado su sobre-expresion en carcinomas mamarios ER-
negativo/HER2-negativos (Ross et al., 2003).

Otros marcadores potenciales son la mamaglobina y la maspina, y el uso de
metodologias de amplificaciéon con PCR con técnicas de captura celular con cuentas
inmunomagnéticas, protedmica, aspiracion de conducto de pezon, y el FISH se consideran
las nuevas herramientas a estandarizarse para el diagndstico molecular (Ross et al., 2003).
Entre los marcadores moleculares que actian a la par o mas tempranamente, que los
anteriores estan los genes HOX, los cuales participan en los mecanismos genéticos de la
identidad de tejido y la organogénesis.

5.5 Genes homeoticos

Los genes homedticos descubiertos en la década de los ochentas en la mosca de la
fruta Drosophila melanogaster, permiten la regulacion del control maestro de Ia
morfogénesis y la diferenciacion celular durante el desarrollo del cuerpo de los organismos
multicelulares asi como el mantenimiento de los tejidos y 6rganos en el adulto. La clave
para la identificaciéon de los genes involucrados en el control genético del desarrollo la
dieron mutaciones espontaneas en Drosophila melanogaster, en donde se encontraron
transformaciones que substituyen una parte del cuerpo por otra, como dos pares de alas a la
vez de uno (Bithorax) o patas en lugar de antenas (Antennapedia). Los genetistas
denominaron estos cambios como “transformaciones homeoéticas” en base al término
“homeosis”, que describe la transformacion de un segmento por uno de estructura
homologa, y llamaron homeoticos a aquellos genes que portaran esta secuencia. Las
transformaciones homeoticas fueron descubiertas desde inicios del siglo pasado por el
grupo de H. Morgan y cols., estas aportaron la clave para la identificacion de los genes
maestros que regulan la especificacion del plan del cuerpo (Garcia-Bellido, 1977; Lewis,
1978).

El advenimiento de la Tecnologia del DNA recombinante permitié clonar los genes
homeoticos responsables de éstas mutaciones en el complejo Bithorax y Antennapedia
(Complejo Homeodtico o HOM-C) dando inici6 al estudio de los mecanismos mediante los
cuales éstos genes controlan el desarrollo (Karch et al., 1985, Scott, et al., 1983, Kuroiwa et
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al., 1985). Como consecuencia, el aislamiento de los genes homeoéticos en D. melanogaster
inicié una época dorada en este campo que ha permitido el mejor entendimiento de los
mecanismos del control genético del desarrollo.

El locus del complejo Antennapedia (Antp) se extiende en una region grande del
cromosoma (100 Kpb) con exones e intrones tan grandes como 60 Kpb. Experimentos
realizados en Antp en el laboratorio de Walter Gehring y cols. demostraron que los genes
homeoticos comparten un segmento de DNA de 180 pb altamente conservado denominado
“Homeobox”, el cual codifica para una secuencia aminoacidica, denominada
homeodominio (HD), de 60 residuos altamente conservados, y en consecuencia reconocen
secuencias de union al DNA muy similares mediante la hélice de reconocimiento (Gehring
et al., 1987; Gehring et al., 1994).

Durante la ultima década, varios cientos de genes conteniendo el homeobox han sido
aislados en organismos tan diversos que van desde levaduras hasta vertebrados superiores
incluyendo al hombre (Acampora et al., 1989; Holland ef al., 1992; Sheperd et al., 1984;
Wang et al., 1993; Wysocka et al., 1989). Los homeodominios de anfibios y vertebrados
superiores como el raton y el hombre difieren en un solo residuo aminoacidico con Antp,
que es el ortdlogo en la mosca de la fruta. Esto demuestra la presencia de una fuerte presion
evolutiva para conservar la secuencia de aminoacidos de los homeodominios, si
consideramos que los vertebrados e insectos se separaron Yy evolucionaron
independientemente por mas de 50 millones de afios. Por otro lado, la distribucion co-linear
de estos genes agrupados y distribuidos en el cromosoma de acuerdo a su expresion a lo
largo del eje antero-posterior del plan del cuerpo (Figura 5), corroboran sin lugar a dudas su
alto grado de conservacion evolutiva (Gehring et al., 1994; Grier et al., 2005).

Los genes homeoticos en vertebrados estan divididos en familias y subfamilias
dependiendo del nivel de semejanza entre sus respectivos homeodominios. Se dividen en
dos clases: genes Clase I organizados en cuatro complejos (HOXA, HOXB, HOXC y
HOXD); y la Clase 2 o genes divergentes, en donde se encuentran Pax, Msx, Irq y Dlx,
llamados de acuerdo a su respectivo ortdlogo en D. melanogaster (pair, muscle segment,
iroquois y distal-less, respectivamente; Abate-Shen, 2002; Fu et al., 2003). La familia de
genes de la Clase I es homodloga tanto funcional como estructuralmente al complejo
homeotico (HOM-C) de D. melanogaster. Esta familia de 39 genes corresponde a la familia
de “genes HOX” en mamiferos donde estan organizados en cuatro complejos gendmicos
localizados en diferentes cromosomas, HOXA en 7p, HOXB en 17p, HOXC en 12p y
HOXD en 2p, y cada uno de ellos comprende de 9 a 11 genes acomodados en una
secuencia homologa a la que tienen en el genoma de D. melanogaster.
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Como se puede observar en la Figura 5 donde se muestra la relacion entre los genes de los
complejos Antennapedia (Ant-C) y Bithorax (Bx-C) de D. melanogaster y los genes HOX
en vertebrados, ademas de la expresion de éstos en su patron corporal (Favier & Dollé,
1997, Grier et al., 2005).

Se sabe que la expresion de estos genes HOX por lo general esta restringida a células
indiferenciadas o en estado de proliferacion, mientras que la expresion de los genes
homeoticos de la familia MSX regulan las interacciones mesénquimo-epiteliales, que
controlan la diferenciacion de los tejidos durante la embriogénesis (Abate-Shen, 2002).
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Figura 5. Expresion colinear de los genes homeoticos y HOX a lo largo de los ejes antero-posteriores
(AP) y craneo caudales en Drosophila melanogaster y vertebrados respectivamente. El desarrollo
evolutivo muestra la integracion en un solo cromosoma de los complejos Ant-C y Bx-C, que junto con
duplicaciones y deleciones permitieron establecer los 39 genes HOX presentes en el ser humano. Se muestra
la expresion a lo largo del eje AP tanto en D. melanogaster como en el humano (Grier et al., 2005).

La relacion entre el arreglo cromosomal de los genes homeoticos y la localizacion de
su expresion fue establecida por Ed Lewis en 1978, quien determindé la expresion co-linear
en éstos genes de acuerdo a su posicion en el cromosoma. Ademas, el patron axial se
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considera que puede ser el resultado de tres caracteristicas de los genes HOX. El primero
es que su expresion se da en bandas semi-definidas en el embridn, teniendo como ejemplo
la expresion de HOXA11 y HOXA13 en las extremidades de los vertebrados. La segunda
opcion es que los genes del extremo 3’ se expresan mas en todo el eje antero-posterior
(AP), mientras que los genes del 5’ se restringen a las estructuras posteriores, siendo el
“Codigo HOX” el que determina la estructura. El tercer caso es el de la prevalencia
posterior, donde los genes del extremo 5’ inactiva a los genes del extremo 3°, determinando
asi la identidad de las estructuras (Grier et al., 2005).

El papel de los genes HOX en la construccion de la organizacion del cuerpo humano
es esencial, pero los mecanismos finos de expresion son todavia una pregunta fundamental
para la biologia del desarrollo (Alberts et al., 2002).

5.5.1 Mutaciones en los genes HOX

Las mutaciones en los genes HOX provocan malformaciones en humanos, y en el
caso de D. melanogaster, la mutacion de un solo gen HOX dara lugar a fenotipos muy
dramaticos como Ultrabithorax. En vertebrados, debido a sus cuatro copias de los genes de
complejo HOX, ocurren transformaciones mas “sutiles” en las que un segmento se asemeja
mas a tejidos anteriores, esto debido a la redundancia genética dada por la expresion de
genes paralogos con los mismos patrones de expresion (Daftary ef al., 2006).

La relacion entre el arreglo cromosomal y la localizacion de su expresion fue
establecida por Ed Lewis en 1978, quien determin6 dos tipos de mutaciones homedticas, las
llamadas pérdida de funcion o ganancia de funcion, en la forma corporal dependiendo de la
posicion en el grupo. Las mutaciones de los genes homeoéticos por lo general llevan a
transformaciones homedticas del segmento mas anterior en donde se exprese el gen, aun
cuando se exprese en varios segmentos. Las mutaciones de pérdida de funcion por lo
general resultan en el desarrollo de estructuras que se encuentran en segmentos mas
anteriores, mientras que las mutaciones de ganancia de funcion producen segmentos con
estructuras encontradas en segmentos mas posteriores. A este efecto se le denomind
“dominancia posterior” o “prevalencia posterior” y es el resultado del patron de expresion
traslapada de los genes del HOM-C. Esto se observa en ratones sin los genes del grupo C,
los cuales mostraron anormalidades estructurales menores, aunque murieron de disfuncion
pulmonar al nacer (Suemori & Noguchi, 2000).
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La sinpolidactilia fue la primera malformacion asociada a una mutacion por parte del
gen HOXDI13 (Sayli et al., 1995). Esta patologia se caracteriza por la malformacion
heredada de los miembros tordcicos y pélvicos, que representan ausencia y/o reproduccion
de falanges u ortejos. Ademas, la expresion de HOXDI13 en el tubérculo genital produce la
hispospadia (malformacion en la que la uretra no alcanza a llegar hasta el glande
(Goodman, 2002).

Las mutaciones en HOXA13 se asocian con el sindrome “mano-pie-genital” (hand-
foot-genital syndrome). La anuncia congénita del pene o del clitoris también,
probablemente se deba a las mutaciones en los genes HOXA13 y HOXD13 (Carlson,
2005). Una mutacién en HOXDI10 se asocia con el talo vertical congénito y la enfermedad
dental de Charcot-Marie. La expresion alterada de genes HOX, en especial de HOXA11 y
HOXCI11 es provocada por la exposicion in utero al acido valprdéico que produce el
sindrome de valproato fetal, que se asocia a un mayor riesgo de espina bifida, y otras
anormalidades como defectos del corazon, paladar hendido y anormalidades craneofaciales
y en las extremidades (Grier ef al., 2005).

En ratones homocigotos para mutaciones “knockout” en los genes hoxal0, hoxcl0'y
hoxd10 (seis alelos mutantes), las vértebras lumbares presentaron proyecciones de costillas
transformadas en vértebras toracicas. Por lo tanto, los genes del grupo HOXI10 estan
involucrados en la restriccion de la morfogénesis de las costillas. Los ratones con un alelo
tipo silvestre y cinco alelos mutantes s6lo presentaron un par de costillas en la primera
vértebra lumbar, mientras que los que tenian dos alelos tipo silvestre y cuatro alelos
mutados presentaron una morfologia esquelética normal, indicando que la morfogénesis
vertebral depende de una regulacion cuantitativa mas que cualitativa como en Droshopila
(Wellik y Capecchi, 2003).

También se ha investigado extensamente la funcién de los genes HOX en la
hematopoyesis, encontrandose un patron caracteristico de estos genes en cada linaje y etapa
de diferenciacion de estas células. Utilizando estrategias de sobre-expresion y ratones
“knock-out” se ha encontrado que disrupciones en la expresion de los genes HOX
conducen a cambios en la progenie celular. Como el papel de HOXAS que llevd a la
expansion de las células progenitoras mieloides, y a la reduccion de la diferenciacion
eritroide; por el contrario, hubo una proliferacion de la poblacion eritroide e inhibicion de
la hematopoyesis granulocitica/monolitica al inhibir la expresion de HOXAS (Crooks et al.,
1999). A la par de estos experimentos, varios grupos de investigadores asociaron el gen
HOXADO9 con el desarrollo de células T, donde se observo una disminucion de éstas células
al bloquear la expresion de éste gen (Izon et al., 1998, Lawrence et al., 1997).
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5.5.2 Los genes HOX en patologias neopldsicas

Los genes HOX activan programas de genes efectores que llevan a cabo cambios
acorde a la sefial recibida. Estos genes regulan muchos procesos celulares, como la
adquisicion y mantenimiento espacio-temporales de las células, el establecimiento de la
identidad celular, el control del crecimiento y la proliferacion celular debido a su
interaccion con los mecanismos del ciclo celular y apoptosis. Todos estos procesos son
muy importantes tanto para la morfogénesis normal de los tejidos como para el desarrollo
de neoplasias (Cillo, 2006).

El potencial oncogénico de los genes HOX fue observada por primera vez en la
leucemia donde se documento la sobre-expresion de hoxa9 y Meis (gen del tipo Abd-B)
simultaneamente en ratones sinérgicos donde se llevo al desarrollo de leucemia mieloide
oligoclonal aguda en menos de tres meses, pero no se obtuvo este resultado con la sobre-
expresion de los genes por separado (Kroon ef al., 1998). Este fenémeno podria ser debido
a la interaccion de MEIS en la transportacion al ntcleo de la homeoproteina Hoxa9 (Kirito
et al., 2004). A partir de estos estudios se concluyd que muchos de los genes HOX eran
potencialmente leucemogénicos y se comenz6 a analizar el papel de los genes del
desarrollo en otros tipos de cancer, basados en la hipotesis de que los genes que se expresan
durante la embriogénesis, pero no en tejido adulto pueden re-expresarse en tejido
neoplasico. Estos descubrimientos dieron la pauta para el andlisis del papel de los genes
HOX en cancer, especificamente en leucemias (Grier et al., 2005). Abate-Shen llega a
conclusiones similares con respecto a que en los tumores sélidos malignos la expresion
aberrante de los genes HOX en cancer puede clasificarse en tres categorias. Estas
alteraciones se presentan en distintos 6rganos del ser humano las cuales se pueden observar
con mas precision en la Tabla III.

1. Los genes homeobox pueden re-expresarse en las células tumorales que se derivan

de células embrionarias en las que un gen HOX en particular se expresa durante el
desarrollo. La mayoria de los genes HOX desregulados en cancer caen dentro de
esta categoria, como se ha demostrado en céncer de rifion, mama y cerebro, entre
otros (Tabla III).
La ganancia de funcién de algunos genes homeo6ticos ha promovido el desarrollo del
fenotipo canceroso en lineas celulares en cultivo. En general, la expresion de estos
genes que se “encienden” en el cancer se restringe a células indiferenciadas o en
estado de proliferacion, ambas caracteristicas de las células tumorales. Se cree que
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esta actividad esta dada no por homeoproteinas mutantes, sino por homeoproteinas
normales que se expresan en un contexto equivocado. Esto también lleva a pensar
que los genes son selectivos respecto al tipo de tumor en el que han de expresarse.
En otras palabras, el resultado funcional de la oncogénesis puede variar
dependiendo del tipo de célula en que se expresa el gen homeotico.

2. Los genes homeobox pueden expresarse en células cancerosas derivadas de aquellas
en las que el gen no se expresa normalmente durante el desarrollo, como en el caso
de PAXS. Este gen se expresa en el mediloblastoma, pero no en el cerebelo, de
donde se deriva este tumor. Siendo que existen muy pocos ejemplos de este tipo de
desregulacion, se piensa que esta expresion “novedosa” de los genes homeoticos es
mas una excepcion que una regla (Tabla III).

3. Los genes homeobox pueden estar sub-regulados en células cancerosas derivadas de
tejidos en los que el gen se expresa normalmente en el estado diferenciado. Entre
los ejemplos de esta categoria se incluyen la pérdida de expresion de CDX2 en el
cancer de colon y NKX3 en el cancer de prostata. Existen ahora numerosos casos en
que la pérdida de expresion de un gen esta asociado con la tumorigénesis. Estos
genes pertenecen a familias que suelen expresarse en tejido completamente
diferenciado, como CDX y NKX. Un ejemplo notable es la pérdida de funcion de
HOXa5, asociada al cancer mamario. La mutilacion del promotor de este gen, y por
lo tanto, la pérdida de la expresion de la proteina se relacionan con la pérdida de
expresion de p53 (Tabla III).

Otros investigadores han analizado la relacion entre la expresion alterada de genes
HOX con cambios en procesos celulares, puesto que la transformacioén neoplésica y su
mantenimiento requiere un estado celular de proliferacion anormal, donde la diferenciacion
no se realice de manera apropiada y presenta una mala respuesta apoptotica. Existen
numerosos ejemplos en que las actividades oncogénicas de una homeoproteina se atribuyen
a sus efectos indeseados en la regulacion del ciclo celular, y que ademas reflejan una
extension errénea de sus funciones embrionarias normales. Siendo que los genes HOX
juegan un papel importante en el estado basal de la célula, no es sorprendente que los
cambios en la expresion de estos genes en los tejidos malignos afecten procesos tales como
la proliferacion, diferenciacion y muerte celular.
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4014 cS10n alterada ac 10S gene O Cn € d C
Tipo de cincer | Gen afectado Efecto
Mamario HOXAI1 Se expresa en tejido neoplasico, pero no en tejido normal. Induce la
transformacion oncogénica y promueve la supervivencia de las células
cancerosas.

HOXA5S Presenta pérdida de su expresion en mas del 60% de los canceres
mamarios, con una consecuente pérdida del RNAm y la proteina de
p53.

HOXBI13 Su expresion ectopica en la linea celular MCF-7 sugiere que pueden
contribuir a la proliferacion y metastasis tumoral.

Colorectal HOXBS6, Se encuentran sobre-regulados, como una marcada disminuciéon en
B8,C8 y C9 | Cdxl.

Pulmon Multiple Genes que se encuentran en el cancer de células pequefias, pero no en
tejido normal. Expresion de diversos genes que recapitulan el patréon
encontrado en el tejido pulmonar embrionario.

HOXA7, A10, | Se encuentran sobre regulados en la mayoria de los casos de cancer
B9,C5 y D13 | pulmonar de células pequenas (A7,C5 D13), y sobre regulados con
asociacion a bajos niveles de WNT7 a (A10, B9).
Melanoma HOXC10, C11 | La expresion de VLA e ICAM-I estan relacionados inversamente con
y C13 la expresion de los genes HOX C caudales, y con potencial
metastatico.

Prostata HOXC8 'y Su sobre-expresion en el cancer de prostata estd relacionada con la

otros genes del | desdiferenciacion de los tumores.

grupo C

Rifién HOXB5 y B9 | Se encuentran sub-regulados en comparacion con el rifion normal.

Vejiga HOXC4, C5y | Se encuentran sobre-regulados en comparacion con el urotelio normal.

Cé6

Tiroides Multiple Existe una desregulacion de los genes de la familia Abd-B.

Ovario HOXA7 No se expresa en el epitelio ovarico normal, pero si en el tumoral de
ovario diferenciados.

Endometrial HOXBI3 Su sobre-expresion en células de cancer endometrial es un indicador
de la invisibilidad de éste cancer.

HOXAI Se encuentra sobre-regulado con respecto al normal.

Tomado de Raman et al., (2000), Zhao et al., (2004), Grier et al., (2005), Samuel et al., (2005), Ma et al.,
(2006) y Cillo (2006).

Proliferacion celular

Un incremento en la expresion de hormona de crecimiento humana (hGH) esta
asociada con crecimiento neoplasico en células epiteliales mamarias. Zhang et al., en el
2003, encontraron que la produccion de esta hormona en células mamarias cancerosas
incrementaba la expresion y actividad transcripcional de HOXA1. Esta sobre-expresion
resultd en una regulacion positiva de Bel-2 y un incremento en el numero total de células.
HOXAI1 también disminuia la respuesta apoptética de las células cancerosas, ademds que
incrementaba la proliferacion celular independiente del anclaje. Estos descubrimientos
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indican que el incremento en la proliferacion, la disminucidon de respuesta apoptotica y un
aumento en el potencial metastatico pueden estar mediados, en parte, por HOXAI.
HOXCI10 es dependiente del tipo celular y su expresion también estd relacionada con la
proliferacion celular (Grier ef al., 2005).

Diferenciacion celular

La malignidad esta asociada con la falta de las células para diferenciarse, y varios
genes homeoticos estan relacionados con la diferenciacion terminal. La sobre-expresion de
algunos genes HOX esta asociada con la pérdida de la diferenciacion, como es el caso de
HOXCS en el cancer de prostata humano, ademads, se sugiere que ese gen esta involucrado
en la adquisicion de las caracteristicas invasivas y metastaticas.

Apoptosis

Raman et al., en el 2000, encontraron niveles bajos del RNAm de p53, una proteina
que juega un papel importante en la muerte celular, en una gran cantidad de tumores
mamarios, y notaron una pérdida coordinada de p53 y el RNAm de HOXAS en tumores y
lineas celulares de cancer mamario.

En 16 de 20 tumores negativos para p53 se encontrd que la regién promotora de
HOXAS estaba metilada, lo que llevo a los autores a concluir que una falta de expresion de
HOXAS puede ser responsable de la pérdida de expresion de p53 (Grier ef al., 2005).

Receptores Hormonales

Algunos genes HOX podrian interactuar con la sefalizacion de los receptores
hormonales, como es el caso de HOXCS8, que se encontr6 sobre-regulado en el cancer de
prostata y que suprime la sefializacion de los receptores de androgenos, o bien el caso de
HOXBI13, que se sabe que interactiia con los receptores de estrogeno (Ma et al., 2006), o el
caso de HOXAS, que es un regulador positivo de los receptores de progesterona (Raman et
al., 2005).
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5.6 Genes HOX en el desarrollo mamario
5.6.1 Desarrollo y ciclo mamario

El epitelio de la glandula mamaria se deriva del ectodermo; la primera diferenciacion
deriva en su distincion frente a otros tejidos epiteliales, como la piel, foliculos (del cabello),
u otros tejidos derivados. Esta diferenciacion ocurre en, al menos dos grande etapas. La
primera etapa inicia a los 10 dias de gestacion (E10), con el establecimiento de las bandas
mamarias; dos lineas anchas derivadas del epitelio que corren sobre el eje antero-posterior,
desplazadas del centro simétricamente. Estas bandas representan la primera evidencia
morfoldgica del patron mamario formandose y diferencidndose (Lewis, 2000).

La segunda etapa ocurre cerca del E11, con la delimitacion de la region del pezon: el
epitelio mamario forma un disco en forma de lente que comienza a asociarse con el
mesénquima mamario condensado y subyacente. El epitelio mamario continua creciendo

' o hasta formar una yema mamaria en
Peno:g%..imerﬁnano forma de bulbo, la cual se alarga e
invade el mesénquima condensado. La
Inmadurez Prepubescente
3 semana, crecimiento en reposo identidad celular del epitelio mamario
se establece firmemente desde la etapa

Inmadurez Postpubescente ] .
5a semana, crecimiento activo de yema E12.5, y se evidencia al ser

Madurez posible el transplante de una presunta

crecimiento en reposo

glandula mamaria al cojin de tejido
adiposo y regenerar, por si mismo, las
ramificaciones de los conductos. El

{IVEIEIon El Ciclo Mamario Embarazo desarrollo mamarios presenta una fase

apoptosis, crecimiento
i0 Iveol .

remodelacion dferenciacion lineal, en donde se establece la
secretoria

identidad como gldndula mamaria, y

una fase ciclica, en la cual se desarrolla

Lactancia la funcion productora de leche en cada

secrecion de leche

) ) ) . ) embarazo, regresando a un estado de
Figura 6. El ciclo mamario. El ciclo mamario

menstrual se establece a partir de la madurez de la
glandula mamaria en cada embarazo se presenta un esquematiza en la Figura 6.
ciclo de crecimiento, diferenciacion e involucion de

acinos lobulillares o alvéolos (Lewis, 2000).

madurez. El ciclo mamario se
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5.6.2 Expresion de los genes HOX en las diferentes fases del desarrollo mamario
5.6.2.1 Fase lineal

El esquema del desarrollo mamario y la expresion de los genes HOX se observa en la
Figura 7. Durante la embriogénesis, los genes HOXB9 y HOXD9 se expresan en el tejido
mesenquimatico mamario que rodea al bulbo epitelial, sugiriendo un papel en la
condensacion del mesénquima o en la modulacion de interacciones epitelio-
mesenquimaticas durante el desarrollo temprano de la glandula mamaria (Lewis, 2000).
Mientras la yema mamaria se alarga, llega a un segundo mesénquima- el mesénquima
precursor del cojin de tejido adiposo- y comienza a ramificarse para formar la glandula
rudimentaria del neonato. Antes o durante esta transicion actiian una gran cantidad de genes
para permitir un mayor desarrollo o para controlar el establecimiento del dimorfismo sexual
de la glandula mamaria (como el Lefl, PThRP, PPRI). Experimentos de recombinacion de
tejido indican que el mesénquima mamario y el mesénquima del tejido adiposo afectan el
crecimiento del epitelio mamario de muy diferentes maneras, sugiriendo diferencias
fundamentales es su identidad y propiedades bioldgicas con respecto a la interaccion de
tejidos. Se desconoce como se establecen estas diferencias y en la transicion a la siguiente
etapa es critica la presencia de Msx-2 (Lewis, 2000).

Del nacimiento a la pubertad, la glandula mamaria se mantiene rudimentaria y sin
crecimiento notable. Durante la pubertad, las hormonas del ovario estimulan el
alargamiento rapido e invasivo de los conductos, liderado por el crecimiento de una
estructura llamada yema terminal final, la cual consiste de cuatro a seis cepas de células no
diferenciadas y una capa de células que las rodea. Estas células se diferencian en células
epiteliales luminares (que constituirdn diferentes tipos celulares) y células miopiteliales,
respectivamente, mientras que forma el conducto subyacente. No se conoce como se marca
el destino celular del resto de los tipos celulares individuales. Aqui el gen A/x4 se enciende
en estroma periductal, y HOXB7 estara encendido en el epitelio ductal hasta la fase
temprana del embarazo, junto con Msx/; Msx2 desaparecera del estroma periductal hasta la
mitad del embarazo. HOXD4 comienza a actuar en esta etapa, junto con HOXD9 y
HOXD10, en el epitelio ductal. HOXD10 esta presente también en las yemas terminales y
el estroma periductal. Se ha encontrado que HOXD?9 se expresa en el desarrollo post-natal
y aumenta su expresion en los fibroblastos periductales y el epitelio ductal del periodo
previo al embarazo, disminuyendo su expresion en estas células durante el embarazo
(Lewis, 2000).
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Al llegar a los limites del cojin de tejido adiposo en la madurez del conducto, cesa su
alargamiento y la yema terminal se revierte a un sistema ramificado de yemas
diferenciadas. Estos conductos se mantienen en reposos hasta que ocurre el embarazo y se
piensa que se mantiene este control por medio de miembros de la superfamilia de los
factores transformadores de crecimiento-§ (Lewis, 2000).

Alx-4 — Yema terminal Jassstnssinisannins |
Mesénquima mamaro [
Estroma periductal oo |
Msx-1 Epitelio de conducto I
5 Epitelio alveclar —
W
Msx-2 ///% i Su funcidn se requiere W//%
Precursor adiposo C———
Hoxb-7 Piel [T
o
Hoxb9 ) %
Hoxd-d ———

Hoxd-9 T ﬂ

Hexd-10

% Del nacimiento Principios del Finales del

~E13 al embarazo Embarazo Embarazo Lactancia

Figura 7. Papel de los genes HOX en el desarrollo mamario. Los genes HOX se encuentran expresados en
un tejido y tiempo especificos. Los genes HOXB7, HOXD4, 9 y 10 se expresan del nacimiento a principios
del embarazo, en el epitelio ductal. HOXD10 se expresa en las yemas terminales y continua expresandose
durante el embarazo y la lactancia en el epitelio alveolar, ademas de expresarse en el estroma periductal. La
funcion de los genes Msx-2, HOXB9, D9 y D10 se requiere para cambiar entre etapas (Lewis, 2000).

5.6.2.2 Fase ciclica

Los cambios hormonales que ocurren en el embarazo inicial una fase ciclica del
desarrollo, en la que hay transiciones criticas en la morfologia glandular, de
predominantemente ductal a predominantemente l6bulo-alveolar. Las células progenitoras
lobulo-alveolares, localizadas dentro de los conductos, proliferan para formar yemas
alveolares, que se diferencian en alvéolos. Cerca de la mitad del embarazo, el epitelio
alveolar adquiere la capacidad de producir proteinas lacteas (Etapa 1 de la transicion a
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lactogénesis) pero la funcion secretora estd inhibida. En el parto, se detiene la inhibicion de
la secrecion y estas células comienzan a secretar grandes cantidades de leche (Etapa 2 de la
transicion a lactogénesis). Al ocurrir el destete, la secrecion de leche cesa y la mayoria de
las células alveolares llegan a la apoptosis (muerte celular programada) mientras que una
poblacion de células epiteliales residuales se remodelan para formar las ramificaciones de
los conductos y esperar el siguiente embarazo (Lewis, 2000).

En el inicio del embarazo, en el epitelio alveolar se expresan los genes HOXD4,
HOXD9 y HOXD10. La transicion a la etapa 2 parece depender de HOXB9 y HOXDO.
Ademas, HOXD9 mostr6 una mayor expresion en epitelio alveolar en desarrollo, en
comparacion con el conducto subyacente, reafirmando su papel en la diferenciacion
alveolar durante el embarazo. En esta etapa del embarazo y durante la lactancia fue posible
encontrar a HOXD10 en el epitelio alveolar, el epitelio de conducto y del estroma
periductal, por lo que su expresion es critica para la transicion entre estas dos fases. Estos
cambios estan dados por sefiales hormonales y factores de crecimiento, pero la manera en
que las células epiteliales y del estroma estdn programadas para responder y mantener el
estado diferenciado se desconoce (Lewis, 2000). Ademas, Chen y Capecchi en 1999
demostraron que los genes HOXA9, HOXB9 y HOXD9 influencian en la proliferacion y
ramificacion del epitelio mamario en respuesta al embarazo.

La expresion de HOXD10 se demostr6 en tejido epitelial y estroma por hibridacion in
situ, con altos niveles en epitelio alveolar en secrecion. Esto indica que puede tener un
papel importante en la diferenciacion loébulo-alveolar o en la transicion de embarazo a
lactancia. Al inhibir la expresion de este gen, la lactancia se vio afectada en un porcentaje
significativo de animales mutantes homocigotos en los que las glandulas de los animales
afectados no mostraron la expansion de los alvéolos (Lewis, 2000).

El papel de los genes HOX en el desarrollo mamario se hace notar al detectar su
expresion en el epitelio mamario y/o en el estroma periductal donde son dependientes del
nivel de estrogenos. Estas interacciones son criticas para el desarrollo y funcién de la
glandula mamaria, y tienden a estar alteradas en la progresion neoplasica (Lewis, 2000).

5.7 Expresion alterada de los genes HOX en cancer mamario
La expresion de los genes HOX en neoplasias mamarias es compleja debido a que

existen distintos tipos de neoplasias y distintas lineas celulares modelo. La transformaciéon
neoplasica y su mantenimiento depende de la inmortalizacion- dada por alteraciones en la
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regulacion del ciclo celular, proliferacion, y su muerte celular-, de la anaplasia-perdida de
la diferenciacion celular, expresion de nuevas proteinas que permiten invasividad-, y de la
angiogenésis-formacion de nuevos vasos sanguineos que irrigan al creciente tejido (Kufe et
al., 2003). Muy pocos estudios han abordado la alteracion de la expresion de los genes
HOX en los procesos de transformacion oncogénica, sin embargo se sabe que los genes
HOX juegan un papel fundamental en la determinacion del programa molecular del tejido
mamario, el cual esta severamente alterado en los procesos de cancer.

Dentro de los 39 genes HOX analizados en los tejidos normales, tejidos benignos y
cancer mamario se encontraron niveles alterados de expresion en los siguientes genes:

El aumento de la expresion de HOXA1 ha sido asociada a cancer de mama
(Friedmann et al., 1994; Zhang et al., 2003; Water & Conway-Campbell, 2004), aunque los
resultados obtenidos por Cantile y cols. en el 2003 y Makiyama y cols. en el 2005 no
muestran su presencia en la mayoria de las muestras tumorales, por lo contrario, se observa
disminucion en la expresion de HOXA1. Ademas, la expresion diferencial de los distintos
transcritos de HOXA1 generados por splicing alternativo no ha sido extendidamente
revisada, lo cual conduce a determinar cudl o cudles transcritos se expresan de manera
alterada en cancer de mama.

Por otra parte, la pérdida de la expresion de HOXAS también se ha correlacionado
con la pérdida de p53 (Raman et al., 2000; Chen et al., 2004), y aunque Cantile y col. en
2003 no detectaron HOXAS5 en tejido mamario normal, Makiyama y cols. (2005)
detectaron un disminucion significativa en carcinomas con respecto a tejidos tumorales
benignos.

En relacion con HOXD3, este gen muestra mayor expresion en tejido normal que en
cancer, de acuerdo a Svingen y Tonissen (2003) y Makiyama y cols. (2005), aunque
también se ha encontrado asociado a cancer de mama y otros tipos de cancer (Cantile et al.,
2003; Hamada et al., 2002).

Con respecto a hoxd4 y hoxd8 mostraron un patron de expresion similar en la
glandula mamaria murina, expresandose en tejido normal y no expresandose en tejido
tumoral (Friedmann, 1995) y encontrandose una diferencia significativa en su expresion en
tejido normal mamario humano y tejido con cancer (Makiyama et al., 2005). Asimismo, el
apagado de HOXD4 es apoyado por el silenciamiento mediante mutilacion del gen HOXD4
en células mioepiteliales de conductos mamarios con cancer in situ con respecto a células
mioepiteliales normales (Hu et al., 2005). Sin embargo, HOXD4 ha sido encontrado, de
manera contraria, encendido en tejido con cancer y apagado en tejido normal mamario, y
HOXDS se encontr6 tanto en tejido normal como con cancer (Cantile et al., 2003).
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HOXD10 se expresa en tejido normal mamario y no presenta expresion en neoplasias
(Friedmann, 1995; Lewis, 2000, Makiyama et al., 2005), aunque Cantile y cols. en 2003
encontraron su expresion en cancer y no detectaron HOXD10 en tejido normal. Debido a la
controversia existente por Cantile y cols. (2003), la expresion de estos genes necesita ser
aclarada.

En cuanto a la variabilidad en la expresion de HOXB2 y BS5 en tejido mamario, con
un trabajo con un mayor numero de muestras se podria esclarecer mejor el patrén de
expresion de estos genes. HOXB2 se ha descrito tanto encendido como apagado en tejido
normal mamario, mientras que se ha reportado encendido en cancer. Se ha descrito la
expresion de HOXBS en tejido normal de mama, pero su presencia en tejido maligno es
variable (Svingen & Tonissen, 2003; Cantile et al., 2003; Yamamoto et al., 2003;
Makiyama et al., 2005).

La investigacion realizada por Webb y cols. en el 2007 realizando la amplificacion
mediante RT-PCR de los genes HOXA1, HOXB2, HOXD3, HOXD4, HOXB5, HOXD10 y
HOXAT11 donde los genes HOXAL transcrito corto y transcrito medio, AS y D3 fueron
detectados principalmente en tejido normales y fibroadenomas, con una alta correlacion
entre su expresion y la ausencia de malignidad. La expresion de los biomarcadores
moleculares RE, RP, Ki67, p53m y Her2/neu, analizados en 15 muestras de
adenocarcinomas ductales infiltrantes, fue independiente de la expresion de los genes antes
mencionados.

5.7.1 HOXBI13

HOXB13 es un gen Homeobox correspondiente a la familia de “genes HOX”
localizado en el lado mas proximo del 5° del segundo complejo (HOXB) en el cromosoma
17p. Es un miembro de la familia AbdB cuya expresion perdura a través de la
organogénesis y continua en la prdstata madura del raton adulto (Sreenath et al, 1999;
MacMullin et al., 2009). Zeltser y cols. en 1996 determinaron la secuencia del gen
HOXB13 paralogo para humanos y ratones. Una combinaciéon de mapeo genético y fisico
demostré que HOXB13 era un nuevo gen que se encontraba localizado aproximadamente a
70KDb de hoxb9 en la misma orientacion de transcripcion que el resto del grupo B.

En embriones de ratones, #oxbl3 mantiene colinearidad temporal y espacial en la
mayor parte del eje del cuerpo, estando expresado en fases mas tardias del desarrollo en la
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region bulbo caudal y posteriormente, en el cordon espinal, tracto digestivo y tracto
genitourinario.

Entretanto, no se expresa en miembros y bulbos genitales. Este gen se encuentra
relacionado o involucrado en el proceso de cicatrizacion, aunque el mecanismo no se
encuentra bien estudiado, se ha encontrado que la sobre-expresion de hoxbl3 produce
varias anormalidades fenotipicas en tejido epidérmico bien diferenciado en modelos
murinos adultos, mientras que en modelos murino fetales se ha encontrado que hoxbi3
tiene funciones proapoptéticas y antiproliferativas durante el desarrollo de la médula
espinal caudal y de las vértebras de la cola (Mack et al., 2005).

Se afirma que alteraciones de dos genes HOX localizados en las regiones 9-13
principalmente de los complejos A y D, son frecuentemente relacionados con alteraciones
en las extremidades de algunos miembros humanos. Tal es el caso de la sinpolidactilia que
es el resultado de las expansiones polialaninicas provocadas por repeticiones imperfectas de
un trinucleodtido en el exon 1 del gen HOXD13 resultando en la insercion de 15 residuos de
alanina en la regiéon N-terminal de la proteina provocando la perdida de funciéon de la
misma. Consecuencias patoldgicas similares fueron identificadas para un mismo tipo de
alteraciones en el gen HOXA13 (Cazal, 2004).

La perdida de funcion de hoxb13 esta fuertemente asociada con el crecimiento de las
vértebras de colas en animales asi como en deleciones homocigoéticas para este gen. Existe
la teoria de que HOXBI13 tal vez funcione como un represor de la proliferacion de células
neurales, pudiendo ser considerado como un activador de apoptosis en el Sistema Nervioso
Central e igualmente, un inhibidor del crecimiento de las vértebras caudales (Economides
& Capecchi, 2003; Cazal, 2004).

Por otra parte, en animales adultos, la expresion de hoxb13 se restringe a la prostata,
colon distal y recto (Sreenath et al., 1999; MacMullin et al., 2009). La acumulacion del
RNAm de HOXBI13 no se ve disminuido por castracion, indicando que los androgenos
testiculares no son requeridos para mantener los niveles normales de expresion de dicho
gen (Sreenath et al., 1999; MacMullin et al., 2009).

5.7.2 Expresion alterada del gen HOXB13 en cancer mamario
Interesantemente en nuestro laboratorio Webb en el 2007 detecto la expresion del gen

HOXBI13 en muestras pertenecientes a los estadios I y II del desarrollo del cancer mamario,
con una fuerte correlacion con la presencia de malignidad. Los resultados obtenidos en este
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trabajo demostraron que el transcrito de HOXB13 muestra claramente su expresion
selectiva en 27 de 35 muestras neopldsicas analizadas, con una alta incidencia y no se
detectd su expresion en siete muestras analizadas de tejido no maligno.

La expresion del gen HOXB13 se encontrd en la mayoria de las muestras de tejido
maligno analizadas con una fuerte correlacion con la presencia de malignidad, lo que lo
postulo como un probable biomarcador molecular temprano. En tejido normal mamario, la
expresion de HOXBI13 se ha detectado como nula, con la excepcion de un subgrupo de
muestras normales en las que este gen se expresd en baja concentracion en la unidad
terminal del conducto lobular, lo que sugiere un papel en la fisiologia mamaria normal
(Yamamoto et al., 2003, Svingen & Tonissen, 2003; Cantile et al., 2003; Ma et al., 2004;
Makiyama et al., 2005). De manera similar, las lineas celulares de epitelio mamario
inmortalizado SVCT y MCF-10F no expresaron el mensajero de HOXB13 (Russo ef al.,
2001; Svingen & Tonissen, 2003; Ma et al., 2004). Por el contrario, en cancer de mama se
ha encontrado la expresion de HOXB13, en once de catorce muestras de carcinoma
mamario (Cantile et al., 2003). Asimismo, el transcrito de HOXB13 fue detectado en la
linea de cancer de mama ductal RE positivo MCF-7, y no en el adenocarcinoma altamente
invasivo y RE negativo MDA-MB-231 (Svingen & Tonissen, 2003). Por otro lado, se
detectaron cantidades bajas del mensajero de HOXB13 tanto en tejido tumoral benigno
como en adenocarcinomas mamarios, sin mostrar una diferencia significativa (Makiyama et
al., 2005). Por otra parte, Ma y cols. en el 2004 mostraron que la expresion de HOXB13
fue significativamente mas alta en carcinoma ductal in situ y carcinoma ductal invasivo,
comparado con cé€lulas epiteliales normales en un estudio realizado con RT-PCR en tiempo
real y microdisecciéon con captura de laser. Ademas, demostraron que la expresion de
HOXBI3 se limita a las células tumorales mediante hibridacion in sifu. El andlisis de
expresion de HOXB13 con microarreglos correlaciond la sobre-expresion de este gen con
la baja expresion del receptor B de IL-7, en muestras de cdncer de mama ductal con
recurrencia del cancer al tratamiento con Tamoxifen. Ademas, la expresion de HOXB13 en
la linea celular MCF-10A-de fenotipo normal-aumento6 la movilidad, al reducir las uniones
de tipo epitelial, y la invasion in vivo al tratarse con factor de crecimiento epidermal (EGF).
Por otra parte, se ha indicado que este gen se sobre-expresa al haber exposicion a
estrogenos en lineas celulares de céncer de endometrio, respondiendo de manera
dependiente a tiempo y dosis (Zaho et al., 2005).

Debido a que existe controversia con respecto al analisis de la expresion del gen
HOXBI13 en cancer mamario y la cuantificacion de dicho gen no se ha realizado en la
poblacion mujeres de poblacion mexicana en esta tesis se cuantificaron los niveles de
expresion del RNAm del gen HOXB13 en muestras de tejido mamario normal y en
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carcinomas para determinar su relacion con la presencia de patologia maligna en tejido
mamario.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Amplificacion del gen HOXB13 mediante PCR Punto Final en las lineas celulares
7.1.1 Obtencion de las lineas celulares

Las lineas celulares que se utilizaron para lograr la estandarizacion de la
amplificacion del gen HOXBI13 fueron la linea celular MCF-7 proveniente de un
adenocarcinoma ductal infiltrante con receptor de estrogeno positivo y la linea celular SiHa
obtenida de carcinoma de cérvix de células escamosas infectadas con el virus de papiloma
humano tipo 16. Es importante mencionar que la linea celular MCF-7 fue amplificada
generosamente por la M.C. Ana Dulce Herndndez Herrera y el M.C Santiago Saavedra
Alonso, ambos pertenecientes a la Unidad de Biologia Molecular del Céancer y Unidad de
Virologia y Céncer del Laboratorio de Inmunobiologia y Virologia de la Facultad de
Ciencias Biologicas a cargo del Dr. Pablo Zapata Benavides y la Dra. Laura Trejo Avila
respectivamente. Por otra parte, la linea celular SiHa fue propagada en la Unidad de
Biologia del Desarrollo del Laboratorio de Inmunologia y Virologia por la M.C. Jannet
Edith Salinas Herndndez. Para llevar a cabo la colecta de la pastilla celular, las células se
colocaron en tubos para centrifuga de 50 mL, posteriormente se centrifugaron a 2,000 rpm
por un tiempo de 4 min., se vertié medio de cultivo y se anadié 10 mL de Buffer PBS 1X,
se agit6 suavemente, y se centrifugd a 2,000 rpm por 5 min. Se repitid este paso de lavado
con el buffer PBS, se retird el sobrenadante, y la pastilla celular se congelé a -70°C
(modificado de Sambrook de Russell, 2001).

7.1.2 Aislamiento de los RNA’s totales a partir de lineas celulares

El proceso de extraccion de los RNA’s totales fue realizado siguiendo el método de
“aislamiento de RNA con Trizol” descrito por Simm y cols. en 1993. Se utilizé material
libre de RNAsas (enzimas que degradan el RNA) tales como tubos para microcentrifuga
certificados, agua tratada con DEPC (dietilpirocarbonato, Sigma-Aldrich Quimica S.A de
C.V, Toluca, México). Todas las soluciones utilizadas fueron disueltas en agua DEPC, se
utilizaron recipientes de vidrio, morteros, material quirargico, micropipetas reservadas para
uso exclusivo del manejo de RNA, todo horneado durante 3 horas a 300 C, ademas de que
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se utilizaron guantes libres de talco y tapabocas para evitar la contaminacion de las
muestras. Las cdmaras de electroforesis fueron tratadas previamente con RNAase Zap
(Invitrogen, Carlsbald California, USA) y se limpi6 el area de trabajo con RNAase Zap y
agua DEPC.

Homogenizacion

1. Mediante pipeteo se homogenizaron los cultivos celulares con Trizol (1 mL de
Trizol/5 a 10 x 10° células; Invitrogen Carlsbald California, USA) en tubos de
microcentrifuga de 1.5 mL.

Separacion de Fases

2. Para lograr la separacion de fases, se incubd la solucion homogenizada durante 5
min a temperatura ambiente para permitir la disociacion completa de los complejos
de nucleoproteinas.

3. Se afiadieron a la solucién 0.2 mL de cloroformo para cada mililitro de Trizol
utilizado para la homogenizacién. Se mezcld en vortex vigorosamente durante 15
seg.

4. La mezcla resultante se incub6 a temperatura ambiente por 10 min y se centrifugoé a
14 000 rpm a 4°C durante 15 min.

5. Una vez terminada la centrifugacion se retir6 el tubo gentilmente observando las 2
fases: la fase organica de colo rojo (inferior) que es fenol-cloroformo, una interfase
y la fase acuosa incolora (superior) donde se encuentran los RNA’s totales.

Precipitacion del RNA

6. Para la precipitacion de los RNA’s se transfirio la fase acuosa a un tubo nuevo y se
agregd 0.5 mL de isopropanol por cada mililitro de Trizol utilizado en la
homogenizacion inicial.

Lavado del RNA

7. Se incubaron las muestras a temperatura ambiente por 10 min y se centrifugaron a
14 000 rpm por 10 min a 4°C y se procedid al lavado de la pastilla de los RNA’s,
donde se removio el sobrenadante y se lavo (mezclando en vortex 2 seg) con 1 mL
de etanol 75 % por cada mililitro de Trizol empleado en la homogenizacion inicial.

Solubilizacién del RNA

8. Se centrifugd a 14 000 rpm por 5 min a 4°C. Una vez obtenida la pastilla de los
RNA'’s, se retird el sobrenandante y se dejo secar la pastilla de los RNA’s a
temperatura ambiente de 15 a 20 min, sin permitir que se secara totalmente.
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9. Se resuspendio la pastilla en 15 pL de agua DEPC.
Visualizacion del RNA

10. La visualizacion de los RNA’s se realizo en geles de agarosa al 0.8% colocados en
una cadmara de electroforesis horizontal sumergidos en buffer SB 1X. Las muestras
de los RNA’s fueron mezclados con 2 puL de jugo azul 6X (Azul de bromofenol
0.25%, xilencianol 0.25%, glicerol 30%) y fueron depositadas en los carriles del
gel. La electroforesis se llevd a cabo a 100V por 40 min, posteriormente se tifieron
en una solucion de bromuro de etidio a una concentracion de 5 pg/mL durante 10
min. La fotodocumentacion de los geles con los RNA’s se realizd utilizando un
transiluminador de luz UV. Se determino la calidad de los RNA’s, asi como su
integridad con la presencia de las dos bandas prominentes de los RNA’s
ribosomales de aproximadamente 5 y 2 Kb (28S y 18S, respectivamente).

7.1.3 Cuantificacion de los RNA’s totales extraidos

Para cuantificar la concentracion y evaluar la pureza de los RNA’s extraidos se
utilizaron longitudes de onda de 260nm (Azs) y 280nm (Asso) en el espectrofotometro
NanoDrop ND-1000" (Thermo Scientific). La pureza de los RNA’s en relacion a la
presencia de proteinas se obtuvo con el cociente de las absorbancias a las longitudes de 260
y 280nm (A260/A280).

7.1.4 Sintesis de los DNAc’s a partir de los RNA’s totales

La sintesis de los DNAs complementarios (DNAc’s) a los RNA’s se llevd acabo
mediante la técnica de “transcripcion reversa” (RT) descrita por Gerard ef al., en 1986. Se
realizaron las mismas condiciones y precauciones que en la extraccion de los RNA’s para
evitar la contaminacion por RNAsas. La mezcla de reaccion se elaboré como se muestra en
la Tabla IV y se homogeniz6 por pipeteo. Todo el procedimiento se llevo a cabo en todo
momento en hielo.
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Tabla IV. Mezcla de la reaccion de RT-PCR

REACTIVO VOLUMEN (1X)
RNA’s totales 0.5ug/ uL 10ulL
Desoxinucleotidos trifosfatados (dNTPs) 1uL
20mM
Oligo(dT); 0.5 ng/ pL 0.5uL
(Invitrogen, Carlsbad, CA)
Agua DEPC 0.5 uL
Volumen Final 12ul

La mezcla de reaccion se centrifugd gentilmente por unos segundos para llevar todo
el liquido hasta el fondo y se incubd a 65°C por 5 min. Despues se coloco en hielo
inmediatamente.

A continuacion, se afadieron los siguientes componentes de RT como se muestra en
la Tabla V.

Tabla V. Componentes para la reaccion de RT-PCR

REACTIVO VOLUMEN (1X)
Buffer de reaccion 5X 4uL
DIT 0.1 M 2uL
Agua DEPC 1pL
Volumen Final 7ul

Se mezcl6 suavemente por pipeteo y se centrifugd gentilmente por unos segundos
para luego incubar la reaccion por 2 min a 37°C.

Se anadio 1uL de la enzima transcriptasa reversa del virus Moloney de la leucemia
murina (M-MLV, 200U/uL Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU) y se mezclé por
pipeteo.

La reaccion se llevo al termociclador (Mastercycler gradient, Eppendorf) donde se
incubo a 37°C por 50 min y se concluyd con la inactivacion de la reaccion
incubandola a 70°C por 15 min.

Los DNACc’s se almacenaron a -20°C.
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7.1.5 Amplificacion del gen HOXB13 en los DNAc’s de las lineas celulares

Los oligonucleétidos utilizados para llevar a cabo la amplificacién de los genes f-
actina (producto de 276pb) y HOXB13 (producto de 300pb) fueron los previamente
descritos por la Med. Cir. Ixchelt Cuaranta Monroy donde utilizd las secuencias
nucledtidicas del National Center for Biotechnology Information (NCBI), y el programa
primer3 (Rozen & Skalesky, 2000), disponible en linea (http:/frodo.wi.mit.edu/).

La amplificacion de los genes f-actina y HOXB13 en los DNAc’s obtenidos de las

lineas celulares se llevd a cabo mediante la metodologia modificada de Sambrook &
Russell (2001). Todas las reacciones de amplificacion se realizaron en un volumen final de
25 uL en un tubo de microcentrifuga de 0.6 mL al que se le afiadié 1 pL de una dilucion
1:10 de DNACc, ademas de 0.25 pL de desoxinucleotidos trifosfatados (ANTPs) 0.2mM, 30
ng de cada oligonucledtido, buffer 10X (con una concentracion de 20mM de Tris-HCI pH
8.4, 50mM KCI, MgCl, 2.5mM y 2.5 U de Taq polimerasa 5U/ pL (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EEUU). La reaccion de PCR se llevd a cabo en el Termociclador Mastercycler
gradient, Eppendorf. En la Tabla VI se especifican las condiciones para la amplificacion de
HOXB13, los pasos de la reaccion de PCR Punto Final, asi como la temperatura, el tiempo
y los ciclos en cada uno de ellos.

Tabla VI. Etapas de la reaccion de PCR Punto Final

Etapa Ciclos Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacion inicial 1 94 5 min
Desnaturalizacion 94 1 min
Alineamiento 35 62 45 seg
Extension 72 1 min
Extension final 1 72 10 min

7.1.6 Visualizacion de los productos amplificados en geles de agarosa

La electroforesis se realizo en geles de agarosa (Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU) al
1.2%. Para esto, se pesaron 120 g de agarosa y se anadieron a 88 mL de Buffer SB 1X
(0.01M de NaOH, 0.04M H3BO,), para después disolverla calentando la solucidon uno o dos
minutos en el horno de microondas. La agarosa derretida es colocada en un molde y una
vez solidificada se coloca dentro de una camara de electroforesis horizontal llena de buffer
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SB 1X. A continuacion, se mezclaron 10uL de los productos amplificados en 2 pL de
buffer de carga 6X (Azul de bromofenol 0.25%, xilencianol 0.25%, glicerol 30%) y se
colocaron en los pozos del gel. En los pozos de los gel realizados se incluy6 una carga de 3
uL de marcador pBS Mspl o de marcador APst los cuales fueron realizados en nuestro
laboratorio como referencia. Posteriormente, se aplico voltaje de 120 V por 40 min. Una
vez terminada la electroforesis, los geles se tifieron en una soluciéon de Bromuro de Etidio a
una concentracion de Spg/mL durante 10-15 min. La fotodocumentacion de los geles para
visualizar los productos amplificados se realizé utilizando un transiluminador de luz UV
(UVP Upland, CA, EEUU) y se fotografio con una camara Olympus Camedia C-400
equipada con un filtro de luz UV. Las iméagenes fueron procesadas utilizando los programas
Photostudio 5.5 (Windows) y en los casos en que la banda de amplificacion fue muy tenue,
se confirmd su presencia mediante el ajuste de los niveles de color en la fotografia del gel,
utilizando el programa Adobe Photoshop 7. 0.1.

7.2 Amplificacion de HOXB13 en los tejidos mamarios
7.2.1 Colecta de las muestras de tejido mamario

Las muestras de tejido mamario se obtuvieron del Departamento de Anatomia
Patologica del Hospital Regional de Ginecologia y Obstetricia del Instituto Mexicano del
Seguro Social a cargo de la Dra. Josefina Salinas del Laboratorio Forense del Hospital
General de Zacatecas por el Dr. José Isaias Badillo y del Hospital General de Zona No. 6
del Instituto Mexicano del Seguro Social en colaboracion con el Dr. Juan Araiza Chavez.
La Dra. Salinas fue la encargada de revisar la anatomia patologica de 23 muestras de
biopsias transoperatorias de adenocarcinoma mamario y dos muestras de fibroadenoma
mamario, mientras que el Dr. Badillo colect6 cinco necropsias de tejido mamario normal y
siete muestras de cancer de mama. Por otra parte, el Dr. Juan Araiza Chéavez colectd 26
tejidos de carcinomas mamarios y 23 tejidos mamarios normales. Las muestras colectadas
por parte de la Dra. Salinas y del Dr. Badillo fueron puestas en congelacion para su
posterior almacenamiento. Posteriormente, la Q.B.P. Martha Sofia Aguirre Gonzalez, en la
Unidad de Virologia y Céncer del Laboratorio de Inmunologia y Virologia, realizd los
cortes y la preservacion de los adenocarcinomas mamarios donados por la Dra. Salinas en
Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU) para su posterior procesamiento. Las muestras
donadas por el Dr. José Isaias Badillo y por el Dr. Juan Araiza Chavez se colectaron en la
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solucion RNA/later® (Ambion, Austin, TX, EEUU) para ser almacenadas a 4°C por un
tiempo variable (de 2 a 14 dias) y finalmente se almacenaron a -20°C. Los resultados de la
expresion de los marcadores moleculares de algunas muestras, fueron amablemente
proporcionados por el Dr. Juan Araiza Chavez y por el Dr. Angel Zavala Pompa del
Hospital de Especialidades del IMSS No. 25.

7.2.3 Sintesis de los DNAc’s a partir de los RNA’s totales del tejido mamario

La metodologia utilizada para la extraccion de los RNA’s totales de los tejidos
mamarios fue similar a la realizada para la obtencion de los RNA’s totales de las lineas
celulares. Las muestras almacenadas a -20°C se descongelaron, y se tomaron del tubo
contenedor con pinzas (previamente horneadas por 3 h a 300°C), se disectd una cantidad
variable de tejido (20-70 mg), se peso, se continué con la metodologia descrita en los
puntos 7.1.2 y 7.1.3. La reaccidon de transcripcion reversa se realizd mediante el mismo
método que se expuso en la seccion 7.1.4.

7.2.4 Amplificacion del gen HOXB13 en tejido mamario

La amplificacion del gen HOXB13 en los DNACc’s del tejido mamario se llevo a cabo
como se describe en el punto 2.1.6. En cada reaccion se incluy6 un ensayo sin DNAc como
testigo negativo y otro ensayo con el DNAc’s de las lineas celulares como testigo positivo
de la reaccion de PCR.

7.3 Amplificacion mediante PCR Tiempo Real de HOXB13

El PCR Tiempo Real se ha convertido en un procedimiento bien establecido para la
cuantificacion de la expresion génica. Los métodos tradicionales como el Northern blot, en
muchos casos son inadecuados, debido a su baja sensibilidad y la necesidad de altas
concentraciones del templado. La ventaja del PCR Tiempo Real es que permite una
cuantificacion con un rendimiento altamente reproducible, un amplio rango dindmico y una
alta sensibilidad (Foster ef al., 2003). En la Figura 8 se muestra que los sistemas de
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cuantificaciéon por PCR Tiempo Real se caracterizan por detectar la amplificacion de un
producto de PCR durante el desarrollo de una reaccion y no por medir la cantidad de un
producto de PCR generado después un numero determinado de ciclos, como ocurre en el
PCR Punto Final. Se pueden observar las fases de amplificacion de la reaccion
demostrando como la amplificacion es exponencial, pero el aumento exponencial es
limitado y eventualmente alcanza su maximo en una meseta, cuanto mayor sea el nimero
de copias inicial del producto amplificado se detectara un incremento en la fluorescencia,
como consecuencia del acumulo de productos de PCR. De esta forma es posible realizar la
cuantificacion del DNA o RNA de una forma més exacta y reproducible (Heid ef al., 1996).

Meseta a
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Fase linzal ‘—-j——j-i_:_ - - -
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Figura 8. Cuantificacion de la expresion génica mediante PCR Tiempo Real. Se cuantifica la
amplificacion de un producto de PCR durante el desarrollo de la reaccién en constraste con la reaccion de
PCR Punto Final que sélo podemos estimar la cantidad de un producto de PCR generado después de un
nimero determinado de ciclos.

En PCR Tiempo Real varios métodos han sido empleados para la deteccion del
producto amplificado (Ponchel et al., 2003). Los ensayos que se realizan mediante esta
metodologia se dividen en dos grandes grupos: sistemas no especificos y sistemas
especificos. Los primeros detectan la presencia o ausencia de productos amplificados, pero
no proporcionan informacién sobre la identidad de los productos generados (por ejemplo:
SYBR® Green), es decir, que se pueden producir falsos positivos en el caso de la
amplificacion de productos de PCR inespecificos o dimeros de oligonucleotidos (Wittwer
et al., 1997). Por otro lado, los sistemas especificos emplean diversos tipos de sondas
fluorescentes (Tagman®, “molecular beacons” y “scorpions”) que hibridan especificamente
en la secuencia blanco (Livak et al., 1995). Uno de estos sistemas de sondas de hibridacion
(TagMan®), fueron descritos por primera vez en 1991 (Holland et al., 1991) y su
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caracteristica principal esta basada en la actividad exonucleasa 5’-3° de la Taq polimerasa
la cual degrada una sonda marcada cuando ésta se hibrida con su secuencia complementaria
(Pfaffl, 2004). La Figura 9A muestra la sonda TagMan® que contiene fluorocromos en los
dos extremos y que es capaz de hibridar en regiones internas y especificas de los productos
de PCR (Lee et al., 1993). El fluor6foro adherido al extremo 5’ de la sonda se le denomina
reportero y el del extremo 3’ recibe el nombre de inhibidor o quencher.

T . h Taq DNA polimerasa
L L h:

7
P
l :: ]

Sonda unida a secuencia blanco ™

DNA blanco (doble cadena)

() Fluoréforo © Quencher
Reportero

. Taq Polimerasa

Figura 9. Uso de las sondas TagMan en la amplificacion mediante PCR Tiempo Real. A. La sonda
TagMan® es un oligonucleotido capaz de hibridar en regiones internas y especificas de los productos de PCR.
La sonda contiene dos fluorocromos que dependen de la actividad 5° exonucleasa de la Taq polimerasa para
separar por hidrolisis el fluorocromo reportero (R) que se encuentra situado en el extremo 5’ del quencher
(Q), localizado en el extremo 3°. B. Durante la amplificacion, la sonda se une a su secuencia blanco, y cuando
se lleva a cabo la extension de la cadena, la actividad 5° exonucleasa de la enzima Taqg DNA polimerasa,
provoca la liberacion del reportero del extremo 5° de la sonda, que al separarse del inhibidor emite
fluorescencia. La fluorescencia de fluorocromo reportero se incrementa por su acumulacién progresiva y

exponencial.

En la Figura 9B se observa como primeramente el fluor6foro reportero excitado pasa
su energia, via FRET (Transferencia de energia de resonancia Forster o transferencia de
energia de resonancia fluorescente) al quencher el cual fludrese, pero esta fluorescencia no
interfiere debido a que se detecta a diferente longitud de onda que la del reportero. Durante
la amplificacion la enzima Taq polimerasa desplaza el extremo 5° de la sonda y la degrada,
este proceso libera el fluoréforo reportero y el quencher en la solucion, separandolos
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espacialmente, esto produce un incremento irreversible en la fluorescencia del reportero y
un descenso en la fluorescencia del quencher.

La fluorescencia emitida por el fluoréforo reportero es directamente proporcional a la
cantidad de producto amplificado producido, esto hace posible la cuantificacion del
templado. Por tanto, cuanto mayor sea el nimero de copias inicial del producto amplificado
se detectara un incremento en la fluorescencia, como consecuencia del acumulo de
productos de PCR. De esta forma es posible realizar la cuantificacion del DNA o RNA de
una forma mas exacta y reproducible (Heid et al., 1996).

Los fluorocromos comtinmente utilizados para PCR Tiempo Real son: 6-FAM™ (6-
carboxy-fluorescein), ~ VIC™  (2-chloro-7’phenyl-1,4-dichloro-6-carboxyfluorescein),
TET™ (6-carboxy-tetrachloro-fluorescein), JOE™ (2,7-dimetHOXy-4,5-dichloro, 6-
carboxy-fluorescein) y HEX™ (hexachloro-6-carboxy-fluorescein). En el extremo 3’ se
utiliza TAMRA™ (6-carboxy-tetramethyl-rhodamine) como inhibidor. Como referencia
interna de las reacciones se emplea ROX™ (6-carboxy-X-rhodamine) que sirve para
normalizar las reacciones, evitando fluctuaciones en la fluorescencia de las reacciones
réplicas por errores en el pipeteo o evaporacion de las muestras. La sefal generada por la
referencia interna no depende de la cantidad de producto de PCR generado. Ademas las
sondas Tagman®MGB presentan dos caracteristicas innovadoras:

a) incorporan una molécula llamada MGB (del acronimo del inglés, minor groove
binder) que se une al surco menor del DNA, lo cual incrementa la estabilidad y
especificidad de la hibridacién de la sonda (Afonina et al., 1997; Kutyavin et al.,
1997).

b) emplean un inhibidor no fluorescente.

MGB es una molécula pequena, con forma de media luna, que inserta en el surco
menor del DNA de doble cadena. En las sondas Tagman®-MGB, el grupo MGB va unido
al extremo 3’, junto al inhibidor. Cuando la sonda hibrida, la molécula MGB estabiliza la
unién pegandose al surco menor de la doble cadena de DNA generada entre la sonda y la
secuencia blanco. Esta caracteristica ha permitido el disefio de sondas de menor tamafo,
con una longitud comprendida entre 13 y 20 pb, la mitad que una sonda estandar. Por otra
parte, las sondas Tagman® MGB usan un inhibidor no fluorescente, también conocido
como inhibidor oscuro. Este inhibidor no fluorescente es una molécula que actia como
aceptor de transferencia energética de un inhibidor, pero que no emite senal fluorescente
detectable por si misma. La ventaja es que emite una sefial con menor fondo fluorescente
procedente de la reaccion, mejorando la discrimacion y facilitando la interpretacion de los

@ 0
Pelia Carolina Reyna filvarado \

[ e



CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DEL GEN HOXB13 EN CANCER - \mv’ B
MAMARIO USANDO PCR TIEMPO REAL -~ .g)

datos. El inhibidor no fluorescente proporciona buenos resultados cuando se emplea como
cualquiera de los fluorocromos reporteros mas comunes (FAM™ VIC™, TET™). Las
principales ventajas de las sondas MGB cuando se emplean en PCR cuantitativo en Tiempo
Real, se deben a su mayor especificidad de hibridacion y a su pequefio tamafio. Esto
permite una mayor discriminacion, que facilita el disefio de ensayos y reduccion del tamafio
del amplicon, lo que mejora la fiabilidad del ensayo. La amplificacion del gen HOXB13 en
los DNACc’s obtenidos de los tejidos de mama se llevd a cabo mediante la metodologia de
PCR Tiempo Real y se utilizo el kit TagMan® Gene Expression Master Mix (Applied
Biosystem California, E. E. U.U.) Cada reaccion de PCR Tiempo Real se prepard
adicionando los DNAc’s a partir de 250 ng de RNA total de las muestras. En la Tabla VII
se especifican las condiciones de la reaccion de PCR Tiempo Real. El procedimiento se
llevé a cabo en todo momento en una campana fija en tubos de microcentrifuga de 0.6 mL.

Tabla VII. Componentes para la reaccion de PCR Tiempo Real \

REACTIVO VOLUMEN (1X)
TagMan® Universal PCR Gene Expression SuL
Master Mix (2X)
TagMan Gene Expression Assay (20X) 0.5 uL
(mezcla de oligonucleétidos y sonda TagMan)
DNAc 4 pL
H,0 mQ estéril X
Volumen Final 10 pL

2. La mezcla de reaccion se procedidé a mezclar gentilmente para posteriormente
centrifugar los tubos brevemente para asegurar de que no quedara reactivos en las
paredes del tubo.

3. Para la amplificacion se colocaron los tubos en el termociclador DNA Engine cycler
con la unidad de deteccion de fluorescencia para tiempo real Chromo4 (Biorad,
Hercules, California, E.E.U.U.), bajo las condiciones especificadas en la Tabla VIII.
La reaccion de PCR Punto Final consta habitualmente de tres -etapas:
desnaturalizacién de la doble cadena de DNA, union especifica de los cebadores a
las cadenas sencillas de DNA y extension del producto amplificado mediante la
incorporacion de los nucledtidos presentes en la solucion, en contraste con la
técnica de PCR Tiempo Real que emplea dos etapas, debido al pequefio tamafio de
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los fragmentos generados, no es necesario afadir una tercera etapa a 72°C para
extender la cadena de amplificacion de DNA, ya que el tiempo invertido en pasar
entre las fases de unidén de los cebadores a 60°C y de desnaturalizacion a 95°C es
suficiente para copiar la secuencia blanco.

Ciclos Temperatura (°C) Tiempo
1 ciclo 50 2 min
1 ciclo 95 10 min
95 15 seg
40 ciclos 60 1 min

La Figura 10 muestra una representacion de los datos obtenidos en el detector de
fluorescencia Cromo4 y que fueron graficados usando el programa Opticon Monitor ™ 3.1
(Biorad, Hercules, California, E.E.U.U), el programa informatico va registrando el
incremento de fluorescencia en cada ciclo, y esta informacion se refleja graficamente en
curvas de cinética de la reaccion para cada una de las muestras y controles. Durante los
ciclos tempranos de la PCR, la fluorescencia de fondo es usada para determinar la linea
basal donde la concentracioén de los reactivos no es limitante por lo que los valores de Cr
obtenidos son muy reproducibles en reacciones con el mismo numero de copias iniciales. El
umbral indica el nivel de fluorescencia a partir del cual se comienza a detectar el producto
de PCR acumulado. Esta linea debe situarse por encima de la linea basal y dentro de la zona
en la que se produce la fase exponencial de la reaccion. El pardmetro de Cr (ciclo umbral o
threshold cycle) se define como la fraccion del numero de ciclo en el que la fluorescencia
sobrepasa la linea umbral.
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Figura 10. Representacion de la amplificacion mediante PCR Tiempo Real en el programa Opticon
Monitor®. La linea basal del grafico de amplificacion se refiere a los ciclos iniciales de la PCR en los
que hay muy pocos cambios en la sefial de fluorescencia. El umbral indica el nivel de fluorescencia a
partir del cual se comienza a detectar el producto de PCR acumulado. El parametro Cr (ciclo umbral o
threshold cycle) es definido como la fraccion de numero de ciclo en el que la fluorescencia sobrepasa la
linea umbral.

El valor del Cr se obtiene cuando la reaccion estd en la fase exponencial y ningin
componente de la reaccion estd limitado, por lo que los valores de Cr obtenidos son muy
reproducibles en reacciones con el mismo numero de copias iniciales. Por el contrario, la
cantidad de producto de PCR acumulado al final de la reaccion es muy sensible a pequefas
variaciones en los componentes de la reaccion. El programa Opticon Monitor' ™ analiza los
datos calculando la contribucion de cada componente fluorescente al experimento. En los
ciclos iniciales de la PCR, apenas hay cambios en la sefial de fluorescencia (ARn). Esta
zona define la linea basal del grafico de amplificacion. La linea umbral indica el nivel de
fluorescencia a partir del cual se comienza a detectar producto de PCR acumulado. Esta
linea debe situarse por encima de la linea basal y dentro de la zona en la que se produce la
fase exponencial de la reaccion (que es la linea en la transformacion logaritmica del
gréafico), y en donde la eficiencia de la reaccion de PCR debe ser de 90 a 110 %.

7.3.1 Cuantificacion Relativa (AACy) del nivel de expresion del gen HOXB13

La cuantificaciéon por PCR Tiempo Real se puede realizar por dos métodos: la
cuantificacion absoluta o la cuantificacion relativa. La cuantificacion absoluta requiere la
construccion de curvas estandar basadas en concentraciones conocidas del templado,
mientras que en la cuantificacion relativa se determinan cambios en el nivel de expresion en
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comparacion con una muestra de referencia conocida como calibrador, este método tiene la
ventaja de que no se necesita la construccion de una curva estandar. Para la mayoria de las
aplicaciones en investigacion el método de cuantificacion relativa es mas practico porque
compara directamente la muestra experimental con la muestra control (Foster et al., 2003).
En este tipo de cuantificacion se requiere la normalizacion de la expresion de los genes a
cuantificar mediante la cuantificacion de la expresion de un gen constitutivo, el cual es
utilizado para compensar las variaciones del nivel de expresion de los genes causadas por
diferentes concentraciones de templado en la reaccion de amplificacion.

7.3.2 Andlisis de curvas de regresion

Se realizaron curvas de rango dindmico para determinar la concentracion Optima de
los DNAc’s en la reaccion de amplificacion. Los DNAc’s obtenidos de la linea celular SiHa
(seccion 7.2.3), fueron de: 250, 25, 2.5 y 0.25 ng/uL. de RNA’s totales. Las condiciones de
amplificacion son las mismas que las indicadas en la seccion anterior, los oligonucledtidos
y la sonda Tagman® utilizados fueron disefiados y sintetizados por la compania Applied
Biosystems, la sonda Tagman® tiene MGB y estd marcada con los fluor6foros reporteros
VIC™ y FAM™ (S-actina y HOXB13 respectivamente) y el inhibidor sin fluorescencia.
Las curvas de rango dindmico para analizar el control endégeno f-actina y HOXB13 se
realizaron con: 25, 2.5, 0.25 y 0.025 ng/uL de RNA’s totales como se describe en la Tabla
IX.

Tabla IX. Componentes para la reaccion de PCR Tiempo Real

REACTIVO VOLUMEN (1X)
TagMan® Universal PCR Gene Expression 5uL
Master Mix
TagMan Gene Expression Assay 0.5 pL
VIC
TagMan Gene Expression Assay 0.5 uL
FAM
DNACc 4 uL
Volumen Final 10 uL
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1. Las diluciones de los DNACc’s se llevaron a cabo de la siguiente forma:

Concentracién: 250 ng totales

Stock
DNAC 25ngil-

100 ng/pl 10 ng/ul 1 ngipl 0.1 ng/pl

2. Se procedi6 a cerrar los tubos muy bien para mezclarlos levemente con la mano y
centrifugarlos brevemente para asegurar que ningun reactivo quede en las paredes
del tubo.

1 Despues se realiz6 la amplificacion en el termociclador DNA Engine Cycler con la
unidad de deteccion de fluorescencia para Tiempo Real Chromo4 (Biorad, Hercules,
California, E.E.U.U.), bajo las condiciones especificadas en la Tabla VIII..

Una vez concluido el analisis de los datos en el programa Opticon Monitor™ 3.1, se
obtiene la curva de regresion (Figura 11) que muestra los valores de Cr en el umbral
determinado contra el logaritmo de las concentraciones de RNA. Esta grafica produce una
linea recta llamada linea de tendencia donde la pendiente refleja un valor para calcular la
eficiencia de la reaccion de PCR.
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Figura 11. Curva de regresion obtenida por el programa Opticon Monitor™ 3.1 para evaluar la
eficiencia de la amplificacion de f- actina y HOXBI13. La eficiencia de amplificacion del gen f- actina y
HOXBI13 fue calculada utilizando los valores correspondientes de Cr para cada gen vs el logaritmo de la
concentracion de RNA total en cada reaccion de PCR. Se observa el valor del intercepto (y) el cual nos
sugiere el numero de ciclos necesarios para que el blanco ya no este presente en la reaccion de PCR Tiempo
Real.

La linea de tendencia producida en la curva de regresion originada por el programa
Opticon Monitor™ 3.1, nos aporta la siguiente informacion:

Valor de r*: Es el cuadrado del coeficiente de regresion el cual nos indica como se ajustan
nuestros datos en la linea. El andlisis de regresion lineal de la curva estdndar debe mostrar
una alta correlacion (un coeficiente > 0.98).

m (pendiente de la curva): El valor de m (observar en Figura 11 la ecuacion, lado superior
izquierdo y=-3.514) se utiliza para calcular la eficiencia de la reaccion de amplificacion
mediante la siguiente ecuacion:

O(- l/pendiente)] -1

Eficiencia=[1

El valor obtenido de la eficiencia de amplificacion debe encontrarse en un rango entre 80 y
110% para que el ensayo sea considerado valido para realizar la cuantificacion relativa.
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Intercepto (y): Nos da una idea de que tan sensible es el ensayo. Sugiere el nimero de
ciclos necesarios para que el blanco ya no este presente en la reaccion de PCR Tiempo
Real.

7.3.3 Construccion de curvas de rango dinamico para la validacion del método AACr

El método comparativo AACrt descrito por la compaiiia Applied Biosystem asume
que la eficiencia de amplificacion es igual y optima, es decir del 100%, para los genes de
referencia (f-actina) y blanco (HOXB13), en muchos casos no se puede obtener, ademas de
que se requiere la optimizacion de la reaccion, el uso de reactivos y tiempo. Por lo que
Pfaffl en el afio 2001 propone una férmula alterna en donde incluye las eficiencias de
amplificacion para los genes de referencia y blanco, posteriormente MultiD Analyses AB®
en su programa Genes Light Ver 4.3.2 sugiere normalizar los valores de Ct obtenidos con
la eficiencia de las reacciones de PCR de los genes blanco y de referencia, mediante la
siguiente formula:

Crg= 100%=Crg 10g1 1+E)
log(2)

Una vez calculada y normalizada la eficiencia de amplificacion del gen HOXBI13 y
de el gen constitutivo f-actina, los datos de Cr fueron sustituidos en la siguiente ecuacion
para realizar el célculo de ACr para cada una de las concentraciones de RNA obtenidas en
la seccion 7.3.2:

ACt=CrHOXBI3 - Ct S-actina

A continuacion se grafico el valor de ACt contra el logaritmo de la concentracion de
RNA, la pendiente de la recta obtenida mediante esta grafica debe de ser menor o igual a
0.1 lo cual indica que la eficiencia de amplificacién de ambas reacciones en la misma y que
el ACtno varia con respecto a la concentracion de los DNAc’s. Este resultado le da validez
al método de Cuantificacion Relativa.
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Figura 12. Curva de Rango Dinamico. Esta curva grafica el ACt vs el logaritmo de la concentracion de
RNA total utilizado en cada reaccion de PCR, la linea obtenida tiene que tener una pendiente menor o igual a
0.1, la cual valida la utilizacién del método ACt que requiere que la eficiencia de amplificacion de ambos
genes (endogeno y blanco) sea la misma.

7.3.4 Cuantificacion Relativa de la expresion del gen HOXB13 (método AACy)

Una vez validado el método de Cuantificacion Relativa se realizé la amplificacion
mediante PCR Tiempo Real de los DNAc’s obtenidos de las muestras de tejidos mamarios
(concentraciones de 250 ng de RNA total), con la metodologia ya mencionada en la seccion
7.3.2, tanto del gen fS-actina (gen de referencia) como del gen HOXB13 (gen blanco). Los
Cr’s obtenidos de nuevo fueron normalizados por la eficiencia de la reaccion de PCR tanto
en el gen de referencia como en el blanco (seccion 7.3.3) y se obtuvieron los ACt para cada
muestra. Posteriormente, se realizaron los calculos matematicos para la obtencion de la
Cuantificacion Relativa de HOXB13 comparando la muestra de tejido neoplasico contra el
tejido normal con ayuda de la siguiente formula:

AACT= ACtmuestra de cancer - ACt muestra normal

Con el AACr calculado solo se aplica directamente la siguiente formula:

Expresion de HOXB13 Relativa
2 AACT = amuestra normal de mama
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De esta forma tenemos el resultado de cuantas veces se expresa el gen HOXBI13 en
las muestras de tejido mamario maligno en comparacion con el tejido mamario normal.

7.4 Tipo de Estudio y Anadlisis Estadistico

El tipo de estudio que fue llevado a cabo es transversal, descriptivo y observacional.
La expresion mediante PCR Punto Final del gen HOXBI13, el tipo de tejido analizado
(patologia normal, benigna y maligna), y la expresion relativa del gen HOXB13 mediante
PCR Tiempo Real fueron las variables analizadas. Los datos fueron sometidos a estadistica
descriptiva y exploratoria, y los datos cuantitativos se presentan en el texto y en las Figuras
como las medias + desviacion estandar.

Los datos obtenidos de la expresion d e HOXB13 por PCR Punto Final fueron datos
cualitativos los cuales fueron analizados mediante la prueba de ji-cuadrada (X7). Se
realizaron comparaciones de medias o de medianas de la expresion relativa del gen
HOXB13 medida como ACt= Ct HOXB13— Ct B-actina. Se comprobaron los requisitos de
normalidad para la distribucion normal.

Al comparar una o dos medias de ACr de poblaciones normales con muestras
pequenas (< 25 unidades para alguna de las poblaciones) se utiliz6 la prueba t. Si la
poblacion o poblaciones normales eran grandes se utilizd una prueba Z. Para analizar dos
poblaciones no normales con al menos una muestra pequeia, se decidi6 utilizar la prueba
de Kruskal Wallis para diferencia de medianas. Si ambas poblaciones tenian muestras
grandes, se utilizo la prueba Z para medias. Cuando se analizaron mas de dos poblaciones
normales se utilizd un andlisis de varianza para probar la igualdad de las medias, y en
aquellos casos en donde la hipotesis nula fue rechazada se aplico la prueba de contrastes
HSD (diferencia honesta significativa) de Tukey para probar cuales medias fueron
diferentes. En los casos en los que las poblaciones no seguian una distribucion normal, se
utilizd la prueba de Kruskal Wallis para diferencia de medianas. Para las variables
continuas del analisis de los marcadores moleculares (Receptor de Progesterona (RP), Ki67
y p53) se utiliz6 una regresion lineal simple y se realizd inferencia con respecto a la
pendiente. Se mantuvo el nivel global de a de todas las comparaciones en 0.005. El analisis
estadistico se llevo a cabo en el paquete Minitab version 15 (2007 Minitab Inc, State
College, Pensilvania, USA).
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8. RESULTADOS
8.1 Expresion del gen HOXB13 en lineas celulares
8.1.1 Amplificacion del gen HOXBI13 en las lineas celulares MCF-7 y SiHa

Para estandarizar la amplificacion del gen HOXB13 mediante PCR Punto Final en los
tejidos mamarios se eligieron las lineas celulares MCF-7 y SiHa en las cuales se expresa el
gen HOXB13 de acuerdo a lo descrito previamente por Svingen & Tonissen (2003).

8.1.1.1 Obtencion de los RNA’s totales a partir de las lineas celulares

La obtencion de los RNA’s totales de los paquetes celulares de las lineas MCF-7 y
SiHa se llevo a cabo mediante la tecnica de Trizol descrita previamente en Materiales y
M¢étodos. La Figura 13 muestra la extraccion de los RNA’s totales extraidos de las dos
lineas celulares, con una buena calidad electroforética, se puede observar de manera
definida las bandas correspondientes a los RNA ribosomales 28S y 18S las cuales
identifican la integridad de los RNA’s obtenidos. La concentracién de los RNA’s obtenidos
fue de 10 pg totales para MCF-7 y de 32 pg totales para SiHa. La relacion de absorbancia a
las longitudes de onda 260/280 correspondié a 1.8 y 1.9 respectivamente en las dos

muestras lo que indica una buena cantidad y pureza de los RNA’s extraidos.
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Figura 13. Extraccion de los RNA’s totales en la lineas celulares. Los RNA’s totales obtenidos por el
método de Trizol fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa 0.8%. Los RNA’s totales
obtenidos de la linea celular SiHa se observa en el carril 1 y los extraidos de MCF-7 en el carril 2. Se
muestran de manera definida las bandas 28S y 18S de los RNA’s ribosomales que indican la integridad del
RNA en las lineas celulares. Cada carril contiene aproximadamente 1 pg de RNA total.

8.1.1.2 Amplificacion del gen HOXB13 mediante PCR Punto Final

Para analizar la expresion del gen HOXBI13 se utilizaron los RNA’s totales obtenidos
de las células SiHa y MCF-7 en la sintesis a DNAc’s mediante transcripcion reversa y
posteriormente se realizo la amplificacion de HOXB13 mediante PCR Punto Final como se
especifica en materiales y métodos. Los oligonucledtidos fueron disefiados con una
estabilidad del 100% para que reconocieran especificamente las secuencias nucleotidicas
blanco las cuales fueron obtenidas en el Gene Bank (Cuaranta-Monrroy, 2008). Se descartd
la presencia de dimeros de oligonucledtidos y de presencia de productos amplificados
inespecificos mediante amplificacion virtual. La presencia de productos amplificados
inespecificos se minimizo utilizando el programa BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), en los que los oligonucledtidos que reconocieron

secuencias de otros genes fueron eliminados.

8.1.1.2.1 p-actina

La amplificacion del gen constitutivo f-actina se realizd para corroborar la calidad de
los RNA’s totales obtenidos, asi como para analizar la eficiencia de la reaccion de
retrotranscripcion. Los pesos moleculares de los productos amplificados del gen S-actina
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fueron obtenidos mediante amplificaciones virtuales usando el programa AmplifX 1.37
(Fig. 14A). De la misma manera, se puede destacar que los oligonucledtidos permiten
diferenciar la presencia de DNA gendémico de S-actina con una banda de 717pb (Figura
14B). El producto amplificado obtenido de 276pb corresponde al tamafio esperado para f-
actina en todas las reacciones de transcripcion reversa como se muestra en la Figura 14C.

»giSOLE0RE refINM 00110121 Homa sapeens actin, beta (ACTR, mRNA
A Bactina 765
»
4
Bactinal2 763
— | —
o 100 bp
»QU4S9 34425 )gbIAYSAITH9. 11 Homo sapiens actin, beta (ACTE) gene, complete cds
B Bamea 763
»
B
Bactnal 761

-0 —

— | Y

710pb —»

489pb —»
404pb — »
328pb —»
242pb

p-actina
276pb

Figura 14. Amplificacion del gen f-actina mediante RT-PCR. En A y B se muestran los diagramas de las
amplificaciones virtuales de PCR con los oligonucledtidos f-actina 2765’ y f-actina 2763 (sefialados con
flechas azules) utilizando el programa de AmplifX 1. 37. Las secuencias de DNA (marcadas con lineas de
color celeste) fueron obtenidas del Gene Bank para los DNAc’s en A y DNA genéomico en B. Los
oligonucleoétidos utilizados reconocen a la secuencia blanco especificamente con una estabilidad del 100 %
amplificando un producto de 276pb en el caso de la secuencia codificante por los DNAc’s obtenidos de las
células y de 710pb en la secuencia gendmica. En C se muestra la reacciéon de PCR a partir de los DNAc’s
obtenidos de las células SiHa (carril 1) y MCF-7 (carril 2) en un gel de agarosa 1.2 % para lograr visualizar
una banda de 276pb del gen f-actina. El carril (-) contiene a la reaccién de PCR sin DNAc blanco y el carril
marcado con M es el marcador de peso molecular pBS sk digerido con la enzima de restriccion Mspl.

8.1.1.2.2 HOXBI3
Para la amplificacion del gen HOXB13 se utilizaron los oligonucledtidos HOXB135’

y HOXB133’ (Cuaranta-Monrroy, 2008) los cuales reconocen especificamente la secuencia
blanco de HOXB13 con una estabilidad del 100% amplificando una banda de 300pb sobre
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la secuencia codificante y de 1249pb en el DNA gendémico, como se muestra en las
amplificaciones virtuales de la Figuras 15A y B respectivamente. La amplificacion en la
Figura 15C muestra la banda de 300pb obtenida mediante PCR a partir de los DNAc’s de la
linea celular MCF-7 y SiHa con una temperatura de alineamiento de 62°C y con 2.5mM de
MgCl, .

La amplificacion del gen f-actina en los DNAc’s obtenidos de las lineas celulares y
del tejido mostrd una buena intensidad en la banda que indica la calidad optima de las
extracciones de RNA. Debido a la alta intensidad de las bandas de amplificacion obtenidas,
se realizaron diluciones 1/10 de estos DNAc’s para la obtencion de la banda visible de f-
actina.

A ol B Firediihi_ DOSIE1. 5 Hinems sapieer: homenion 511 01T, mithih

HOXEL 1]

Tliph ——w
FEL T L—

didph  ——p
I2Eph  —

Miph —p |

4  HOXEI2} 3Hiph

Figura 15. Amplificacién de HOXB13 en las lineas celulares SiHa y MCF-7 mediante PCR Punto Final.
En A y B se muestran los diagramas de las amplificaciones virtuales con los oligonucle6tidos HOXB135’ y
HOXB133’ utilizando el programa AmplifX 1.37. En A se encuentra la amplificacion virtual con el DNAc
blanco y en B con el DNA genémico. Los oligonucleétidos amplifican un producto de 300pb en la muestra de
DNAc y de 1249pb en el DNA genémico. En C se muestra la amplificacion de HOXB13 a partir de los
DNACc’s obtenidos de las lineas celulares SiHa (carril 1) y MCF-7 (carril 2). El tamafio del producto
amplificado de HOXBI13 fue de 300pb con una temperatura de alineamiento de 62°C y con 2.5 mM de
MgCl,. El carril (-) contiene a la reaccion de PCR sin DNAc blanco y el carril marcado con M es el marcador
de peso molecular pBS sk digerido con a enzima de restriccion Msp 1.
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Los resultados descritos anteriormente muestran la amplificacion exitosa de los
DNAc’s de HOXB13 en las lineas celulares MCF-7 y SiHa utilizando la técnica de PCR
Punto Final incluyendo el gen de fS-actina en los ensayos para validar los resultados de la
expresion del gen HOXB13.

8.2 Cuantificacion del nivel de expresion del gen HOXB13 mediante PCR
Tiempo Real en las lineas celulares

Para cuantificar la expresion de HOXB13 en las lineas celulares, se realizo la
estandarizacion de la reaccion de PCR Tiempo Real del gen HOXB13 y de S-actina con los
DNACc’s previamente obtenidos en la linea celular SiHa.

8.2.1 Estandarizacion de la expresion del gen f-actina en células SiHa

Para la estandarizacion de la cuantificacion de la expresion de S-actina mediante PCR
Tiempo Real se realizd6 una curva estandar que permitié determinar la eficiencia de la
reaccion de amplificacion con los oligonucledtidos limitados especificos para f-actina y
una sonda Tagman® marcada con el fluoréforo VIC (Applied Boisystems). La Figura 16A
muestra la amplificacion de f-actina en los DNAc’s de las células SiHa mediante la
acumulacion de fluorescencia por los productos amplificados de una region del transcrito f-
actina. En la Figura 16B se muestra la eficiencia de la reaccion de PCR con las condiciones
usadas demostrando el valor de la pendiente en la linea de tendencia por medio de una
regresion lineal de los Cr obtenidos y del logaritmo en base 10 de las concentraciones de
RNA’s totales a partir de los cuales se sintetizaron los DNAc’s contenidos en la reaccion de
PCR. La pendiente obtenida fue de -3.514 y mediante la formula E=100"Pe"4"] se obtuvo
la eficiencia (E)= 1.935. Esta eficiencia fue considerada adecuada ya que la recomendada

para llevar a cabo adecuadamente el analisis de los datos de expresion génica relativa puede
variar en un rango del 90-110% (Nolan et al., 2006).
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Figura 16. Curva de calibracion para verificar la eficiencia de los oligonucleétidos marcados con
sondas TaqMan® y cuantificar la expresion del gen constitutivo f-actina en los DNAc’s de las células
SiHa. Se realizd una curva de calibracion utilizando diluciones seriadas por triplicado de los DNAc’s
provenientes de la linea celular SiHa con los oligonucledtidos para el gen S-actina utilizando el termociclador
Choromo 4 ™ (BioRad, CA USA). A. Curva de amplificacién del gen S-actina obtenida por el programa
Opticon Monitor™ a partir de concentraciones de 100, 10, 1, 0.1, 0.01 ng de los RNA’s totales obtenidos de
la linea celular SiHa a partir del cual se sintetizaron los DNAc’s. B. Curva de calibracion donde se grafica el
Cr obtenido contra el logaritmo de la concentracion de RNA’s en cada dilucion (se muestra el promedio y la
desviacion estandar de cada duplicado). La ecuacion de la linea de regresion, el valor de R?y el valor de la
pendiente (m) se indica en la parte superior del lado izquierdo de la grafica. La Eficiencia (E=1.93) fue
calculada a partir de la formula E=100"P"] v 13 eficiencia en porcentaje con la formula 1-Ex100 dando un
resultado de 93% con lo cual se encuentra dentro del rango establecido para la cuantificacion.

8.2.2 Estandarizacion de la expresion de HOXB13 en células SiHa

La estandarizacion de HOXBI13 se llevo a cabo con una curva estandar para
determinar la eficiencia de la reaccion de PCR con los oligonucledtidos limitados
especificos para HOXB13 y una sonda Tagman® marcada con el fluor6foro FAM (Applied
Boisystems). La Figura 17A muestra la curva de amplificacion del gen HOXBI13 en los
DNACc’s de las células SiHa obtenidas en el termociclador Cromo 4™ y graficadas por el
programa Opticon Monitor . La curva estandar se realizo con diluciones seriadas 1:10 de
los DNAc’s y para evaluar la eficiencia de la reaccion de PCR en éstas condiciones se
obtuvo el valor de la pendiente en la linea de tendencia de una regresion lineal de los Cr
obtenidos en cada reaccion de PCR y del logaritmo en base 10 de las concentraciones de
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RNA total a partir de las cuales fue sintetizado el DNAc contenido en la reaccion como se
observa en al Figura 17B. La pendiente obtenida fue de -3.519 y mostrd una eficiencia del
93% que se encuentra dentro del rango especificado para realizar la cuantificacion de la
expresion génica sin la necesidad de optimizar ninguno de los componentes de la reaccion
de PCR.
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Figura 17. Curva de calibracion para verificar la eficiencia de los oligonucleétidos marcados con
sondas TagMan® y cuantificar la expresion para el gen HOXB13 en los DNAc’s de las células SiHa. Se
realizé una curva de calibracion utilizando diluciones seriadas por triplicado de los DNAc’s provenientes de
la linea celular SiHa con los oligonucledtidos para el gen HOXB13 utilizando el termociclador Choromo 4 ™
(BioRad, CA USA). A. Curva de amplificacion del gen HOXBI13 obtenida por el programa Opticon
Monitor™ a partir de concentraciones de 100, 10, 1, 0.1, 0.01 ng de los RNA’s totales obtenidos de la linea
celular SiHa a partir del cual se sintetizaron los DNAc’s. B. La grafica indica la Curva de calibracion donde
se grafica el Cr obtenido contra el logaritmo de la concentracion de RNA’s en cada dilucion (se muestra el
promedio y la desviacion estandar de cada duplicado). La ecuacién de la linea de regresion, el valor de R*y el
valor de la pendiente (m) se indica en la parte superior del lado izquierdo de la grafica. La Eficiencia (E=1.93)
fue calculada a partir de la formula E=100"P"%"] y 13 eficiencia en porcentaje con la formula 1-Ex100 dando
un resultado de 93% con lo cual se encuentra dentro del rango establecido para la cuantificacion.

Para la validacion del método AACr en la cuantificacion del gen HOXB13, los
valores de los Cr obtenidos en cada una de las curvas estdndar fueron corregidos de
acuerdo a la formula descrita en el punto 6.3.3 (Materiales y Métodos), lo que permitio la
normalizacién de acuerdo a la eficiencia de amplificacion para cada gen. Posteriormente, se
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obtuvo el ACr, restando los Cr’s de la amplificacion del gen S-actina a los valores de Cr
obtenidos de la amplificacion del gen HOXB13. El valor de ACr para cada una de las
diluciones utilizadas fue graficado contra el logaritmo de la concentracién de los RNA’s
totales (ng) en de cada dilucién. La Figura 18 muestra los resultados de esta grafica donde
la pendiente obtenida (-0.0285) se encuentra dentro del rango indicado para la validacion de
este método (menor o igual a 0.1), lo cual indica que la diferencia en la expresion entre el
gen de referencia (f-actina) y el gen problema (HOXB13) no presenta variaciones
significativas en las diferentes concentraciones probadas de los DNAc’s.

y » -0.0285x + 10.781
2000 R? = 0.0037
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Figura 18. Curva de rango dindmico para la validacion del método AACt para la cuantificacion relativa
de la expresion génica del gen HOXB13. A los Cr obtenidos para la curva de calibracion del gen HOXB13
se les restaron los Cr obtenidos para el gen f-actina (previamente normalizados por la eficiencia de la
reaccion de PCR para cada gen) obteniendo de esta forma el ACt para cada una de las concentraciones de los
RNA’s totales a partir de la cual se realizé la RT-PCR. En la imagen se muestra la grafica con el ACt contra
el logaritmo de la concentracion de RNA en cada dilucion y se indica en la parte superior de la grafica la
ecuacion de la linea de regresion y el valor de R*. La pendiente de la recta (-0.0285) se encuentra dentro del
rango establecido (< 0.1) para la validacion de este método de cuantificacion.

8.2.3 Cuantificacion relativa de la expresion del gen HOXBI13 en las lineas celulares

La cuantificacion relativa del gen HOXB13 se realiz6 en las lineas celulares MCF-7 y
SiHa y se compard contra un pool de tres tejidos mamarios normales. Los valores de Cr
tanto para el gen HOXB13 como para el gen de referencia (S-actina) fueron normalizados y
se aplico la formula del método AACr previamente validado para estas condiciones
utilizando el ACt de la linea celular y como valor calibrador el ACr del pool de tejido

mamario normal. Con el AACt ya calculado solo se aplico directamente la formula ZAACT_
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Lo anterior permitid obtener la cuantificacion de la expresion para el gen HOXB13 en las
lineas celulares. Los valores en la Tabla X muestran el nimero de veces que se sobre-
expresa HOXBI13 en cada una de las lineas celulares con respecto a un pool de 3 tejidos

normales.

Tabla X. Cuantificacion relativa del gen HOXB13 en lineas celulares

Linea Celular Expresion relativa de HOXB13 con respecto a un pool de Tejidos
Mamarios Normales
MCEF-7 4.451 £0.644
SiHa 36.723+ 0.876

El analisis de la cuantificacion de la expresion de HOXBI13 en las lineas celulares en
escala logaritmica (Figura 19) muestra una diferencia clara en los valores obtenidos
correspondientes a 4.5 veces en MCF-7 y 36.7 veces en SiHa. Estos valores de
cuantificacion de los transcritos de HOXB13 mediante PCR Tiempo Real evidentemente
muestran la expresion positiva de HOXB13 en ambas lineas celulares, en las que la linea
celular SiHa muestra mayor sobre-expresion de HOXB13 de hasta 36.7 veces comparada
con la linea celular MCF-7 la cual muestra una sobre-expresion de HOXB13 hasta de 4.5
veces, por lo que se decidid tomar como control positivo a la linea celular SiHa. El anélisis
estadistico de estos resultados muestra que esta diferencia es significativa (p= 0.031).
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Expresion Relativa del gen HOXB13

Figura 19. Cuantificacién relativa de la expresion génica del gen HOXB13 en las lineas celulares SiHa y
MCF-7. La cuantificacion de la expresion génica de HOXB13 se realizd6 mediante PCR Tiempo Real. El
analisis de la expresion de los genes fS-actina y HOXB13 se hizo por triplicado en los DNAc’s obtenidos de
las lineas celulares, usando el método AACy . La cuantificacion de cada una de las lineas se compar6 contra
un pool de 3 tejidos mamarios normales. Las barras muestran la cuantificacion de la expresion génica de
HOXBI13 (media y desviacion estdndar) que va desde 4.5 veces en escala logaritmica en la linea celular MCF-
7 (turquesa) y de 36.7 veces en SiHa (verde oscuro) siendo el valor de 1 correspondiente al tejido normal.

8.3 Expresion de HOXBI13 en tejidos mamarios

Una vez estandarizada la expresion del gen HOXB13 mediante PCR Punto Final y
validado el método AACt por PCR Tiempo Real, se realiz6 la extraccion de los RNA’s
totales de las muestras de tejido mamarios humanos, para analizar la deteccion del gen
HOXBI3.

8.3.1 Obtencion de los RNA’s totales a partir de los tejidos mamarios

El aislamiento de los RNA’s totales de los tejidos mamarios normales, con y sin
patologia maligna, ya sea preservados en RNA/ater® o en Trizol se llevo a cabo usando el
método de Trizol descrito previamente en Materiales y Métodos. Los resultados obtenidos
en la extraccion de los RNA’s totales muestran de manera definida las bandas 28S y 18S de
los RNA ribosomales que indican la buena integridad del RNA en los tejidos preservados
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en RNA/ater® (Ambion), como se presenta en la Figura 20 (carriles 1 y 2); en contraste,
los RNA’s totales obtenidos a partir de los tejidos conservados en Trizol (Invitrogen)
muestran una menor integridad como se muestra en el carril 3.

— 285 «— |

—» 185 — |

Figura 20. Extraccion de los RNA’s totales en los tejidos mamarios. Los RNA’s totales obtenidos por el
método de Trizol fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa 0.8%. Los RNA’s provenientes
de un tejido mamario normal (carril 1), de tejido mamario con patologia maligna (carril 2) fueron conservadas
en RNA/ater® (Ambion) en donde se pueden observar de manera definida las bandas de los RNA’s
ribosomales 28S y 18S que indican la integridad de los RNA’s obtenidos. Los RNA’s de tejido con patologia
benigna (carril 3) fueron preservadas en Trizol (Invitrogen). Cada carril contiene aproximadamente 1 pg de
RNA’s totales.

Las Tablas XI, XII y XIII muestran los tejidos mamarios normales, benignos y
malignos respectivamente que fueron conservados en RNAlater® y en Trizol. La
concentracion y la pureza obtenida de los RNA’s totales extraidos de los tejidos mamarios
muestran alta variabilidad en la concentracién desde 22 hasta 3635 pg/mL con una Abs
260/280 mayor de 1.7 en la mayoria de los casos indicando buena pureza de los RNA’s
obtenidos. La Tabla XI muestra que de 4 de 29 muestras de tejido de mama que fueron
preservados en Trizol no presentaron una Abs 260/280=1.1 indicando una vez mas la baja
pureza de los RNA’s obtenidos.
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Tabla XI . Cuantificacion de los RNA’s totales extraidos de los Tejidos Mamarios Normales

Solucion Cantidad de tejido | Concentracion Pureza Abs
conservadora procesado (mg) (ng/mL) 260/280
RNAlater® 53 2068.6 1.7
RNAlater® 50 154.5 1.7
RNAlater® 166 1233 1.9
RNAlater® 89 517 1.7
RNAlater® 95 203 1.7
RNAlater® 75 1874 1.9
RNAlater® 126 2164 1.5
RNAlater® 153 1565 1.8
RNAlater® 103 939 1.8
RNAlater® 123 905 1.9
RNAlater® 80 133 1.7
RNAlater® 93 291 1.7
RNAlater® 164 659 1.8
RNAlater® 44 1038 1.9
RNAlater® 122 422 1.7
RNAlater® 122 893 1.7

Trizol 54 508 1.1
RNAlater® 72 122 1.7
RNAlater® 171 1335 1.8
RNAlater® 118 2698 1.8
RNAlater® 87 1896 1.6
RNAlater® 106 1612 1.9
RNAlater® 97 2638 1.9

Trizol 70 161 1.1
RNAlater® 105 728 1.8

Trizol 322 1272 1.8

Trizol 60 336 1.1

Trizol 69 1445 1.1
RNAlater® 129 60.5 1.8

Tabla XII. Cuantificacion de los RNA’s totales extraidos de los Tejidos Mamarios Benignos

Solucion Cantidad de tejido | Concentracion Pureza Abs
conservadora procesado (mg) (ng/mL) 260/280
Trizol 71 490 1.8
Trizol 74 252 1.9
Trizol 103 543 1.9
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Tabla XIII. Cuantificacion de los RNA’s totales extraidos de los Tejidos Mamarios Malignos

Pelia Carolina Reyna flvarado

Solucion Cantidad de tejido | Concentracion Pureza Abs
conservadora procesado (mg) (ng/mL) 260/280
RNAlater® 90 2637 1.9
RNAlater® 90 2637 1.9
RNAlater® 90 2637 1.9
RNAlater® 90 2637 1.9
RNAlater® 177 2076 1.9
RNAlater® 133 2009 1.9
RNAlater® 92 3486 1.9
RNAlater® 154 2995 1.9
RNAlater® 65 2650 1.9
RNAlater® 39 243 1.7
RNAlater® 40 4333 1.7
RNAlater® 41 815 1.9
RNAlater® 34 329 1.7

Trizol 30 656 1.6
RNAlater® 100 912 1.8
RNAlater® 60 1577 1.9
RNAlater® 49 2448 1.5
RNAlater® 40 3286 1.9
RNAlater® 77 2307 1.9
RNAlater® T4 2352 1.6
RNAlater® 96 2268 1.5
RNAlater® 93 224 1.6
RNAlater® 96 2238 1.9
RNAlater® 77 2595 1.9
RNAlater® 95 1605 1.6
RNAlater® 72 3007 1.9
RNAlater® T4 3635 1.8

Trizol 60 720 1.5

Trizol 34 523 1.8

Trizol 50 800 1.0

Trizol 30 64 2

Trizol 30 1496 1.3

Trizol 26 1268 1.8

Trizol 30 1045 1.5

Trizol 40 1112 1.3

Trizol 30 424 1.7

Trizol 20 472 1.2

Trizol 30 424 1.5

Trizol 10 752 1.8

Trizol 30 392 1.4

Trizol 37 215 2

Trizol 20 304 1.0

Trizol 50 1782 1.6

Trizol 10 1720 1.5

Trizol 53 1377 1.8

Trizol 30 1512 1.4

Trizol 40 1864 1.4

Trizol 40 112 1.4

Trizol 10 376 2

Trizol 85 2162 1.9

Trizol 91 1063 1.9

Trizol 23 20 1.3

Trizol 92 1423 1.8

Trizol 94 3956 1.8

Trizol 104 693 1.8

Trizol 221 443 1.5
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8.3.2 Amplificacion del gen HOXB13 mediante PCR Punto Final

8.3.2.1 f-actina

Los RNA'’s totales obtenidos del tejido mamario normal, con patologia benigna y
maligna se utilizaron para la sintesis de los DNAc’s mediante transcripcion reversa. Se
realizo la reaccion de PCR para la amplificacion del gen S-actina a partir de los DNAc’s
obtenidos de tejidos mamarios con la finalidad de corroborar la eficiencia de la reaccion de
retrotranscripcion de cada uno de los tejidos procesados. Los resultados en la Figura 21
muestran confirman la amplificacion de una banda de 276pb que corresponde al gen de f-
actina obtenida de los tejidos mamarios en comparacion a la que se encuentra en los
DNACc’s de la linea celular SiHa (+), utilizada como control positivo de la reaccion.
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Figura 21. Amplificacion del gen f-actina mediante RT-PCR a partir de los tejidos mamarios. Los
RNA’s totales obtenidos por el método de Trizol fueron utilizados para llevar a cabo la sintesis a DNAc’s a
través de transcripcion reversa y posteriormente con la reaccion de PCR para la amplificacion del gen S-
actina. En A se muestra la electroforesis de un gel de agarosa al 1.2% demostrando la amplificacion de una
banda de 276pb la cual corresponde a f-actina a partir de los DNAc’s obtenidos de tejido mamario normal
(N) y patologia maligna (M). En B se observa la electroforesis realizada a los tejidos mamarios con patologia
benigna (1B, 2B y 3B). Se logra observar la baja eficiencia de la reaccion la muestra 3B El carril (+) contiene
la amplificacién de un DNAc de la linea celular SiHa utilizado como testigo positivo. El carril (-) contiene a
la reaccion de PCR sin DNAc blanco, el carril marcado con M es el marcador de peso molecular pBS sk
digerido con la enzima de restriccion Msp I y MB se refiere al marcador de peso molecular 100pb DNA

ladder (Bioline).
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8.3.2.2 HOXBI13

La expresion de una banda de 300pb se observa en los geles de agarosa al 1.2% en la
Figura 22 demostrando la amplificacion de HOXB13 en algunos de los tejidos mamarios y
en la linea celular SiHa utilizada como control positivo. La expresion de HOXB13 no se
detectd en ninguna de las muestras benignas. Por otro lado, en los tejidos normales
HOXBI3 se expreso solo en 5 de las 29 muestras analizadas, sin embargo cabe mencionar
que fueron eliminadas del estudio 5 muestras de tejido normal debido a que no presentaban
la calidad deseada para el andlisis. Con respecto a los tejidos mamarios con patologia
maligna la expresion de HOXB13 fue observaba en 29 de las 56 muestras, descartando 7
muestras de tejido por no presentar un buen estado. Estos resultados muestran claramente

una relacion positiva en la expresion del gen HOXB13 en los tejidos con patologia maligna
(p=0.007).

A 45%ph
404ph
32
HOXBI3 300ph 5INph
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2ph
Laph

Figura 22. Amplificacién del gen HOXB13 en los tejidos mamarios. Los geles de agarosa al 1.2 %
muestran la amplificacion de HOXB13 en algunas muestras representativas de tejidos mamarios de acuerdo a
las condiciones descritas en materiales y métodos. A. La banda de amplificacion del transcrito de HOXB13
que corresponde a 300pb se observa en algunas muestras normales (3N) y en aquellas que representan a
tejidos con patologia maligna (3M y 4M). B. La expresion de HOXB13 no se observa en los tejidos mamarios
con patologia benigna (1B, 2B y 3B), en contraste con el testigo positivo SiHa (+). El carril (-) contiene a la
reaccion de PCR sin DNAc blanco, el carril marcado con M es el marcador de peso molecular pBS sk

digerido con la enzima de restriccion Msp [ y MB se refiere al marcador de peso molecular 100pb DNA
ladder (Bioline).
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En resumen los resultados de la expresion del gen HOXB13 en los tejidos mamarios
analizados pueden visualizarse en la Figura 23 donde se muestra que el gen HOXB13 se
detectd por PCR Punto Final en 5 de los 29 tejidos mamarios normales mientras que no se
detectd en los tejidos con patologia benigna y se encontro la expresion de dicho gen en 29
de los 56 de los tejidos mamarios malignos.

. Gen apagado

Figura 23. Expresion diferencial del gen HOXB13 en los tejidos mamarios por PCR Punto Final. Matriz
de resultados que resume la expresion del gen HOXB13 en los 28 tejidos normales, 3 benignos y 56 tejidos
malignos analizados por PCR Punto Final. Se encontré6 una relacion positiva entre la presencia del gen
HOXB13 y la presencia de cancer.

Gen encendido

8.3.3 Cuantificacion del nivel de expresion del gen HOXB13 mediante PCR Tiempo Real

en los tejidos mamarios

Con las condiciones de PCR Tiempo Real estandarizadas previamente con la linea
celular SiHa se prosigui6 a la cuantificacion de la expresion del gen HOXB13 y el gen -
actina usando los DNACc’s de los tejidos mamarios previamente obtenidos y analizados
mediante PCR Punto Final. La cuantificacion del gen HOXB13 se realiz6 mediante la
amplificacion por PCR Tiempo Real de los genes HOXB13 y f-actina en 29 tejidos
mamarios normales, 3 tejidos con patologia benigna y en 56 tejidos con patologia maligna.
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Debido a la diferencia en la magnitud de los resultados en la expresion del gen
HOXBI3 se decidio utilizar los datos en escala logaritmica base 10 para una mejor
cuantificacion y andlisis de los datos asi como también se tomo la decision de utilizar el
resultado del ACt de las muestras para posteriores comparaciones estadisticas.

8.3.3.1 Expresion del gen HOXB13 en los tejidos mamarios malignos

La cuantificacion del gen HOXB13 a partir de los DNAc’s de los tejidos malignos se
realizd mediante PCR Tiempo Real. Para lograr lo anterior, una vez obtenidos los valores
de Cr para el gen HOXB13 como para el gen de referencia (S-actina) se llevéd a cabo la
normalizacién de estos valores y se aplico la formula del método AACt previamente
validado para estas condiciones utilizando el ACr del tejido maligno y como valor
calibrador el ACt obtenido de de un pool de tejidos mamarios normales. La Tabla XIV
muestra la cuantificacion de los resultados obtenidos de la expresion del gen HOXB13 en
escala logaritmica base 10 demostrando el niimero de veces que se sobre-expresa el gen
HOXB13 solamente en 33 tejidos cancerosos. Los niimeros enteros indican una mayor
sobre-expresion del gen HOXB13 en los tejidos malignos comparados con el tejido normal,
mientras que los nimeros decimales nos indican el nimero de veces que se expresa menos
en el tejido maligno con respecto al tejido normal. Estos resultados de la cuantificacion de
los transcritos de HOXB13 mediante PCR Tiempo Real indican que el gen HOXB13 se
encuentra con mayor sobre-expresion en la mayoria de las muestras analizadas
provenientes de tejido mamario maligno (33 de 56). Los valores de la sobre-expresion del
gen HOXB13 comparados con el tejido normal indican que van desde 2.3 veces hasta
132,364.63 veces .
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Tabla XIV. Cuantificacion Relativa del gen HOXB13 con respecto a

Tejido Mamario Normal

Tejido Mamario Expresion relativa de HOXB13
Maligno

2M 5.9539+0.3185
M 338.0069 + 79.8348
4M 49.0896 + 18.1965
6M 3016.5115 + 1660.6609
SM 14905.35544+ 11246.2981
M 953.4652 + 350.8202
12M 7634.4239 +9074.9890
13M 10.7817+9.4909
15M 21.8385 +18.5412
16M 132364.6387 + 57750.4552
17M 2184.2269+ 453.1524
19M 1491.9860+ 551.2415
21M 432.7109+ 155.3051
23M 2995.90+47.9977
24M 53.8437+40.5098
28M 7.1368 +0.1402
29M 18.4348 + 8.8743
34M 6.8290 + 3.5477
36M 353.2232 +39.4484
37™M 601.0959 + 229.8877
38M 1941.1896 + 1044.9306
39M 3337.47 +501.5279
40M 60.6311 £ 12.3744
41M 9.3894 + 3.5229
42M 40.9637 £ 11.4097
43M 7767.6993 + 377.8152
44M 2.3359 + 3.0432
45M 650.1351 = 103.8909
46M 1016.7999 + 54.3975
47M 5599.9371 +2313.2647
48M 1042.0307 + 393.35
50M 2659.4758 +399.6442
56M 5.2274+0.3811

La Figura 24 muestra la grafica del nivel de expresion en logaritmo base 10 del gen

HOXB13 en los tejidos mamarios malignos incluyendo a las lineas celulares MCF-7 y SiHa

para observar mejor la diferencia de expresion del gen HOXB13. El valor de 1 corresponde

a la expresion en el tejido mamario normal. Los nimeros positivos indican que el gen

HOXB13 se expresa mas en tejido maligno que en las lineas celulares con respecto al tejido

normal, por el contrario lo numeros negativos indican que el gen HOXB13 se expresa

menos en tejido maligno con respecto al normal. El analisis estadistico para la diferencia

entre las medias de la expresion relativa de HOXB13 en los tejidos malignos y normales

revela que existe una diferencia significativa (p=0.004).
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Cuantificacion de la Expresion del gen HOXB13 en Tejido Mamario Maligno
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Figura 24. Cuantificacion relativa del gen HOXB13 mediante PCR Tiempo Real en los tejidos
mamarios con patologia maligna. La cuantificacion de la expresion génica de HOXBI13 se realizd por
triplicado en los genes f-actina y HOXB13 utilizando los DNAc’s obtenidos de los tejidos mamarios, usando
el método AACr, La grafica muestra el nivel de expresion del gen HOXB13 en cada tejido mamario, siendo el
valor de 1 el que corresponde a la expresion del tejido normal. Los nimeros positivos indican que la
expresion de HOXB13 fue mayor en los tejidos malignos y en las lineas celulares MCF-7 y SiHa con respecto
al tejido normal, por el contrario el nimero negativo indica que la expresion de HOXB13 es menor con
respecto al tejido normal.

Por otra parte, el analisis de la expresion del gen HOXB13 utilizando el método ACr
se realiz6 en los tejidos malignos utilizando como valor calibrador el ACt obtenido de la
linea celular MCF-7. Lo anterior permiti6 obtener la cuantificacion relativa de la expresion
del gen HOXB13 en los tejidos mamarios malignos comparada con la linea celular MCF-7.
Los valores de expresion para el gen HOXB13 se muestran en la Tabla XV demostrando el
numero de veces que se sobre-expresa el gen HOXB13 en 33 tejidos con patologia maligna.
Los numeros enteros indican mayor sobre-expresion del gen HOXB13 en los tejidos
malignos comparados con la linea celular MCF-7, mientras que los nimeros decimales nos
indican el numero de veces que se expresa menos en el tejido maligno con respecto a la
linea celular MCF-7. Estos valores de cuantificacion de los transcritos de HOXB13
mediante PCR Tiempo Real nos indican que el gen HOXB13 se encuentra con mayor
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sobre-expresion en la mayoria de las muestras (33 de 56) provenientes de tejido mamario
maligno. Los valores de sobre-expresion del gen HOXB13 en los tejidos malignos
comparados con la linea celular MCF-7 indican que van desde 1.08 veces hasta de veces
33406.42 veces. Con excepcion de la muestra 44M que indica que HOXB13 se sobre-
expresa 0.5 veces menos comparados con la linea celular MCF-7.

Tabla XV. Cuantificacion Relativa del gen HOXB13 con respecto a MCF-7
Expresion relativa de HOXB13

1.2386 £ 0.0662

1.2386 £ 0.0662

1975.9267 +2355.1965

766.3292 +427.2734

3715.7275 + 2846.8959

215.5877 £ 80.5386

1975.9267 +2355.1965

2.9880 +2.6303

5.0655 +4.2796

33406. 4247 + 14469.3154

691.4250 + 143.4470

472.2936 + 174.4975

136.9762+ 49.1624

830.2956+24.1160

14.9224+11.2270

1.6106 =0.0316

4.1603 +2.0027

1.4207 +0.7380

73.4854 + 8.2069

135.6558 + 51.8812

438.0893 + 235.8208

694.3364 + 104.3391

13.6832 + 2.7926

1.9534 +0.7329

8.5222 +2.3737

1616.0127 + 78.6016

0.5271 £ 0.6867

146.7230 + 23.4461

211.5377 £11.3170

1263.7987 £ 522.0596

235.1664 + 88.7736

553.2843 + 83.1430

1.0875 +0.0793

Lo anterior puede ser visualizado de una mejor manera en la Figura 25 donde se muestra la
grafica del nivel de expresion en logaritmo base 10, siendo el valor de 1 el que corresponde

a la expresion en la linea celular MCF-7. Los niimeros positivos indican que el gen
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HOXB13 se expresa mds en tejido maligno con respecto a la linea celular MCF-7, por el
contrario los nimeros negativos indican que el gen HOXB13 se expresa menos en tejido
maligno con respecto a la linea celular MCF-7. El resultado obtenido en el andlisis
estadistico indica que existe una diferencia significativa entre el valor medio de la
expresion relativa de HOXBI13 en tejido maligno y la expresion en MCF-7 (p=0.002).
Cabe recalcar que la expresion en tejido maligno estadisticamente se encuentra cercana a la
expresion observada en la linea celular SiHa.

Cuantificacion de la Expresion del gen HOXB13 en Tejido Mamario Maligno
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Figura 25. Cuantificacion relativa del gen HOXB13 mediante PCR Tiempo Real en los tejidos
mamarios malignos. La cuantificacion de la expresion génica de HOXB13 se realizo por triplicado en los
genes f-actina y HOXBI13 utilizando los DNAc’s obtenidos de los tejidos mamarios malignos, usando el
método AACr. La grafica muestra el nivel de expresion del gen HOXB13 en cada tejido mamario maligno,
siendo el valor de 1 el que corresponde a la expresion de la linea celular MCF-7. Los niimeros positivos
indican que la expresion de HOXB13 fue mayor en los tejidos mamarios con respecto a la linea celular MCF-
7, por el contrario el numero negativo indica que la expresion de HOXB13 es menor con respecto a la linea
celular MCF-7.
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Para analizar la expresion del gen HOXB13 en los tejidos mamarios malignos con
respecto al tejido mamario normal se decidi6 agrupar dichas muestras de acuerdo a los
diferentes estadios del cancer mamario. De las 30 muestras analizadas segin a la
estadificacion correspondieron al estadio I (2 de 30), IT (14 de 30) y III (10 de 30). En la
Figura 26 se muestra la grafica del nivel de expresion del gen HOXB13 en logaritmo base
10 en los tejidos mamarios malignos de acuerdo a su respectivo estadio incluyendo el nivel
de expresion del gen HOXBI13 de las lineas celulares MCF-7 y SiHa. Estos resultados
muestran claramente que la sobre-expresion del gen HOXB13 se ve aumentada en los
tejidos mamarios malignos mientras que la sobre-expresion del gen HOXB13 es menor en
las lineas celulares MCF-7 y SiHa. La estadificacion de los carcinomas analizados
demuestra que el encendido del gen HOXBI13 se detectd en la gran mayoria de las muestras
(26 de 30), estando presente su expresion desde el estadio I hasta el estadio III. El analisis
estadistico no mostr6 diferencia significativa para la expresion relativa de HOXB13 entre
los diferentes estadios (p=0.296).

Cuantificacion de la Expresion del gen HOXB13 en Tejido Mamario Maligno
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Figura 26. Cuantificacion relativa del gen HOXB13 mediante PCR Tiempo Real en los estadios I-II1. La
cuantificacion de la expresion génica de HOXB13 se realizo por triplicado en los genes S-actina y HOXB13
utilizando los DNAc’s obtenidos de los tejidos mamarios, usando el método AACrt, Las barras muestran la
cuantificacion el nivel de expresion génica de HOXBI13 en escala logaritmica base 10 en las muestras de
tejido mamario maligno estadio I (rosa), estadio II (azul), estadio III (naranja), estadio desconocido (rosa
claro), linea celular MCF-7 (turquesa) y linea celular SiHa (verde oscuro).
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Asi mismo, como se observa en la Figura 27 se confirm¢ el resultado obtenido en el
analisis por PCR Tiempo Real realizando una comparacion multiple de medianas (prueba
de Kruskal-Wallis) obteniendo como resultado que no existian diferencias significativas
entre la expresion relativa de HOXB13 con respecto a los diferentes estadios (p=0.296). Sin
embargo se observa una tendencia en la cual los tejidos mamarios malignos estadio I
pudieran tener una menor expresion relativa para este gen. Estos resultados obtenidos
apoyan fuertemente que HOXBI13 se enciende en estadios tempranos y mantiene su
expresion durante el desarrollo del carcinoma mamario.
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Figura 27. Analisis estadistico de la Cuantificacién Relativa por PCR Tiempo Real de la expresién del
gen HOXBI13 en los distintos estadios del cidncer mamario. La prueba de comparaciéon multiple de
medianas (Kruskal-Wallis) muestra que no se encontraron diferencias significativas entre la expresion relativa
de HOXB13 con respecto a los diferentes estadios del tejido mamario maligno (p=0.296).

Por otra parte, para analizar en detalle la tendencia observada en los resultados
anteriores en la Figura 28A se muestra que cuando se realiz6 la prueba estadistica
(estadistico de prueba Z) para comparar los resultados del andlisis realizado por PCR
Tiempo Real en la poblacion de tejidos mamarios malignos y tejidos mamarios normales se
encontrd que existe una diferencia significativa entre la expresion relativa de HOXB13 de
los tejidos mamarios malignos analizados y en los tejidos mamarios normales (p=0.004).
Mientras que en la Figura 28B se muestra que cuando se realiz6 la prueba estadistica de
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diferencia de diferencia honesta significativa (HSD) de Tukey para comparar la expresion
relativa de HOXB13 en tejido mamario normal y en los diferentes estadios tumorales del
cancer de mama, los resultados mostraron que existian diferencias significativas entre los
diferentes estadios del céancer de mama y el tejido mamario normal (p=<0.0001)
demostrando que la expresion relativa de HOXB13 en el tejido mamario normal es menor
que la encontrada en los estadios I, I y III del cancer de mama. En conjunto estos
resultados apoyan fuertemente que el gen HOXBI13 se enciende temprano y se mantiene
durante el desarrollo del carcinoma.

HOXB13 HOXB13
P=0.004 P=<0.0001

| g il B

i il Fawreg
Estadios del Tejide Mamaric Maligno
¥ Tejido Normal

Rl Mghgre

Expresion Relativa del gen HOXB13

Tejido Mamario

Expresion Relativa del gen HOXB13

Figura 28. Analisis estadistico de la Cuantificacion Relativa por PCR Tiempo Real de la expresion del
gen HOXB13 en Tejido Mamario Maligno y Tejido Mamario Normal. A. La grafica de caja muestra que
existe diferencia significativa entre los tejidos mamarios malignos y normales (p=0.004) obtenido mediante el
analisis estadistico realizado (prueba Z) B. La prueba de contraste de HSD (diferencia honesta significativa)
de Tukey para la comparacion de la expresion relativa de HOXB13 mostr6 una diferencia significativa entre
los diferentes estadios del cancer mamario y el tejido mamario normal (p=<0.0001).

En resumen en la Figura 29 se muestra la sobre-expresion del gen HOXB13 en los
tejidos mamarios por PCR Tiempo Real que mostro la expresion del gen HOXB13 en 33 de
las 56 muestras de tejido maligno, no se detectd dicho gen en las 3 muestras de tejido
mamario con patologia benigna por lo que este resultado coincidié con lo obtenido por
PCR Punto Final.
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Asimismo de las 29 muestras analizadas por PCR Tiempo Real correspondientes al
tejido mamario normal y que fueron comparadas con la linea celular MCF-7 solo se detectd
la sobre-expresion de HOXB13 en 9 muestras de 29. Por lo que el transcrito del gen
HOXB13 muestra claramente su expresion en las muestras neoplasicas analizadas con una

alta incidencia.

Gen encendido

. Gen apagado

Figura 29. Expresion diferencial del gen HOXB13 en los tejidos mamarios por PCR Tiempo Real. En la
grafica se muestra un resumen de la expresion del gen HOXB13 en muestras de tejidos mamario utilizando
PCR Tiempo Real.

La cuantificacion de HOXB13 global se muestra por otra parte, en la Figura 30 con
los promedios y las desviaciones estdndar de los valores en escala logaritmica de la
cuantificacion relativa de HOXBI13 de los tejidos mamarios malignos y de las lineas
celulares MCF-7 y SiHa. Se aprecia como el promedio de los valores obtenidos de la
cuantificacion relativa de HOXBI13 en los tejidos mamarios malignos se encuentra con una
mayor sobre-expresion (2087.2 veces) en comparacion con el promedio de los valores
obtenidos de la cuantificacion relativa de HOXB13 en las lineas celulares MCF-7 (4.5
veces) y SiHa (36. 7 veces).
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El andlisis estadistico mostr6 que no hay diferencia significativa entre la expresion
relativa de HOXB13 en los tejidos mamarios malignos en comparacion con la linea celular
SiHa (p=0.879).

Por otro lado, el andlisis estadistico mostrd claramente que existe una diferencia
significativa entre la expresion relativa de HOXB13 en los tejidos mamarios malignos en
comparacion con la linea celular MCF-7 (p=0.002).

Estos resultados claramente demuestran la sobre-expresion de HOXB13 en las
muestras con cancer que apoyan los resultados obtenidos anteriormente es nuestro
laboratorio (Webb, 2007) y con los resultados descritos por Yamamoto y cols. (2003);
Svigen & Tonissen (2003); Cantile y cols. (2003) y Ma y cols. (2004).

Cuantificacién de la expresién genica de
HOXB13

1000

100

Expresion Relativa Promedio de
HOXB13

Figura 30. Cuantificacion relativa del gen HOXB13 mediante PCR Tiempo Real en los tejidos
mamarios con patologia maligna. La cuantificacion de la expresion génica de HOXB13 se realizd por
triplicado en los genes f-actina y HOXB13 utilizando los DNAc’s obtenidos de los tejidos mamarios, usando
el método AACr, Las barras muestran la cuantificacion promedio del nivel de expresion génica de HOXB13
en escala logaritmica base 10 en las muestras de tejido mamario maligno (rojo), linea celular MCF-7
(turquesa) y linea celular SiHa (verde oscuro).

8.3.3.2 Expresion de marcadores moleculares y del gen HOXB13 en los tejidos mamarios
malignos

La sobre-expresion del gen HOXB13 fue comparada con los datos obtenidos en los
distintos carcinomas en la expresion de los marcadores moleculares.
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Los marcadores moleculares analizados corresponden al receptor de estrogenos (RE),
receptor de progesterona (RP), a la proteina nuclear Ki67 (marcador de proliferacion), a la
proteina p53 mutada (p53m), y el receptor de factor de crecimiento epitelial 2 (Her2/neu).
En la Tabla XVI se muestran los resultados de los marcadores moleculares 49 tejidos
mamarios malignos analizados, de los cuales corresponden en su mayoria al estadio III (12
de 49), en baja proporciona al estadio II (19 de 49), y solo tres muestras del estadio I. El
analisis estadistico efectuado para relacionar la expresion del gen HOXBI13 con la
expresion del RE no encontré diferencia significativa alguna (p=0.664) como se puede
observar en la Figura 31.

Asi mismo, la expresion de los marcadores moleculares RP, Ki67 y p53m también
fue analizada estadisticamente mediante una regresion lineal. Este analisis no mostrd
diferencias significativas entre la expresion de HOXBI13 y la expresion de los distintos
marcadores prondsticos (RP; p=0.548, Ki67; p=0.918 y p53m; p=0.538) respectivamente.

En relacion a la expresion del receptor Her2/Neu el resultado demostré también que
no se encontrd diferencia significativa (p=0.145), sin embargo fue posible observar una
tendencia en la cual la expresion parece aumentar con el estadio del tumor. De manera
similar, se compard la expresion relativa de HOXB13 en tumores clasificados como RE (+)
y RE (-) con respecto al receptor Her2/Neu. El resultado indicd que no se logré encontrar
una diferencia significativa en tumores que expresaron HOXBI13 RE (+) con respecto al
marcador Her2/Neu (p=0.006). De la misma manera, la expresion relativa de HOXB13 en
tumores clasificados como RE (-) con respecto al marcador Her2/N los resultados indicaron
que no se encontrd diferencia significativa (p=0.828).

En cuanto a la estadificacion de los carcinomas analizados en la Tabla XVI se puede
observar que el encendido de HOXBI13 se detect6 en la gran mayoria de las muestras (33 de
56), estando presente su expresion desde el estadio I hasta el estadio III. Estos resultados
apoyan fuertemente que HOXB13 se enciende temprano y se mantiene durante el desarrollo
del carcinoma.
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Tabla XVI. Expresion de marcadores moleculares y del gen HOXB13
Estadio RE RP Ki67 p53 Her2/Neu | HOXB13
1A (+) 90% (-) (-)
IIIA (63 (+)
JUIVN (-) (-) ++ (+)
1A ) ) ++ )
1A Q) 2% ) ©)
1IB (+) +)
1A ) ) ++ )
1A ) ) ) )
11B ) ) ) )
I ) ©)
1A +) 80% () )
11B (63 (+)
1A (+) 100% (-) (+)
? )
1A (+) 100% (-) (+)
ITA +)
? ) )
1IB ) 20% + (+)
? ) )
I ) )
1A ) ) ) )
11B ) () +++ )
1IB (+) +)
? )
? ) ) Q) ) ) )
? )
? Q) Q) ©) ©) Q) ©)
11T (-) 100%+++ 40%++++ 80%+++ 1+ (-)
? ©) Q) ©) 60%+++ ©) ©)
111 (-) (-) 100%++++ 100%++++ 0 (+)
111 30%++ 20%++ (-) (-) 0 (-)
11 () 10%+++ 5%++ (-) 2+ (+)
11 (-) (-) 40% 100% 0 (+)
? Q) ) ©) ©) ) )
11 (- ) “) 100%+++ 0 +)
11 60%+ 70%+ (-) (-) 0 (+)
111 (-) (-) () 90%+++ 0 (+)
1 90%+++ 90%+++ 10%+++ (-) 0 (+)
111 60%+++ 40%+++ ) 80%++++ 0 ()
? ) ) 10%+++ ©) Q) *)
111 (-) 100%+++ 30%+++ 10%++ 2+ )
111 (-) (-) 40%++ 100%++++ 0 (+)
111 (-) (-) 90%++++ 100%++++ 3+ )
111 15%+ 20%++ (-) (-) 3+ (+)
? )
? ©)
? )
? )
? )
@ © .
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HOXB13
P=0.664
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-30
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Receptor de Estrogenos

Expresion Relativa del gen HOXB13

Figura 31. Analisis estadistico de la Cuantificacion Relativa por PCR Tiempo Real de la expresién del
gen HOXBI13 y el estado de RE (Receptor de Estrogenos). La prueba de comparacion multiple de
medianas (Kruskal-Wallis) mostré que no se encontraron diferencias significativas entre la expresion relativa
de HOXBI13 con respecto al RE (p=0.664).
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9. DISCUSION

Durante el desarrollo de esta tesis se realizd la deteccion y cuantificacion de la
expresion del gen HOXBI13 mediante PCR Punto Final y PCR Tiempo Real
respectivamente en las lineas celulares y tejido mamario con y sin patologia maligna. Las
muestras provenientes de tejidos mamarios incluyeron 56 muestras con patologia maligna y
29 muestras de tejido normal y tres con patologia benigna. Para llegar a este proposito, se
estandarizaron las condiciones de amplificacion de la RT-PCR punto final seleccionando
las lineas celulares SiHa y MCF-7 debido a que se ha descrito que estas lineas celulares
expresan el gen HOXB13 (Alami ef al., 1999). Para ello, se extrajeron los RNA’s totales
mediante la técnica de Trizol a partir de paquetes celulares provenientes de lineas celulares,
que fueron convertidos a DNAc’s mediante una reaccion de retrotranscripcion reversa tal
como se especifica en la seccion de materiales y métodos. La calidad de los RNA’s totales
fue analizada mediante su visualizacion en un gel de agarosa al 0.8%, mostrando la
integridad de las bandas 28, 18 y 5S de RNA ribosomal, ademads, la calidad y cantidad de
los RNA’s fue verificada y cuantificada mediante espectrofotometria. Se observo la
integridad de buena calidad de los RNA’s tanto de los obtenidos de los paquetes celulares
de SiHa y MCF-7. La transcripcion reversa se realizo a partir de 5 ug de los RNA’s totales
obtenidos y fue validada mediante amplificacion del gen f-actina cuyo control endogeno de
la reaccion mostr6é la presencia de la banda esperada a 276pb. Excepcionalmente, los
RNA’s obtenidos en SiHa y en MCF-7 resultaron altamente eficientes ya que para la
amplificacion de este gen en las lineas celulares, aun con una dilucion 1/10 de los DNAc’s
mostraron bandas de amplificacion prominentes. Los anterior permitid demostrar que la
reaccion de retrotranscripcion fue exitosa y la sintesis de los DNAc’s se realizd
eficientemente en las lineas celulares utilizadas.

El tamafo de las bandas amplificadas del gen HOXB13 asi como f-actina fue
calculada realizando una amplificacion virtual con el programa AmplifX 1. 37, utilizando
las secuencias y los oligonucleotidos iniciadores descritos en la seccion de Materiales y
Meétodos. Para lo cual, la amplificacién en monoplex se realizd con los DNAc’s de la linea
celular SiHa y un testigo negativo para la reaccion en ausencia de DNAc’s, ademas, se
amplifico el gen f-actina como control interno de cada reaccion. Los resultados obtenidos
en la estandarizacion de las condiciones de amplificacion corroboraron la presencia de la
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banda de 300pb correspondiente al gen HOXB13, concordando con lo previamente descrito
por Alami y cols. (1999).

Adicionalmente, se utilizaron los DNAc’s de la linea celular MCF-7 para estandarizar
la amplificacion de HOXB13. La amplificacion de HOXB13 en los DNACc’s de las células
MCF-7 mostré buena expresion de los transcritos de HOXB13 lo que concuerda con lo
descrito por los diferentes autores (Chariot et al., 1995 y Russo et al, 2001) quienes
describieron la expresion de genes HOX en esta linea celular incluyendo HOXB13.

Una vez estandarizadas las condiciones de amplificacion del gen HOXB13 por PCR
Punto Final en las lineas celulares, se llevo a cabo la estandarizacion de la reaccion de PCR
Tiempo Real donde se utilizaron los oligonucleotidos con sondas Tagman MMG® de la
compaifiia Applied Biosystem para los genes HOXB13 y S-actina. Primeramente, se decidio
utilizar la linea celular SiHa debido a la alta eficiencia demostrada en los resultados de PCR
punto final por lo que se realiz6 una curva de calibracion estandar para cada uno de estos
genes utilizando a la linea celular antes mencionada, para determinar la eficiencia de la
reaccion de PCR con los oligonucledtidos y asi establecer el umbral de deteccion para la
fluorescencia. Los valores obtenidos de Cr’s para el gen HOXB13 fueron normalizados con
el gen f-actina, asi como con la eficiencia de la reaccion de PCR, y posteriormente se
comparo6 contra valores obtenidos de un pool de tejido mamario normal los cuales fueron
confirmados patolégicamente por el Dr. Juan Araiza Chavéz. Los resultados obtenidos
cuantitativamente mediante PCR Tiempo Real mostraron una sobre-expresion del gen
HOXBI3 de hasta 36.72 veces en la linea celular SiHa, mientras que en la linea celular
MCF-7 se encontrd una expresion relativa de hasta 4.45 veces. Debido a que evidentemente
la linea celular SiHa mostré una mayor expresion relativa comparada con la obtenida en
MCF-7 se decidi6é tomar como control positivo a esta linea celular para posteriores analisis
por PCR Tiempo Real.

Despues de la deteccion y cuantificacion de HOXBI13 en las lineas celulares, se
realiz6 la extraccion de los RNA'’s totales de las muestras de tejidos mamarios con y sin
patologia maligna. Los RNA’s totales de las muestras de tejidos mamarios se obtuvieron
mediante la misma técnica utilizada para las lineas celulares. De la misma manera que los
RNA’s obtenidos de las lineas celulares, se corrobor6 la integridad de la pureza de los
RNA'’s totales mediante visualizacion y espectrofotometria. Los tejidos conservados en
RNA/ater® mostraron una calidad muy similar a la que se obtuvo de los paquetes celulares
de SiHa y MCF-7. La pureza de los RNA’s totales estimada mediante una Abs 260/280 fue
generalmente de 1.6 a 1.9, y la RT-PCR del gen f -actina fue similar cualitativamente en
todas las muestras. En contraste, los tejidos mamarios malignos que fueron preservados,

@ 0
Pelia Carolina Reyna filvarado \

[ e



CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DEL GEN HOXB13 EN CANCER ’ ‘m’ 4\‘{3
— -

MAMARIO USANDO PCR TIEMPO REAL

transportados y almacenados en Trizol no mostraron una adecuada integridad de los RNA’s
totales en geles de agarosa asi como en la pureza determinada mediante la relacion Abs
260/280=1. Estos resultados muestran claramente la mejor preservacion de los RNA’s
totales en los tejidos almacenados en RNA/ater® en comparacion con Trizol.

El andlisis de la expresion del gen HOXB13 en los tejidos mamarios mediante PCR
punto final fue validada en paralelo utilizando como testigo positivo la amplificacion del
gen HOXB13 correspondiente en los DNAc’s de la linea celular SiHa y una reaccion
carente de DNAc’s como control negativo, el cual contenia solamente los reactivos para
llevar a cabo la amplificacion. Los controles en la reaccion de PCR nos permiten descartar
errores técnicos durante la realizacion de la misma, ya sea la falta de uno o mas reactivos, o
la contaminacion cruzada entre muestras y el control positivo (Barrera et al., 1993).
Adicionalmente, se realizo a la par la amplificacion de f-actina como control interno ya
que de esta forma se descartaron aquellas amplificaciones negativas en las cuales el gen f-
actina no tuviera una expresion cualitativamente parecida al control positivo (linea celular
SiHa) y en todas las muestras se verifico el peso molecular de la banda de amplificacion
obtenida utilizando un marcador de peso molecular. La presencia de la banda de 300pb para
el gen HOXBI3 en la linea celular SiHa, asi como la amplificacion de la banda
correspondiente a f-actina, y la ausencia de estds bandas en el control negativo
demostraron que los DNAc’s utilizados eran de buena calidad.

Interesantemente, la expresion diferencial del gen HOXB13 por PCR Punto Final se
encontr6 predominantemente encendido en las muestras neopldsicas (p=0.007). El
encendido de HOXB13 se logré detectar en 29 muestras malignas del total de 56, estando
presente desde el estadio I hasta el estadio III. Estos resultados apoyan a los obtenidos por
Webb- Vargas (2007) en un andlisis PCR Punto Final en donde se encontré una fuerte
asociacion entre la presencia del mensajero de este gen y la presencia de cdncer de mama
(p=0.0001), en la mayoria de los adenocarcinomas mamarios analizados (14 de 15).

Una vez estandarizada y validada la reacciéon de PCR Tiempo Real, se prosiguid a
utilizar los DNAc’s obtenidos previamente de los RNA’s de las muestras de tejidos
mamarios, para realizar el analisis de la expresion relativa de HOXB13 mediante PCR
Tiempo Real. Los valores obtenidos de Cr’s para el gen HOXB13 fueron de igual forma
normalizados con el gen f —actina, y se compard contra los valores obtenidos del pool de
tejido normal. Los resultados obtenidos con PCR Tiempo Real corroboran a los
encontrados con PCR Punto Final demostrando que este ensayo es mas sensible ya que la
deteccion del mensajero de HOXB13 se mostrd en 33 de 56 tejidos mamarios malignos,
con una mayor sobre-expresion de HOXB13 encontrando valores que van desde 2.2 hasta
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132,000 veces en las muestras mamarias con patologia maligna comparadas con el pool de
tejidos normales. El andlisis estadistico de la sobre-expresion de HOXBI13 en tejidos
malignos comparados con el tejido normal presentd una diferencia estadisticamente
significativa (p=0.0004). Desafortunadamente, en los tejidos mamarios con patologia
benigna no se encontrd sobre-expresion del gen S —actina, ni de HOXB13, por lo que estos
tejidos fueron descartados del analisis de PCR Tiempo Real. Los valores de Cr’s para el
gen HOXB13 fueron de igual forma normalizados con el gen f —actina, y se compararon
con los valores obtenidos de linea celular MCF-7. Los resultados indicaron que HOXB13
presentd una expresion relativa desde 1.08 hasta 33, 000 veces, mayor que el obtenido en
MCEF-7. Estos resultados son congruentes ya que la linea celular MCF-7 proviene de un
adenocarcinoma ductal infiltrante con receptor de estrogeno positivo por lo que la
expresion de HOXB13 es menor que cuando se compara con tejidos normales.

La sobre-expresion de HOXBI13 es los tejidos mamarios malignos detectada en esta
tesis es muy relevante, ya que diversos estudios realizados en cancer de mama y
endometrio encontraron que este gen estd relacionado a una alta invasibilidad del tumor
(Zhao et al., 2004 y Ma et al., 2006).

La expresion de HOXB13 obtenida en el tejido mamario concuerda con lo descrito
por otros autores como Yamamoto y cols. (2003); Svingen & Tonissen (2003); Cantile y
Ma cols. (2003); y Ma y cols. (2004), quienes detectaron la expresion nula de HOXB13 en
tejido mamario normal, con la excepcion de un subgrupo de muestras normales en las que
este gen se expresO en baja concentracion en la unidad ducto-lobular. Asimismo, Cantile y
Ma en el 2003 y 2004 muestran una asociacion entre la presencia de cancer y la sobre-
expresion de HOXB13, distinguiéndose su expresion en adenocarcinomas ductales in situ
y en carcinoma ductal invasivo mientras que no se detecta esta expresion en células de
epitelio mamario normal. Por otra otro lado, el andlisis de expresion de HOXBI13 con
microarreglos correlaciond la sobre-expresion de este gen, con la disminucion de la
expresion del receptor B de IL-17, en recurrencia del cancer de mama ductal al ser tratado
con Tamoxifen, que es el agente antiestrogénico que se administra con mayor frecuencia a
las mujeres que padecen cancer de mama, tanto en etapa temprana como en metastasis
positiva para los receptores hormonales. El tamoxifen funciona como un inhibidor
competitivo del estrogeno al unirse al receptor y no tiene efecto sobre las células carentes
de expresion de receptores estrogénicos. La mayor parte de las pacientes presenta tumores
mamarios que son RE+, por lo que se les administra el tamoxifen. Sin embargo, el 40% de
los tumores RE+ eventualmente desarrollan resistencia al tamoxifen, lo que lleva a la
progresion de la enfermedad (Ma et al., 2004).
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Por otro lado, la expresion de HOXBI13 en la linea celular MCF-10A -de fenotipo
normal- reduce las uniones de tipo epitelial y al tratarse con factor de crecimiento
epidermal (EGF), aument6 la movilidad y la invasion in vivo. La expresion ectopica de
HOXBI13 en la linea celular de cancer mamario MCF10A potencia la migracioén e invasion
celular inducida por factores de crecimiento epidérmico (EGF), lo que sugiere que
HOXB13 pueda contribuir directamente a la invasion y metastasis tumoral. Se indica que
HOXB13 también puede tener un efecto directo en la sefializacion de los RE y que el gen
HOXBI3 puede estar involucrado directa e indirectamente en la modulacion de las
cascadas de sefializacion de los receptores de estrogeno (Ma ef al., 2006). Por otra parte, se
ha encontrado que este gen se sobre-expresa al haber exposicion a estrogenos en lineas
celulares de cancer de endometrio, respondiendo de manera dependiente a tiempo y dosis
(Zhao et al., 2005). La sobre-expresion de HOXB13 encontrada en los tejidos mamarios
malignos no concuerda con el estudio de Makiyama y cols. (2005), quienes no detectaron
una sobre-expresion significativa de este gen en las muestras de céncer mamario
analizadas.

Los resultados obtenidos en esta tesis sugieren que HOXB13 se enciende temprano y
se mantiene durante el desarrollo del carcinoma, lo que lo postula como un probable
biomarcador molecular. Este gen se encontrd encendido tanto en muestras positivas como
negativas al receptor de estrégeno (RE), contrastando con lo descrito por Rodriguez y cols.
(2006) que mostraron la ausencia de expresion de HOXB13 en tejido y lineas celulares de
cancer de mama positivos para RE posiblemente debida a la metilacion de su promotor.

Diversos estudios coinciden en que la expresion de HOXBI3 se encuentra
relacionada con diversas patologias malignas como Yamashita y cols, que en el 2006,
encontraron mediante PCR Tiempo Real la sobre-expresion de este gen en mas de 300
veces (sin especificar los valores exactos) en lineas celulares en comparacion con células de
epitelio normal de ovario. Esto apoya a los resultados obtenidos en nuestro laboratorio en
tejido ovarico con patologia maligna donde la sobre-expresion de HOXB13 se incrementa
mas de cuatro mil veces con respecto al tejido ovarico con patologia benigna en un estudio
realizado por PCR Tiempo Real (Cuaranta- Monrroy, 2008).

Por otra parte, se sabe que la expresion de los genes del complejo HOXB requiere de
la fase S (Fiseher & Méchali, 2003) concordando con la posible expresion de HOXB13
limitada a células en proliferacion del epitelio mamario, ya sea durante la fase litea en cada
ciclo menstrual, o en los carcinomas de la mama.

Adicionalmente, HOXB13 se encuentra readicionado o involucrado en el proceso de
cicatrizacion, aunque el mecanismo no se encuentra bien estudiado, se ha encontrado que la
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sobre-expresion de HOXBI13 produce varias anormalidades fenotipicas en tejido
epidérmico bien diferenciado en modelos murinos adultos, mientras que en modelos
murinos fetales se ha encontrado que HOXBI3 tiene funciones proapoptoticas y
antipoliferativas durante el desarrollo de la médula espinal caudal y de las vértebras de la
cola (Mack et al., 2005).

La expresion de los marcadores moleculares RE, RP, Ki67, pS3m y Her2/neu no
mostrd correlacion especifica y/o significativa con la expresion de HOXB13. El analisis
realizado indico que no se presentaron diferencias significativas entre los 49 carcinomas
que contaban con esta informacion. Este resultado concuerda con lo descrito por Wang y
cols. en el 2007 quienes no encuentran relacion entre el RE y la expresion de HOXB13.
Esto podria sugerir que la asociacion entre malignidad y la expresion es independiente de
los biomarcadores analizados, por lo que probablemente actian en una via de sefializacion
distinta que requiere de un andlisis mas profundo y que necesita confirmarse en un mayor
nimero de muestras que cuenten con la presencia de estos marcadores.
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10. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo nos permiten concluir que:

1.

La amplificacion y cuantificacion del gen HOXB13 en los DNAc’s obtenidos de las
c¢lulas SiHa y MCF-7 mostré una sobre-expresion de HOXB13 de 36.7 veces en
SiHa mientras que MCF-7 mostrd solamente 4.5 veces.

La expresion del gen HOXB13 por PCR Punto Final se encontré en la mayoria de
las muestras de tejido mamario maligno analizadas (29 de 56), desde el estadio I al
II1, con una fuerte correlacioén con la presencia de malignidad; ya que no se detectd
la sobre-expresion de HOXB13 en ningtn tejido con patologia benigna y se detectd

solamente en 5 de 29 tejidos mamarios normales.

La cuantificacion relativa por PCR Tiempo Real en las muestras con patologia
maligna en comparacion con las muestras mamarias normales mostro la sobre-
expresion de HOXB13 en 33 de 56 muestras con valores que van desde 2.3 a
132,364. 63 veces estando presente su expresion desde el estadio I hasta el estadio
III, demostrando que existe una diferencia significativa con la expresion relativa de
HOXB13 (p=0.004) en los tejidos mamarios malignos comparada con los tejidos
mamarios normales.

La cuantificacion relativa por PCR Tiempo Real en las muestras con patologia
maligna en comparaciéon con la linea celular MCF-7 mostrd la sobre-expresion de
HOXB13 en 33 de 56 muestras con valores que van desde 1.08 a 33,406.42 veces
demostrando que existe una diferencia significativa comparada con la expresion
relativa de HOXB13 en MCF-7 (p=0.002).

La expresion de marcadores moleculares prondsticos obtenidos en los tejidos
mamarios malignos con RP, Ki67, p53 y Her2/neu no mostraron diferencias
significativas entre la expresion de HOXB13 y la expresion de estos. RP (p=0.548)
Ki67 (p=0.918) p53 (p=0.538) y Her2/Neu (p=0.145). Asimismo, la expresion del
marcador molecular RE tampoco mostré ninguna correlacion especifica y/o
significativa con la expresion del gen HOXB13 en los tejidos mamarios malignos al
no encontrar diferencia estadistica significativa alguna (p=0.664).
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6. La sobre-expresion de HOXB13 no mostré diferencia significativa en los tumores
clasificados como RE+ y RE- con respecto al receptor Her2/Neu. RE+ y Her2/Neu
(p=0.006), RE- y Her2/Neu (p=0.828).
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11. PERSPECTIVAS

Estos resultados muestran la sobre-expresion de HOXBI13 en tejidos mamarios con
patologia maligna en la poblaciéon mexicana, lo que permite la posibilidad de utilizar a la
proteina HOXB13 como un biomarcador molecular en el diagndstico de muestras de cancer
de mama, para lo que se proponen las siguientes estrategias:

1. Corroborar la presencia de la proteina HOXB13 en los tejidos mamarios con
patologia maligna mediante Western Blot.

2. Analizar la presencia topografica mediante inmunohistoquimica de la
proteina de HOXB13 en los tejidos mamarios con patologia maligna y
compararlos con tejidos mamarios sin patologia.

3. Analizar la correlacion de la expresion de HOXBI13 con el subtipo
histopatologico, la respuesta a tratamiento y la evaluacion del mismo
mediante un andlisis prospectivo.

4. Evaluar la presencia de anticuerpos contra la proteina HOXB13 en suero de
los pacientes con patologia maligna, en comparacion con pacientes sanos y
con patologia benigna de mama.

5. Analizar un mayor nimero de muestras de tejidos mamarios sanos, con
patologia maligna y con patologias benigna con un analisis exhaustivo de los
marcadores moleculares presentes.
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ANEXO

LISTA DE SOLUCIONES

Agua DEPC
1 mL DEPC
1 L Agua MiliQ

Incubar a 37°C durante minimo 12 horas y esterilizar en autoclave

Agarosa al 1.2%
1.6 g de Agarosa

150 mL de Buffer SB 1X en agua DEPC

Buffer SB 20X
NaOH 0.2 M 8 g de NaOH
H3BO4 0.8 M 51 g de H3BO4

Disolver el NaOH en 700 mL de agua destilada, por agitacion.
Agregar ¥4 partes del H3BO4 y esperar a que se disuelva. Agregar el
resto del H3B04, hasta alcanzar un pH de 8.

Buffer SB 1X
50 mL de Buffer SB 20X
1950 mL de agua destilada o se si es utilizada para trabajar con RNA

Utilizar 1950 mL de agua DEPC.
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Etanol 70%
70 mL de Etanol desnaturalizado 96% grado biologia molecular
30 mL de agua bidestilada.
Buffer de carga 6X
0.25% Azul de Bromofenol
30% de Glicerol en Agua destilada.
SDS 10X

10 g de SDS

Disolver en 100 mL de agua bidestilada
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