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RESUMEN

En México, a partir del 2006 el cancer de mama es la segunda causa de
muerte en la poblacion femenina y se ubica como la primera causa de mortalidad
por tumores malignos entre las mujeres. Se ha estimado que aproximadamente de
un 10% de todos los canceres de mama son hereditarios, atribuibles a mutaciones
en los genes brcal y brca2, y el restante 90% de neoplasias por causas
esporadicas (no familiar). Aunque no se han reportado mutaciones para estos
genes en cancer de mama esporadico, se ha visto una disminucion en los niveles
de la proteina BRCA1. Los mecanismos que ocasionan este fendmeno son poco
claros y requieren de mayor investigacion, sugiriendo que uno de los mecanismos
que pudieran contribuir a esta disminucion en los niveles de la proteina BRCA1 es

la metilacion en la region promotora del gen.

En el presente proyecto analizamos los niveles de expresiéon de la proteina
BRCA1 en tejidos de cancer de mama esporadico de mujeres mexicanas y
correlacionamos el nivel de expresion con el estado de metilacién en la region
promotora del gen brcal. Para lograr esto se utilizd la técnica de
inmunohistoquimica para determinar los niveles de expresion de la proteina
BRCAL1 en microarreglos de tejidos y la técnica de bisulfito de sodio que nos
permitio identificar el estado de metilacion mediante MS-PCR (del inglés

Methylation especific PCR).

Se utilizaron muestras provenientes del Hospital Juarez-SSA y el Hospital
de Oncologia CMN S-XXI, IMSS, las cuales fueron analizadas por dos patdlogos

para confirmar el diagnéstico de cancer de mama y el porcentaje celular. Se

Vi



seleccionaron 78 muestras, 65 carcinomas ductal infiltrante, cuatro carcinomas
lobulillares y nueve tejidos mamarios adyacentes. Después de realizar la deteccion
de la proteina mediante IHQ, realizamos un analisis morfométrico y observamos
una disminucion en la expresion de BRCA1 en 41% de las muestras, 26% con
expresion normal y en 33% detectamos que la proteina aumentd su expresion con

respecto al tejido no afectado.

Con la determinacion del estado de metilacion del promotor mediante MS-PCR,
encontramos que 5.7% de las muestras presentaron metilacion de la regidn
promotora del gen brcal. El DNA de los cuatro tumores que resultaron metilados
en su regién promotora del gen brcal, dos correlacionaron con el estado de sub-
expresion esperado, uno presenta niveles normales de la proteina BRCA1, y
encontramos otro tumor en el que su DNA presenté metilacion en la region
promotora del gen brcal, sin embargo este ultimo presenté sobre-expresion de la

proteina BRCA1.

Los resultados antes descritos correlacionaron con lo reportado por otros
investigadores en diferentes poblaciones, y sugiere que en el caso de la sub-
expresion, los dos alelos estén silenciados por la metilacion en la region promotora
del gen brcal, en el caso de expresién normal podria ser solamente que uno de
los dos alelos este metilado y en el otro alelo permanezca sin metilacion del
promotor, lo que explicaria la presencia de la proteina en los niveles normales. En
lo que se refiere a la muestra en el que se encontré metilacion en la region
promotora y altos niveles de proteina BRCAL, pareceria contradictorio, sin
embargo se ha sugerido que esta sobre-expresion podria ser debida a una

metilacion aberrante en las islas CpG del promotor del gen brcal o por algun otro

Vi



mecanismo. Los datos obtenidos en el presente proyecto muestran que la
metilacion del promotor del gen brcal es un evento poco comun en los tumores de
las pacientes mexicanas con cancer de mama esporadico y que podria estar

relacionado con el inicio y avance del proceso neoplasico.



[. INTRODUCCION
1. Antecedentes generales del tema
1.1 Generalidades del cancer de mama

Los mas de 30,000 millones de células que constituyen nuestro organismo
nacen, crecen, se dividen y mueren bajo la estricta vigilancia del material
hereditario, o sea, de la molécula de DNA. Por tanto, unas células regulan la
proliferacion de otras para asegurarse, que los organos y tejidos crezcan en
equilibrio y mantengan la arquitectura corporal. La produccion celular esta
supervisada por determinados sistemas de control extremadamente rigurosos.
Para que una célula se divida en 2 células hijas idénticas es necesaria la
participacion de una gran cantidad de proteinas, enzimas, factores de crecimiento
y de genes que se activen o desactiven con precision y de manera sincronizada.
El mas minimo fallo que tenga lugar en uno de los sistemas de control puede
acarrear dafo celular. Las células del tumor descienden de un ancestro comun,
que en algun momento -generalmente décadas antes del que el tumor se
manifieste- inicié un programa de divisién indebido. La transformacién maligna de
una ceélula acontece por acumulacion de mutaciones en algunos genes
especificos, los cuales son la clave molecular para entender las raices del cancer

(Hernandez y col., 2001).



1.1.1 Carcinogénesis

La carcinogénesis involucra alteraciones epigenéticas y genéticas que
causan funciones aberrantes en varios genes. El cancer de mama puede dividirse
en dos grupos: el hereditario (familiar) y esporadico (no familiar). Casi todos los
carcinomas de mama surgen a partir de carcinomas in situ (preinvasivos). El
carcinoma ductal in situ es el resultado de un largo espectro de lesiones
preinvasoras que se originan en el tejido mamario normal, con progresion
histolégica que va de hiperplasia atipica a cancer de mama invasivo, aunque los
pasos de inicio y vias especificas de la tumorigénesis de mama permanecen
todavia sin definirse. Multiples caracteristicas clinicas y biologicas distinguen al
carcinoma ductal in situ del tejido mamario normal, donde ocurren alteraciones
cromosdmicas que involucran ganancia o peérdida de multiples locus en la
transicion de carcinoma in situ a carcinoma invasor, por ejemplo, se ha observado
pérdida de heterocigocidad hasta en 70% de los carcinomas de alto grado in situ a
diferencia del tejido de mama normal que es de cero porciento (Agnantis y col.,
2004).

Han sido identificados marcadores moleculares asociados con la formacion
de tumores de mama, por ejemplo, el receptor de estrégeno normalmente es
expresado por células epiteliales luminales de tejido mamario, en mas del 70% de
lesiones de carcinoma ductal in situ se sobre expresa. Durante el proceso de
carcinogénesis se ha identificado el proto-oncogén HER2/neu que se sobre-
expresa en aproximadamente la mitad de todas las lesiones de carcinoma ductal

in situ, pero no en hyperplasia atipica. A través de estudios de secuenciacion, se



ha reportado que el gen supresor de tumor p53 esta mutado en aproximadamente
el 25% de todas las lesiones de carcinomas ductales in situ, pero rara vez se
encuentran mutados en tejido normal de mama. La frecuencia con que estos
marcadores moleculares se expresan en el carcinoma ductal in situ, refleja como
sera su expresion en tejido mamario invasivo.

Los cambios mas dramaticos en los patrones de expresion genética durante
la tumorigénesis de mama, se dan durante la transicion del tejido normal mamario
al tejido de carcinoma ductal in situ, encontrandose que este perfil de expresion
genética del carcinoma ductal in situ es muy similar al de cancer de mama
invasivo ( 2004, Polyak 2002; Agnantis y col.,2004).

El carcinoma ductal in situ puede estar asociado con cambios en el
parénquima mamario circundante. El carcinoma ductal in situ de alto grado, en
particular, ha sido asociado a la ruptura de la capa célular mioepitelial y de la
membrana basal que rodea el lumen del conducto, proliferacion de fibroblastos,
infiltracion de linfocitos y angiogénesis en el tejido estromal circundante. A través
de una serie de estudios de ligamiento en el genoma completo, busqueda de
mutaciones en genes candidatos mediante secuenciacion y recientemente
estudios de asociaciéon del genoma completo se conocen tres grupos de factores
con predisposicion genética al cancer de mama, basados en el riesgo relacionado
con cada grupo. El primer grupo de riesgo lo constituyen los genes de alta
penetrancia relacionados con el cancer de mama de tipo familiar; a través de
estudios de ligamiento fue posible mapear los genes brcal y brca2. Las
mutaciones en brcal y brca2 confieren alrededor de 15 a 20% del riesgo relativo

familiar para cancer de mama en la poblacién caucasica. Las mutaciones en tp53,
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dentro del marco del sindrome de Li-Fraumeni, también se consideran como de
alta penetrancia, ya que las pacientes con este sindrome presentan un riesgo
significativamente mas elevado a padecer cancer de mama. También en los
sindromes de Cowden (mutaciones en pten) y Peutz-Jeghers (stk11) y el sindrome
de cancer gastrico difuso hereditario (mutaciones en cdhl) se ha identificado una
mayor susceptibilidad a desarrollar cancer de mama. Sin embargo, las mutaciones
en tp53, pten, stk1l y cdhl son muy raras en los tumores de mama esporadicos,
por lo que su contribucion al riesgo relativo fuera del contexto de sus sindromes
adjuntos es muy baja. Estudios de resecuenciacién de genes candidato han
identificado mutaciones en genes como chek2, atm, bripl y palb2, los cuales
pueden elevar el riesgo relativo de padecer la enfermedad de dos a cuatro veces

tablal. (Hidalgo y col., 2007)

Estos genes estan agrupados en dos familias. La primera esta integrada por
los protooncogenes, los cuales codifican para la producciéon de proteinas como
ciclinas, factores de crecimiento, receptores etcétera, que estimulan la produccién
celular. Cuando protooncogenes mutan se transforman en oncogenes, los cuales
son capaces de orquestar una multiplicacion celular sin control, de tal modo que
hay un aumento en la velocidad de transcripcién de los genes, y esto puede hacer
que este gen se exprese en forma excesiva. El ejemplo clasico es el de la familia
de oncogenes ras, el primer oncogen ras activado se aislo de una linea celular
procedentes de un carcinoma de vejiga. Mutaciones unicamente en los codones

12,13, 59 y 61 del gen ras le confieren la capacidad de maligniza. Existen otros



oncogenes importante como son N-myc (neuroblastomas), la translocacién
bcra/abl (leucemia).

La segunda familia esta integrada por los genes supresores de tumores
también conocidos como genes supresores, que en el organismo sano controlan la
proliferacion celular; ellos por tanto son reguladores negativos de crecimiento y
cuando no estan presentes en la célula o se encuentran inactivos a causa de
mutaciones, las células dejan de crecer normalmente y adquieren propiedades
proliferativas anormales caracteristicas de las células tumorales (Hernandez y col.,
2001). Dentro de los genes supresores de tumor, el ejemplo mas conocido, es el
gen rb el cual esta involucrado en el control del ciclo celular, las mutaciones en
este gen son un factor fundamental en el desarrollo de cancer de retina en los
nifios menores de tres afos, este gen codifica para una proteina de 928 aa que se
expresan en todos los tejidos excepto en las células tumorales de retina (Zheng y
col.,, 2001). El gen p53 considerado por muchos autores como “el guardian del
genoma” codifica para una proteina con el mismo nombre. El gen p53 se activa
cuando la célula se dispone a dividirse, para vigilar la secuencia normal de
acontecimientos genéticos que permiten la proliferacion celular. Si el material
genético de la célula resulta dafado o si algun sistema de control se desajusta,
esta lo detecta e intenta restaurarlo. Si la lesidon no es grave, la p53 detiene la
division celular y activa los genes reparadores del DNA. Si p53 censa que el dafo
es irreparable entonces ordena que se pongan en marcha los mecanismos
genéticos para que la célula entre en apoptosis o0 muerte celular programada. Si
p53 sufre alguna mutacién, no permite que la célula sea eliminada mediante la

muerte celular programada (apoptosis), y se permite la proliferacién de células
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defectuosas que favorecen el inicio del proceso tumoral. Este gen es el mas
frecuentemente mutado en los canceres humanos, mas de un 50 % de los
tumores tienen genes p53 anormales, produciéndose una proteina modificada.
Pero la pérdida de la funcién de esta proteina no solo puede deberse a una
mutacion en el gen que la origina, sino que existen otros mecanismos que pueden
provocar que la célula carezca de un control tan importante como éste. (El cancer
en México, 2003)
1.1.2 Desarrollo normal de la mama

Durante el desarrollo normal de las glandulas mamarias ocurre una
diferenciacion celular por variaciones en los niveles hormonales, induciendo
cambios en la expresion de los genes que desencadenan un proceso de madurez
controlado. Durante la pubertad, en las mujeres ocurre de manera natural un
desarrollo irreversible de la mama. Luego, cada vez que ocurre una gestacion, se
observa un proceso de cambio en las glandulas mamarias que podemos
considerar reversibles (involucién) terminada la crianza, en donde los conductos
lacteos se desarrollan ocupando el espacio del estroma que antes almacenaba
grasa. Durante este proceso de cambio, se pueden observar eventos tales como
apoptosis en las células que estan siendo sustituidas, proliferacion y crecimiento
de las células donde participan protooncogenes y genes supresores de tumor,
angiogeénesis para un abastecimiento de nutrientes de las células nuevas, etc.
Estos cambios son regulados por factores de crecimiento, proteinas del ciclo
celular, reguladores de invasion, interacciones célula-célula, etc. Si durante estos

eventos de desarrollo ocurre un dafio celular o alguna alteracion en la



recombinacion y fallan los sistemas de reparacién, las células evaden el control

normal, provocando posiblemente cancer (Bishop,1983).

1.2 Estructura de la glandula mamaria.

En la mujer, la glandula mamaria se encuentra en la estructura anatomica
denominada mama. La histologia de la glandula mamaria es practicamente la
misma en todas las especies: un parénquima glandular, compuesto de alveolos y
ductos y un estroma de soporte. Cada célula alveolar se comporta como una
unidad de secrecion, produciendo leche completa, sintetizando y transportando
desde el plasma sanguineo las proteinas, grasas, hidratos de carbono, sales
minerales, anticuerpos y el agua, que son los principales constituyentes de la

leche.

Las mamas estan situadas en la parte anterior del térax y pueden
extenderse en forma variable por su cara lateral. Su morfologia varia segun
caracteristicas personales, genéticas y en la misma mujer de acuerdo a la edad y
paridad. Durante el embarazo y la lactancia el tamafio de la mama aumenta

debido al crecimiento del tejido glandular (Strand, 1982).

El tejido celular subcutaneo rodea la glandula sin que exista una capsula
claramente definida, desde éste se dirigen hacia el interior numerosos tabiques de
tejido conectivo. Estos tabiques constituyen los ligamentos suspensorios de la
mama o ligamentos de Cooper. Un conjunto de quince a veinte I6bulos mamarios

conforman la glandula mamaria, cada uno con su aparato excretor, que se abre en
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el pezén por medio de un conducto lactifero. Los |6bulos mamarios estan
constituidos por numerosos lobulillos que se encuentran unidos entre si por tejido
conectivo, vasos sanguineos y por su sistema excretor, los conductos lactiferos.
Los lobulillos estan formados por diez a cien acinos, cada uno con su conducto
excretor denominado conducto terminal. Los acinos estan estructurados por un
conjunto de células secretoras que producen la secrecion lactea y conforman una
cavidad a la cual vierten esta secrecion, estan rodeados de células mioepiteliales y
capilares sanguineos de singular importancia en el proceso de secrecion y

eyeccion de la leche (Berek, 2000).

El sistema de conductos lactiferos que vacia la glandula mamaria es el
siguiente: el acino se vacia a través de un conducto terminal, el cual converge con
sus congéneres para formar el conducto lobulillar, que recoge la secrecion lactea
de todos los acinos de un lobulillo. Los conductos lobulillares se reunen para
formar el conducto interlobulillar, que al unirse con otros conductos de éste tipo,
forman el conducto lobular o segmentario, de mayor calibre que los anteriores, que
se dirige al pezdon y antes de llegar a él, bajo la areola mamaria, se dilata
formando el seno lactifero, el que se angosta nuevamente al desembocar en el

pezodn (figura 1) (Berek, 2000).



Clavicula

Costilla
Ligamentos suspensorios
Musculo Tejido Adiposo
Estroma
Tejido
Conectivo

Ducto Lactico
Alvéolo

6bulo

Figura 1. Estructura de la glandula mamaria. El esquema representa la
estructura de la glandula mamaria y el sistema de conductos lactiferos (Modificado

de Simak y col., 2002).



1.3. Clasificacion del cancer de mama por estadio TNM.

La determinacién del estadio de un tumor no sélo permite un prondstico
exacto, sino que en muchos casos determina las decisiones terapéuticas a seguir
y se basa en las caracteristicas clinicas propias del tumor como el tamano (T), el
numero de ganglios afectados (N) y la presencia de metastasis (M). El conjunto de
estos caracteres determina el estadio en el cual se encuentra el tumor. Los
criterios de clasificacion de los estadios del cancer de mama se presentan en la

Tabla 1 (Cotran,1999).

1.4 Incidencia y mortalidad

En México, a partir del 2006 el cancer de mama es la segunda causa de
muerte en la poblaciéon femenina de 30 a 54 anos y se ubica como la primera
causa de mortalidad por tumores malignos entre las mujeres. En 2006 murieron
4,451 mujeres mexicanas, lo cual implica un fallecimiento cada 2 hr. La tasa de
mortalidad en México ha registrado un aumento importante de 1950 a 2005,
pasando de una tasa de 2 x 100,000 a 9 x 100,000 mujeres. La mortalidad por
cancer cérvico-uterino ha ido descendiendo en México a partir de 1990. Efecto
contrario a la tasa por el cancer mamario, que se incrementd 2.5 veces de 1992 al
2006, de tal forma que a partir del 2005 la tasa de mortalidad por cancer de mama
fue superior a la de cancer cérvico-uterino. En el 2006 las mujeres de entre 30 y
65 afos presentaron un riesgo mayor de morir por cancer de mama que por
cancer cérvico-uterino, mientras que en 1980 el riesgo de morir por cancer

cérvico-uterino era dos veces mayor que por cancer mamario (Knaul y col., 2006).
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Clasificacion de cancer de Mama basado en criterios TNM

Estadio Tamaio Noédulos ganglios Metastasis
0 In situ Sin afectacion Sin evidencia
I <2cm Sin afectacion Sin evidencia
A <2cm Afectacion ganglionar axilar Sin evidencia
+2y5cm Sin afectacion Sin evidencia
1B +2y5cm Afectacién ganglionar axilar Sin evidencia
>5cm Sin afectacion Sin evidencia
A Sin evidencia de tumor Mazacote ganglionar o fijacion a  Sin evidencia
primario planos profundos o afectacion de la
cadena mamaria
+2y5cm Mazacote ganglionar o fijacibn a  Sin evidencia
planos profundos o afectacion de la
cadena mamaria
>5cm Afectacion ganglionar axilar Sin evidencia
>5cm Mazacote ganglionar o fijacion a  Sin evidencia
planos profundos o afectacion de la
cadena mamaria
B Cualquier tamano, infiltra Sin afectacion o] afectacion  Sin evidencia
directamente la pared ganglionar axilar o0 mazacote
toracica, la piel, ambas o ganglionar o fijacion a planos
carcinoma inflamatorio profundos o afectaciéon de la cadena
mamaria
[ Cualquier tamanio, Afectacién simultanea axilar, o  Sin evidencia
afectacion infraclavicular, supraclavicular independiente de la
0 de la arteria mamaria afectacion de la arteria mamaria
interna interna
\ Cualquier tamafio Cualquier afectacion ganglionar Metastasis a

distancia

Tabla 1. Clasificacion TNM del cancer de mama. En la tabla se aprecian las

caracteristicas de cada una de las etapas TNM del cancer de mama (Tomado

de Harrison, Principios de Medicina Interna 2005).
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1.5 Incidenciay prevalencia

En el afo 2001 se reportaron 3,971 casos (10.2 x 100,000 mujeres de 15
afios 0 mas) en México, y en el 2006 se elevd a 6,043 casos (15.6 por 100,000).
En México, se estima que la edad de ocurrencia se da una década antes que en
las mujeres de EE.UU. y Europa de los 33,044 casos registrados durante el
periodo 2000-2006, el 50% ocurrieron en personas menores de 50 afos. Se
reporta mas de 1 millon de casos de cancer de mama en el mundo, de los cuales
el 45% provienen de paises de ingresos bajos o medios. En América Latina se
reportaron 96,561 nuevos casos a principios de la década actual. Como conjunto,
esta region contribuye con 10% de los casos nuevos de cancer de mama en el

mundo (Anuarios de morbilidad 2000-2006; Porter, 2008).

1.6 Factores de riesgo

La edad es el factor de riesgo mas importante para el cancer de mama, ya
gue aproximadamente el 77% de los casos son diagnosticados en mujeres con
mas de 50 afos. La historia familiar de cancer de mama se considera el segundo
factor de riesgo, indicando un importante papel de la herencia. Comparado con
mujeres sin antecedentes familiares de cancer de mama, el riesgo relativo (RR) es
de 1.4 (RR) para mujeres cuya madre se diagnostic6 de cancer de mama después
de los 60 afnos, y para mujeres de 40 anos con mutacion en el gen brcal es de 15
(RR). Otros factores de riesgo son la menarquia precoz, la nuliparidad y la
menopausia tardia. Se piensa que estos factores influyen debido al aumento en el
numero de ciclos menstruales, y por tanto, al aumento en la exposicion de las

células de la mama al efecto estimulador de los estrégenos. Hay dos estudios que
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demuestran, que el alto contenido de grasas en la dieta contribuye también al
aumento de riesgo del cancer de mama (Easton y col., 1993; Golditz y col., 1996).
La menarca y ciclo menstrual cuanto mas tarde sea la edad de presentacién de la
primera menstruacion, mas bajo sera el riesgo de una mujer a sufrir cancer de
mama. Asi, las mujeres que comienzan a menstruar antes de los 12 afos tienen
un RR de cancer invasor de 1.3 comparadas con aquellas que comenzaron
después de los 15 afnos. Por cada aio de retardo en la presentacion de la
menarca, el riesgo disminuye en cerca del 5%. Existen también pruebas de que,
aunque la edad de la menarca esta relacionada con el riesgo de cancer de mama
en todas las edades, el efecto puede ser mayor en mujeres jévenes
(premenopausicas). Otros factores menstruales, tales como longitud y regularidad

del ciclo, no han sido consistentemente relacionados a riesgo de cancer de mama.

El efecto de la lactancia sobre el riesgo de cancer de mama ha sido
controversial, probablemente debido a que los cambios en el riesgo asociado con
el promedio de lactancia es pequefio. Sin embargo, estudios recientes en paises
menos desarrollados, donde la duracion total del periodo de lactancia puede ser
muy largo, han informado de efectos protectores sustanciales. Esto también ha
sido observado en algunos estudios realizados en paises mas desarrollados. Por
ejemplo, el estudio americano de Hormonas Esteroideas y Cancer de mama
examiné la relacion entre lactancia y cancer de mama en mas de 4500 mujeres
con la enfermedad y encontré que las mujeres que habian amamantado por un

total de 25 meses o0 mas, tuvieron un 33% de menos riesgo de cancer de mama
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gue aquellas quienes nunca amamantaron, este resultado fue ajustado a paridad y

edad del primer embarazo a término.

Las mujeres que experimentan la menopausia en edades avanzadas estan
en mayor riesgo de presentar cancer de mama que aquellas que cesan de
menstruar en forma temprana, con un riesgo total de cerca del 3% por cada afio
después de la edad promedio para presentar la menopausia. Asi, aquellas
mujeres que entran a la menopausia hasta los 55 afos o después muestran un RR
de 1.22 comparadas con aquellas que la experimentan antes de los 45 afnos. El
efecto protector de la menopausia puede justificar el aumento mas lento
observado en la tasa de incidencia de cancer de mama después de los 50 anos.
Asi, las mujeres premenopausicas estan en mayor riesgo de tener un cancer de
mama que las mujeres postmenopausicas de la misma edad y las mujeres

perimenopausicas se encuentran en un riesgo intermedio.

Durante la década pasada, algunos estudios prospectivos de cohorte han
examinado la relacidon entre las concentraciones séricas de hormonas y riesgo de
cancer de mama. Para las mujeres postmenopausicas, los estudios han mostrado
una asociacion positiva entre las concentraciones de estradiol y riesgo; las
mujeres postmenopausicas con altas concentraciones de estradiol tienen un
riesgo de cerca del doble en relacion a las mujeres con bajas concentraciones de

esta hormona.

El riesgo de cancer de mama estd aumentado en cerca del 25% en las

usuarias de anticonceptivos orales, pero el exceso de riesgo cae después del cese
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de su empleo de manera tal que 10 o mas afnos después de suspender su empleo
no se demuestra un incremento significativo en el riesgo. El riesgo no varia
significativamente con la duracién del uso o el empleo de anticonceptivos orales

combinados (Nissan y col., 2004; Key y col.2001).

1.7 Deteccion precoz del cancer de mama

La unica manera de detectar de forma precoz el cancer de mama es la
auto-exploracion mamaria y la mamografia. Hoy en dia se recomienda en la
poblacién general, la realizacibn de mamografia anual a partir de los 45 afos
hasta los 69 anos, y posteriormente de forma bianual. La Sociedad de Oncologia
Médica Americana recomienda a las pacientes con alto riesgo de desarrollar
cancer de mama debido a su historia familiar, empezar la exploracion
mamografica a los 25-35 afios mediante la auto-exploracidn mamaria mensual,

examen clinico anual o semestral y mamografia anual.

1.8 Aspectos clinicos y diagnoésticos

La tumoracién es el signo mas frecuente para la deteccion de estos tumores
malignos. También pueden aparecer otros signos como la retraccion del pezon, la
“piel de naranja” o la secrecidn sanguinolenta por el pezon. El diagnéstico se
realiza mediante la exploracion clinica adecuada, una mamografia y la puncion
con citologia y biopsia para la determinacién anatomopatoldogica. Hoy en dia se
diagnostica en estadio localizado el 63% de las ocasiones, en estadio regional el

29% y en estadio metastasico un 6% (Jemal y col., 2004).
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1.9 Tipos histolégicos de cancer de mama

Existen muchas clasificaciones anatomo-patolégicas. La mas comunmente
utilizada es la presentada por la Organizacion Mundial de la Salud. La mayor parte
de las neoplasias de la mama se originan en el epitelio de los conductos
galactéforos (carcinoma ductales) y los restantes se forman en estructuras
acinares de los lobulilos mamarios (carcinomas lobulillares). Ambos grupos
presentan variedades infiltrantes y no infiltrantes. En base a los rasgos
anatomopatolégicos, macroscépicos y microscopicos los carcinomas infiltrantes

podemos dividirlos en:

1) Carcinoma ductal: El carcinoma ductal infiltrante es la neoplasia mas
frecuente en la mama. El tumor crece formando pequefas e irregulares
glandulas, cordones, nidos o como células sueltas, infiltrando el estroma

fibroso y constituye el 70% del total de los canceres de mama (figura 2).

2) Carcinoma medular: ElI carcinoma medular es un tipo histolégico de
buen prondstico. Las células neoplasicas estan embebidas en un
abundante estroma linfoide. Esta variedad posee bajas posibilidades
infiltrativas y constituye del 5 al 7% de todos los canceres de mama (figura
2).

3) Carcinoma tubular: El carcinoma tubular es una variante bien
diferenciada de carcinoma constituida por tubulos de forma angulada
dispuestos irregularmente en un estroma fibroblastico reactivo. Su

pronostico es mejor que el de los carcinomas ductales (figura 2).
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4) Carcinoma mucinoso: Este tipo de tejido tiene un aspecto caracteristico
del carcinoma mucinoso (coloide) la cual es una variante hipocelular. Se
observan agregados de células neoplasicas inmersas en lagos de mucina.
Es un tipo de carcinoma de bajo grado y de buen prondstico. Constituye el

3% de todos los carcinomas mamarios. Es de crecimiento lento (figura 2).

5) Carcinoma lobular infiltrante: El carcinoma lobulillar infiltrante (variante
clasica) se caracteriza por la disposicion en hilera ("fila india") de sus

células y supone del 5-10% de los canceres de mama (figura 2).

6) Comedocarcinoma infiltrante: Es un tipo de carcinoma ductal conocido
como Enfermedad de Paget. Ocurre en el 1% de todos los canceres de
mama. La epidermis del pezén contiene células tumorales. La presencia de
carcinoma inflamatorio de la mama, que se caracteriza clinicamente por
edema de la piel de la mama, enrojecimiento, calor e induracion del tejido

subyacente. Su prondstico suele ser malo (figura 2).
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Figura 2. Histopatologia del cancer de mama. Se muestran los seis
diferentes tipos histologicos que se presentan en cancer de mama. a) carcinoma
tubular b) comedocarcinoma infiltrante c¢) carcinoma medular d) carcinoma
lobulillar infiltrante e) carcinoma mucinoso d) carcinoma ductal infiltrante

(Modificada de Lakhani, 1990).
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1.10 Pronéstico y tratamiento

Varios parametros influyen con mayor intensidad en el pronéstico de esta
enfermedad. Los factores mas importantes son el tamafio del tumor, la afectaciéon
ganglionar axilar, el grado de atipia nuclear y los receptores hormonales. En las
ultimas décadas, la mortalidad ha disminuido. El aumento en la supervivencia se
debe a la autoexploraciéon y la mamografia, que detectan tumores en estadio
localizado y permite un tratamiento curativo. La correcta eleccion de un
determinado tratamiento viene indicada por las caracteristicas tumorales y el
estado del paciente. En general, para tumores sin metastasis y localizados, se
utiliza la cirugia, mediante tumorectomia o mastectomia. En estos casos, la cirugia
suele ir acompafada de un tratamiento de quimioterapia, hormonoterapia o
radioterapia adyuvante para disminuir el riesgo de desarrollar recurrencias
locorregionales y a distancia. Cuando la enfermedad es metastasica, el
tratamiento de la enfermedad tiene fines paliativos.

El tratamiento para el cancer metastasico suele comprender la
quimioterapia, la hormonoterapia o ambas. La radioterapia y/o la cirugia solo se
utiliza en casos muy concretos dentro de este grupo de pacientes, por ejemplo
ante una metastasis dolorosa o ante problemas locales de dolor o hemorragia en
la mama. En aquellas pacientes que tienen tumores que sobre expresan el
receptor HER2/neu el tratamiento con Herceptin, anticuerpo monoclonal que se
une al receptor del HER2/neu aumenta la supervivencia de los pacientes (Jemal y

col., 2004).
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1.11 Cancer de mama hereditario

La mayor parte de los canceres de mama son esporadicos, es decir, no hay
indicio de una susceptibilidad heredada a padecer la enfermedad. Los canceres
esporadicos se generan por una acumulacién de eventos genéticos que provocan
el crecimiento descontrolado de una clona celular. Estas alteraciones genéticas
implican, sobre todo, a genes relacionados con la proliferacion y reparacion
(brcal, brca2, p53 y rb), que se producen a nivel de las células somaticas, por
tanto, no es hereditario. Pero existe una baja proporcion, estimada en torno al 5-
10%, donde aparece una predisposicion hereditaria al cancer de mama (Donovan
y col. 2010). La alteracién mutacional aparece a nivel de un gen que se hereda de
forma mendeliana y confiere un mayor riesgo de padecer la enfermedad. Por
tanto, la mutacion, a diferencia del cancer esporadico, esta presente en cada una
de las células del paciente. En general una de cada 8 mujeres desarrollara cancer
de mama a lo largo de su vida, pero en algunas familias el nUmero de afectados
es mayor.

El sindrome de cancer de mama/ovario hereditario se caracteriza por un
acumulo de casos de cancer de mama so6lo o hay casos de cancer de mama y
ovario en una familia. Histéricamente, el cancer de mama/ovario hereditario se
reconocido en familias con un modelo hereditario de transmision autosémica
dominante, a principios de 1970. Este concepto se deriva de las observaciones de
Knudson a principios de los afios 70, ya que a partir del estudio del retinoblastoma
familiar, esporadico y el analisis de la edad, le permitié proponer la “teoria de los
dos hit” o eventos mutagénicos que son necesarios para el desarrollo del

retinoblastoma. En individuos con la forma heredada, Knudson propuso que el
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primer hit es la presencia de la mutacion en la linea germinal, y por tanto, en todas
las células del cuerpo. Sin embargo, la presencia de esta mutacion es insuficiente
para la formacion del tumor y una segunda mutacion somatica es necesaria para
producir la formacion de un tumor. Esta teoria de Knudson seria aplicable al
cancer de mama/ovario hereditario, y explicaria su aparicion a edad mas precoz
que el cancer de mama esporadico (Knudson, 1971). Mediante estudios
epidemioldgicos se demostrd la existencia de genes de susceptibilidad al cancer
de mama (Mc Person y col., 2000). Pero fue en 1990 cuando, mediante analisis de
ligamiento de familias con multiples casos de cancer de mama, se aisl6 el primer
gen de susceptibilidad a esta enfermedad. Este gen conocido como brcal se
localiz6 en el cromosoma 17q12- g21 y fue clonado en 1994. El gen brcal parecia
ademas estar relacionado con el cancer de ovario. Hoy en dia se sabe que la
contribucion de estos dos genes (brcal y brca2) a este tipo de cancer es mas
modesta, y que aun quedan muchos casos que no pueden ser explicados por
alteraciones de estos genes. (Easton y col., 1993; Easton y col., 1997)

Se conoce que brcal y brca2 actuan como genes supresores, es decir,
suprimiendo un antioncogen; en estos casos se necesita la supresiéon de dos

alelos para que tenga lugar la aparicion de la neoplasia.

1.12 Estructura, funcién y expresioén de los genes brcal y brca2

El gen brcal posee 24 exones, 22 de los cuales son codificantes,
distribuidos a lo largo de unos 100 Kb de DNA gendmico. El gen brcal codifica
una proteina de 1863 aa con un peso molecular de 220 kDa (figura 2). El exon 11

es comparativamente mucho mas grande que el resto de los exones el cual
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codifica para un péptido de 3.5 KDa. El gen brcal posee 2 exones, denominados
la y 1b que generan 2 transcritos distintos a partir de 2 promotores (Fang y col.,
1979) Recientemente se han caracterizado multiples transcriptos funcionales, por
ejemplo el transcripto BRCA1-IRIS que comprende del exén 1 al 11 y parte del
intron 11, BRCA1-IRIS esta asociado con la cromatina y exhibe una influencia en
la replicacion con el DNA. (Pettigrew y col., 2010) La mayor parte de la secuencia
del gen brcal no tiene una homologia muy fuerte con el resto de genes conocidos.
En la proteina BRCA1l soélo una secuencia situada en la zona amino-
terminal de BRCAL (residuos:20-68) guarda homologia con proteinas previamente
descritas (figura 2). Esta secuencia conocida como “dominio anillo”, es
caracteristica de muchos factores de transcripcion y parece estar implicada en la
interaccion de las proteinas con el DNA y proteina-proteina (Miki y col., 1994).
Mediante el sistema del doble hibrido se ha localizado una proteina que interactua
con este dominio de anillo llamada BARD1 el cual esta involucrado en el proceso
de ubiquitinacién, en este dominio de anillo se ha demostrado que interacciona
con E2F, un factor de transcripcién involucrado en la regulacién del ciclo celular.
La proteina BRCA1 también posee una secuencia en la zona carboxi-terminal de
la proteina, conocida como dominio BRCT (del inglés BRCAL1 C-terminus) que
aunque esta poco conservada, mantiene una cierta homologia con otras proteinas
implicadas en la reparacion del DNA y control del ciclo celular, este dominio BRCT
forma un complejo con dos proteinas de union RB (Narod y col., 2004).
La funcion de la proteina BRCAL parece estar relacionada con el mantenimiento
de la integridad del genoma. El hecho de que la sobreexpresion de BRCAL

produzca una inhibicion del crecimiento celular a demas de que, en los canceres
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provocados por mutaciones en este gen se observe una pérdida del alelo sano,
sugiere que brcal es un gen supresor de tumor. La inestabilidad gendmica que
provoca una disfuncién de BRCAL, la interaccidén con otras proteinas relacionadas
directamente con la reparaciéon del genoma tales como RAD51 y con el ciclo
celular (Koonin y col., 1996; Crook y col., 1997) la presencia del dominio BRCT
localizado en alguna proteinas que participan en la reparacion de DNA (Saurin y
col., 1996), asi como la identificacion de una secuencia de localizacién nuclear en
el interior del exén 11, han permitido demostrar que la proteina BRCA1 esta
implicada en el mantenimiento y reparacion del genoma, siendo capaz de regular
el ciclo celular cuando el DNA esta dafado (Narod y col.,2004). La activacion de la
funcién de la proteina BRCAL esta muy relacionada con su fosforilacién. Algunos
estudios muestran como la proteina BRCA1 es blanco de diferentes cinasas ATM (
del inglés ataxia telangietasia mutated), ATR (del inglés ATM and Rad3 related
protein) y ChK2 (del inglés Checkpoint kinase 2) después del dafo al DNA,
BRCA1 es fosforilado en la region SQ (del inglés cluster of serine and threonina
sequence), se ha reportado que ATM media la fosforilacion en repuesta a la
radiacion ionizante, mientras que ATR media la fosforilacion en respuesta
radiacion ultravioleta y ChK2 interactua con BRCA1 después del dafio al DNA con
radiacion ionizante. Recientemente se reportd, que cuando hay dafo al DNA por
radiacion ionizante, CtIP (por sus siglas en inglés C-terminal binding protein —
CtBP-interacting protein) es fosforilado por ATM causando la disociacion de
BRCAL de CtlIP, permitiendo la induccién de Gadd45 (del inglés Growth Arrest and
DNA Damage) el cual esta involucrado en la reparacién del DNA y la regulacion

del ciclo celular (Deng, 2006). La proteina BRCAL1 puede existir como parte el

-23-



complejo genoma de vigilancia asociado BRCA1 (BASC). Este complejo incluye
tales proteinas como el sindrome de Nijmegen 1 (NBS1), el complejo RAD50-
MRE11 (que tiene actividad exonucleasa en el rompimiento de doble cadena), la
ataxia telangiectasia mutada (ATM; que funciona con BRCAl en la via de
reparacion del rompimiento de doble cadena), Los complejos MLH1 y MSH2-
PMS1-MSH6 y la proteina BLM que se ve afectado en el sindrome de Bloom

(Narod y col., 2004).

BRCAL es una proteina que posee ademas dominios capaces de activar la
transcripcion, concretamente, es capaz de activar la transcripcion del gen p21, que
es un potente supresor del ciclo celular en la fase G1/S (Scully y col., 1997).
También la relacién con desacetilasas, helicasas, asi como proteinas reguladoras
como la CtIP sugiere que BRCAL1 tiene un papel regulador de la transcripcién y
reparacion del DNA. Algunos trabajos muestran como BRCA1 podria estar
implicado en la degradacién dependiente de ubiquitina de ella misma o de otras
proteinas, este proceso de ubiquitinacion se lleva a cabo entre la interaccion de la
proteina BRCA1 y BARDI a través de su dominio nillo (RING-finger), estudios
recientes indican que BRCAL regula el proceso de ubiquitinacion en respuesta al
estrés (Morris y col., 2004).

El gen brca2 es estructuralmente parecido a brcal. También es un gen de
gran tamafio, posee 27 exones que codifican para una proteina de 3418 aa (casi
el doble que BRCAL), la cual tiene un peso molecular aproximado de 384 kDa. El
RNAmM es de aproximadamente 12 Kb. Una caracteristica de esta proteina es que

tiene un grupo (cluster) de secuencias repetidas (llamada BRC) la cual es
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codificada por el exén 11, esta altamente conservada entre los mamiferos, estos
repetidos (BRC1,BRC7 y BRC8) estan involucrados en la interaccion BRCA2 y
RADS51, una proteina que es esencial para la recombinacién genética y la
reparacion de DNA (Davies y col., 2001). La proteina BRCA2 también posee una
secuencia de senalizacion nuclear que esta localizada en el extremo C-terminal,
mientras que en la proteina BRCAL tal secuencia esta codificada por en el exén
11. La funcién de la proteina BRCA2 es similar a la proteina BRCAL. La
interaccion con a RAD51, su sefializaciéon al nucleo asi como su patron de
expresion, indicarian que BRCA2 podria estar también implicada en la reparacion
del DNA. Ademas, BRCAZ2 tiene un dominio codificada por el exén 3 capaz de
activar la transcripcion.

Ademas de unirse a RAD51 se ha reportado que BRCAZ2 interacciona con
p53 y p21 los cuales detienen el ciclo celular. En los genes brcal y brca2 el exén
11 se ve comprometido por mutaciones, alterando su capacidad transcripcional, lo
cual se ha observado en pacientes con cancer de mama, y podria indicar que la
alteraciéon de esta funcién esta relacionada con el desarrollo tumoral (Kerr y col.,

2001).
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Figura 3. Diagrama de la proteina BRCA1. Se muestran los dominios
funcionales de la proteina BRCA1, los sitios de fosforilacion (P) y las regiones que
interactuan con otras proteinas tales como P53, Rb, CtlP, BARD1, E2F, RAD51 y

MRN (Tomado de Zhang y col. 2005).
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1.12.1 Regulacién transcripcional del gen brcal.

Hay evidencias que sugieren que los genes nbr2 y brcal se regulan
reciprocamente; en lineas celulares de mama se han encontrado altos niveles de
expresion del gen nbr2 y esto correlaciona con bajos niveles de expresion del gen
brcal, esto puede ser explicado no solo por la competencia entre los promotores
por la RNA polimerasa Il, sino también se sugiere que la activacion del promotor
nbr2 podria conducir a una disminucion en la expresién del gen brcal. La
expresion del gen brcal por estrogenos parece ser el resultado del efecto de esta
hormona en el crecimiento de las células del tejido mamario, este incremento en la
proliferacion es mediada por el sitio de reconocimiento a E2F caracterizado en el
promotor del gen brcal. Por el contrario, la proteina p53 puede inhibir la expresién
de BRCA1 evitando que E2F se una a su sitio de union al DNA. Se demostrd
posteriormente que el sitio CREB (del inglés, cAMP-responsive element binding)
es un sitio de unién a factores de transcripcion fuerte y positivo de la transcripcion
del gen brca1, se ha reportado metilacion en este sitio CREB, lo cual estaria
silenciando la transcripcion del gen brcal. Uno de los sitios de union a factores de
transcripcion que se han identificado y que son importantes para la expresion de
gen brcal, ha sido en lineas celulares de mama (MCF7 y T-47D). El elemento
RIBS (del inglés EcoRI Band Shift) caracterizado en el promotor del gen brcal el
cual se une a multiples subunidades de los factores de transcripcién Ets y GABP-a
/ B y actua como un activador en células MCF-7, pero no en la linea célular T47D.
La inactivacion del hélice-loop-hélice (HLH) inhibidor de la proteina de la
diferenciacion de 4 (ld4) fue capaz de aumentar la expresion del gen brcal en la

linea celular MCF-7. Parece existir una relacion reciproca entre la expresion del
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gen brcal y Id4 el cual es regulado por estrégenos. Recientemente MacDonald (y
col. 2007, identificé un elemento represor, conocido como el sitio UP, el cual se
encuentra en el promotor del gen brcal, la inactivacion de este aumenta la
actividad del promotor, el elemento UP esta compuesto por dos secuencias, una
de las cuales se une a la familia de los factores de transcripcion ETS GABPalfa /

beta (Mueller y col., 2002; Rosen y col., 2003; MacDonald vy col., 2007).
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Figura 4. Secuencia del promotor del gen brcal. Los puntos de inicio de

transcripcion se indican con la flecha izquierda y el derecho de los genes

respectivos. Los sitios de unién de factores de transcripcion identificados como

importantes para la actividad del promotor se muestran enmarcados en la imagen.

El promotor bidireccional se indica por la linea discontinua. El primer exon del gen

brcal se indica por el cuadro sombreado y los dinucleétidos CpG que pueden ser

potencialmente metilados, se muestran en rojo (Tomada de Mueller y col., 2002).
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En general, tanto las proteinas BRCA1 como BRCA2 estan implicados en el
mantenimiento de la integridad del genoma. La mayoria de las mutaciones
reportadas resultan en proteinas truncadas, estas mutaciones invariablemente
generan proteinas no funcionales (BRCA1 o BRCA2) lo que provocaria un
acumulo de mutaciones en otros genes que podrian favorecer el desarrollo de
tumores. Por tanto, estos dos genes estarian dentro de lo que se conoce como
genes supresores de tumores. Un gen supresor tumoral es un gen que reduce la
probabilidad de que una célula en un organismo multicelular se transforme en una
célula cancerigena. Los genes supresores de tumores se encuentran en las
células normales y normalmente inhiben la proliferacion celular excesiva y las
alteraciones del genoma. Una mutacion o una delecién de un gen supresor
tumoral, aumentara la probabilidad de que se produzca un tumor, al perder su
funcién. Cuando se posee una alteracion en los genes brcal o brca2 en células de
linea germinal, cada una de las células del sujeto portador posee la mutacion. Un
alelo sano es suficiente para mantener la funcionalidad del gen. Es necesario, por
tanto, la pérdida del alelo sano para poder llegar a desarrollar una neoplasia. La
pérdida del alelo puede producirse por una delecion de la zona que incluye el gen
codificante, aunque también puede producirse una hipermetilacién que silencia la

expresion del gen (Birgisdottir y col.,2006).

La hipermetilacion es un proceso mediante el cual se metilan posiciones
concretas de las islas CpG que existen en la region promotora del gen brcal. Esta
modificacion del promotor impide la transcripcion del gen, ya sea porque proteinas

reguladoras necesarias para la transcripcidbn ya no son capaces de unirse al
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promotor o porque proteinas represoras que tienen afinidad por las zonas
metiladas se unen inactivando la transcripcion. Debido al gran tamafno y a la gran
complejidad de los genes brcal y brca2, no se descarta que nuevas funciones
puedan ser atribuidas a estos genes, que actuarian a distintos niveles mediante

dominios diferentes (Wosster y col., 1995; Tavtigian y col., 1996).

1.13 Mutaciones de los genes brcal y brca2 en la linea germinal

Las alteraciones provocadas en estos dos genes confieren una alta
predisposicién al cancer de mama y un riesgo moderado a otros tipos de cancer.
Se han descrito mas de 600 mutaciones y variantes alélicas en el gen brcal desde
su identificacidon, mientras que el gen brca2 cuenta hasta el momento con unas
450 mutaciones. No se han encontrado regiones en que las mutaciones sean
frecuentes (hots spots) en estos genes, en los que se acumule un mayor numero
de mutaciones y s6lo unas pocas mutaciones aparecen mas frecuentemente en
determinadas poblaciones debido a su caracter endogamico (Judios Ashkenazi).
El gran tamano de estos genes, asi como la dispersion y variedad de mutaciones
gue se registran en ellos, dificulta enormemente la identificacion de mutaciones en
poblaciones no endogamicas. La mayoria de las mutaciones descritas hasta el
momento son pequenas deleciones, inserciones o mutaciones de pérdida de
sentido que provocan el truncamiento de la proteina y por tanto la pérdida de

funcién de ésta (Eliot y col., 2003).
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1.14 Mutaciones somaticas de los genes brcal y brca2

Por las caracteristicas que poseen brcal y brca2 como genes supresores
de tumores, y el hecho que se haya observado una pérdida de heterocigocidad de
las regiones pertenecientes a los genes brcal y brca2 en buena parte de los
canceres esporadicos, es posible que puedan existir mutaciones somaticas en el
alelo no perdido en estos genes en tumores esporadicos de mama. Sin embargo,
en los tumores esporadicos de mama, no se han encontrado mutaciones en el gen
brcal y en muy pocos casos debidas a mutaciones en el gen brca2 (Polyak,
2002). Existen otros mecanismos mediante los cuales se puede inactivar al gen
brcal. Se ha observado que muchos canceres de mama esporadicos muestran
una reduccion de los niveles de RNAm del gen brcal. Este hecho implica que
algun mecanismo debe estar alterando la expresion de este gen. Se piensa que
esta reduccion de la expresion puede ser provocada por una hipermetilacion de su
region promotora. brcal posee islas CpG susceptibles de metilacion en la regidn
promotora y se ha detectado hipermetilacién de brcal en cancer de mama

esporadico (Futreal y col., 1994; Dobrovic y col., 1997).

1.15 La metilacién del DNA como un mecanismo epigenético de regulacion
de la expresioén génica

La metilacion del DNA es una de las modificaciones epigenéticas mas
estudiadas en los ultimos afios e incorpora un nuevo concepto a la regulacién
conocida como "memoria epigenética" o "memoria celular". Este nuevo concepto

de memoria se suma a la definicion de epigenética en la cual los cambios en la
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expresion de los genes son heredables de una generacion celular a otra (Lund y

col., 2004).

La metilacién del DNA consiste en la incorporacion de un grupo metilo (-
CH3) en el carbono 5 de las citosinas que se encuentran formando un dinucleétido
CmpG, y en menor grado se puede encontrar la metilacién en secuencias del tipo
CmC(A/T) GG o CmpNpG. La metilacion del DNA estd mediada por enzimas
denominadas DNA metil-transferasas (Dnmts, por sus siglas en inglés). Las
enzimas Dnmt3a y Dnmt3b son Dnmts de novo, mientras que la Dnmtl es de
mantenimiento, esta ultima hemimetila el DNA donde una hebra ya esta metilada y
se encuentra asociada a la maquinaria de duplicacién del DNA. La metilacion del
DNA participa de manera normal en la inactivacién de transposones (secuencias
repetidas y secuencias retrovirales) evitando su movilidad y por ende,
manteniendo la estabilidad gendmica. También se ha encontrado asociada a
eventos de regulacion en etapas tempranas de desarrollo silenciando genes que
no van a volver a expresarse, la inactivaciéon del cromosoma X y la impronta
genémica (Jones y col., 2007). La impronta se asocia a modificaciones
epigenéticas del DNA vy alteraciones de la estructura cromatinica que ocurren
durante la gametogénesis y el desarrollo embrionario, originando un estado
funcionalmente haploide del genoma improntado. La impronta genémica (genomic
imprinting), también Illamada gamética o genética, supone modificaciones
especificas en la linea germinal que produce diferencias de expresion del material

genético dependiendo de su procedencia, materna o paterna (Lund y col., 2004).
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1.15.1 Mecanismos de regulacién

Brevemente, la estructura de la cromatina tiene un papel importante en la
regulacion de la expresion génica, pues la activacion transcripcional y la represion
requiere del reclutamiento de multiples complejos protéicos que permiten su
remodelacion. La cromatina estd compuesta por nucleosomas cuya funcién
principal es la de empaquetar al DNA dentro del nucleo. El nucleosoma esta
constituido por un octamero de las histonas; H3/H4, H2B y H2A en el cual se
enrollan 147 pb de DNA. Bajo condiciones fisiologicas la histona H1 se estabiliza
y compacta la estructura de la cromatina de tal manera que en el cromosoma las
secuencias del DNA son inaccesibles a la maquinaria de transcripcién (James y

col., 2000).

1.15.2 Activacion y represiéon mediada por la cromatina

Las alteraciones en la estructura de la cromatina, a través de la
modificacion postraduccional de las histonas, tiene consecuencias directas en la
regulacion de la expresion de genes, la acetilacion de los extremos amino-
terminales de las histonas ocasiona la neutralizacion de la carga positiva del
amino terminal. Como consecuencia se presenta una relajacién de la estructura
nucleosomal, haciendo a la cromatina mas accesible a la maquinaria
transcripcional. En contraste, la desacetilacion de estas regiones produce

compactacion de la cromatina impidiendo el acceso a los factores de transcripcion.
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La acetilacion de las histonas depende de dos grupos de enzimas,

acetiltransferasa (HATS) y las desacetilasas de histonas (HDACS).

Complementariamente, trabajos recientes han identificado otros complejos de
proteinas que son requeridos para remodelar la cromatina por desplazamiento de
nucleosomas dependientes de ATP. Estos fueron encontrados originalmente en
levaduras, entre ellos se encuentran las proteinas SWI/SNF, RSC (del inglés:
"Remodels the Structure of Chromatin"), CHRAC (del inglés: "Chromatin
accesibility complex"), NURF (del inglés: "Nucleosome remodeling factor") en
humanos hSWI/SNF, NuRD (del inglés: "nuleosome remodeling and
deacetylation"), RSF (del inglés: "remodeling and spacing factor") (Jocelyn y col.,
2000; Cress y col., 2000; Burke y col.,2000). Estos complejos favorecen un
remodelaje de la cromatina tanto con consecuencias activadores como represoras
para la funcion transcripcional. Actualmente no queda claro su modo de accion
aunque se propone que estos complejos movilizan de alguna manera los
nucleosomas facilitando o bloqueando el acceso a las secuencias reguladoras

claves en regiones de control cémo las promotoras (Esteller 2007).

Las técnicas utilizadas para estudiar la metilacion del DNA son variadas y
van desde las muy generales, como la digestion del DNA con enzimas de
restriccion metilo-sensibles (como Mspl/Hpall) revelando la zona de interés
utilizando las técnicas Southern Blot y la PCR especifica de metilacién (MS-PCR),
a los métodos mas sensibles como la PCR mediada por ligacion (LM-PCR, por sus

siglas en inglés) y la secuenciacién gendmica por bisulfito de sodio. Dentro del
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genoma humano se encuentran muy pocos dinucledtidos CpGs, pero se han
caracterizado secuencias gendmicas que varian de 100 pb a varias kilo bases, en
donde el contenido de Citocinas y Guaninas es mayor al 60%, por lo que aumenta
la posibilidad de encontrarse dinucle6tidos CpGs. A estas zonas se les denominé
“‘islas CpGs”. Estas islas se encuentran principalmente en los extremos 5" de
muchos genes coincidiendo con la regién promotora y con cierta frecuencia los
primeros exones. Paraddjicamente, en condiciones normales, estas islas CpGs no
se encuentran metiladas, con excepcion de las islas relacionadas a genes de
expresion tejido especifico, islas presentes a lo largo del cromosoma X inactivo y
genes de expresion mono-alélica improntados (Esteller y col., 2000; Muller y col.,

2000).

1.16 Metilacion del promotor del gen brcal en cancer de mama esporadico

Actualmente existen reportes en los que se hace el analisis epigenético
para entender la relacion que existe entre la metilacion de la regién promotora del
gen brcal en cancer de mama esporadico y la expresién de la proteina BRCA1.
Hay reportes de analisis epigenéticos, en los que se han estudiado la relacion que
existe entre la metilacién de la region promotora del gen brcal y la expresion de la
proteina; encontrandose que la metilacion en la region promotora el gen brcal
participa en el desarrollo de cancer de mama esporadico al ocasionar la
disminucién de la expresion de la proteina BRCA1. Algunos de estos reportes se
resumen a continuacion.

Dobrovic y col., en 1997, estudiaron siete tumores de cancer de mama

encontrando que en dos existia hipermetilacion en la region promotora del gen
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brcal con respecto al tejido normal donde no encontraron metilacién. En otro
estudio, Esteller y col., en el 2000 analizaron el estado de metilacion del promotor
del gen brcal en 215 tumores mamarios y en 21 lineas celulares, asi como siete
xenotransplantes, encontrando una hipermetilacion y disminucion de la expresion
del RNAm en dos xenotransplantes en 13% de los tumores y ademas pérdida de
la heterocigocidad. Sin embargo, en las lineas celulares no encontraron
alteraciones en el estado de metilacién. Por otra parte, Valgerdur y col. en 2001,
evaluaron también el estado de metilacion del promotor del gen brcal en 146
tumores de mama esporadico, encontrando hipermetilacién en 13 tumores (9.1%).
De estos, nueve mostraron una reduccidén en la expresion de la proteina y una

delecion en el gen brcal.

En conjunto, estos resultados sugieren que la pérdida de la funcion del gen

brcal por hipermetilacién y la eventual pérdida de la heterocigocidad, constituyen

eventos importantes en el desarrollo de cancer de mama esporadico.
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II. JUSTIFICACION

El cancer de mama es un problema de salud en México. A pesar de la
ausencia de mutaciones en el gen brcal en cancer de mama esporadico, se ha
reportado que el nivel de expresion de la proteina disminuye en los tumores, y que
este decremento en la funcion de BRCA1 esta relacionado con un fenotipo
maligno. Uno de los mecanismos que pudiera reprimir la expresioén del gen brcal

es la hipermetilacion aberrante en su regién promotora.

En la actualidad no existen estudios relacionados con la regulacidn
epigenética del gen de brcal en cancer de mama esporadico en poblaciéon
mexicana, por lo que en el presente proyecto proponemos analizar el grado de

metilacién de su regién promotora.

Los resultados del presente estudio podrian ayudar a explicar la relacién
entre los niveles de expresion de brcal, el patrén de metilacion de la regidn
promotora y su importancia con el desarrollo del cancer de mama en mujeres
mexicanas. Ademas, el analisis del patron de metilacion del gen brcal podria
servir como marcador molecular para definir un subgrupo de pacientes con cancer
de mama que podrian beneficiarse del uso terapéutico con agentes desmetilantes
que reviertan el estado de hipermetilacién y reconstituyan los niveles normales de

expresion de BRCA1 mejorando el prondstico de los pacientes.
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[ll. OBJETIVOS

1. Objetivo general.

Determinar la expresion de la proteina BRCA1 y el estado de metilaciéon en su
region promotora del gen brcal en tejido mamario neoplasico esporadico en

mujeres mexicanas.

2. Objetivos especificos.
1.- Determinar la expresion de la proteina BRCA1 en tumores de mama.
2.- Determinar el estado de metilacion del promotor del gen brcal en tejido

mamario neoplasico y correlacionarlo con los niveles de la proteina BRCA1.
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IV. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Andlisis de metilacion

\ 4

A 4

Se corto 100 mg de
tejido

\ 4
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l
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Figura 5. Diagrama de flujo de la estrategia general. Las biopsias de cancer de

mama se fraccionaron en dos partes: una de ellas se utilizé para determinar el

estado de metilacion del promotor, utilizando la técnica de bisulfito de sodio y la

otra parte del tejido se utilizé6 para determinar el nivel de expresion de la proteina

BRCA1, mediante inmunohistoquimica.
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V. METODOLOGIA

1. Diseno del estudio

Se trata de un estudio descriptivo, transversal y analitico.

2. Tamano de la muestra y muestreo

Las muestras de tejido tumoral de cancer de mama fueron obtenidas del
Hospital Juarez-SSA y del Hospital de Oncologia del Centro Médico Nacional Siglo
XXI del IMSS. Se realizdé una revision de los expedientes clinicos para seleccionar
los pacientes que cumplieran con los criterios de inclusion. Para este estudio se
incluyeron biopsias de mujeres mexicanas con diagndéstico anatomopatolégico
positivo de cancer de mama invasivo. Las pacientes analizadas en este estudio no
tuvieron tratamiento previo a la operacion (quimioterapia, radioterapia o
tratamiento hormonal) que pudieran inducir cambios en el proteoma. Las mujeres
incluidas en este estudio cuentan ademas con una historia clinica familiar y
personal que contiene los datos necesarios para el estudio como son la edad,
peso, numero de hijos, partos, abortos, etc. De igual manera, pacientes con fuerte
historia de cancer de mama familiar, con carcinoma ductal invasivo bilateral, y con
resultados anatomopatolégicos de cancer no confirmados fueron también
excluidas, esto con el fin de asegurar que las pacientes solo presenten cancer

esporadico y que el diagndstico sea preciso.

Para obtener biopsias que sean representativas y que nos permitieron tener

resultados confiables, estas pasaron por dos filtros de seleccion. El primero fue el

-41-



diagndstico clinico dictaminado por el médico cirujano que confirmé y determindé la
etapa patoldgica en la que se encontrd el tumor en base a la clasificacion TNM. El
segundo fue el analisis histolégico, evaluado mediante una impronta del tejido
mamario en donde se verificé la variedad histolégica de la biopsia (ductal o
lobulillar) asi como la celularidad de la misma. Para que una biopsia sea
representativa de un tumor debe contener al menos un 70% de células malignas.
Las biopsias fueron obtenidas de mujeres que llegaron voluntariamente a
los centros de salud y que de acuerdo a los comités de ética e higiene de los
mismos, fueron sometidas a cirugia para remover el tumor. Las operaciones
fueron realizadas bajo los mas altos estandares de higiene y seguridad con
personal altamente calificado y especializado. Las biopsias de tejido normal fueron
obtenidas de estas mismas mujeres siguiendo el acuerdo de consentimiento por

escrito y firmado por las pacientes.

3. Inclusion de los tejidos en parafina

Se cortaron 5 mm de tejido, se colocaron en 20 ml de paraformaldehido
para fijar el tejido durante 12 h. Posteriormente, se deshidrataron las muestras
mediante la inmersidn subsecuente en soluciones de alcoholes (70%, 80%, 90% y
Absoluto). Una vez deshidratado se embebio en parafina a 56°C. Después de que
se obtuvo el bloque con las muestras, se realizaron cortes finos de 3-5 ym y cada
muestra se tino con hematoxilina y eosina (HE) para el analisis histopatolégico. La
tincion de tejidos con HE se realizé durante 30 s, luego se lavaron las laminillas
con agua corriente y se quitd el exceso de HE pasando las laminillas por alcohol

acido (200 ml de agua destilada, 100 ml de alcohol 96 % y 1.0 ml de &cido
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clorhidrico concentrado) durante unos segundos. A continuacién se lavo
nuevamente con agua corriente y se incub6 en agua amoniacal (300 ml de agua
destilada, 1.0 ml de hidroxido de sodio) durante 2-4 s. Se volvié a lavar con agua
corriente y se sumergieron las laminillas en alcohol al 50%. Para luego tefir con
eosina durante 2-3 s. Se enjuagd y comenzé la deshidratacion del tejido
sumergiendo las laminillas en etanol al 96% durante 5 min, luego en etanol al
100% durante 5 min y en xilol durante 10 min. Finalmente se monté el

cubreobjetos a la laminillas empleando reactivo de Permont.

4. Microarreglos de tejidos (MAT)

Se utilizé un microarreglador de tejidos “Manual Tissue-Arrayer II” marca
Chemicon como plataforma, utilizandose una aguja de 1 mm para la construccion
de los microarreglos de tejidos. La técnica consistié en tomar un pequeno cilindro
de cada bloque de parafina (bloque donante) e insertarlo de forma precisa en un
bloque receptor de parafina, a través de un sistema de coordenadas para saber su
localizacion exacta. Se seleccionaron las zonas mas representativas del tumor en
los cortes tefidos con hematoxilina-eosina. Los cilindros fueron obtenidos del
centro, periferia y zonas intermedias del tumor.

Para la construccion de los microarreglos luego de la seleccién del material
objeto de estudio en los portaobjetos de las biopsias tefiidos con HE se localizé la
zona en el bloque de tejido donante conservado en parafina. Se construyé un
bloque de parafina en blanco que sera el bloque receptor de los microarreglos
tisulares. Se prepard el Tissue-Arrayer |l colocando dos agujas de puncion,

donante y receptora, con una seccion de 1 mm en la torreta. Con la aguja
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receptora se realizdé una perforacién en el bloque receptor y se extrajo el cilindro
blanco de parafina sobrante de la aguja receptora. Situando la bandeja puente
protectora encima del bloque receptor, se colocé encima el bloque de tejido
donante conservado en parafina. Se realiz6 una perforacion en la zona
preseleccionada del bloque donante con la aguja donante del Tissue-Arrayer I,
obteniendo un cilindro del interior de la aguja donante, al presionar sobre el tope
de profundidad situado por encima de la aguja de puncion. Se introdujo el cilindro
de tejido donante en el orificio previo que se habia efectuado en el bloque
receptor. Se avanzo la torreta del Tissue-Arrayer Il dos vueltas del orificio anterior
haciendo una nueva perforacion con la aguja de puncion receptora y se repitieron
los pasos que se describieron, y asi sucesivamente, hasta completar la primera fila
de orificios y oclusion con cilindros tisulares donantes en el bloque receptor
(spots). Con el micrémetro se efectud un desplazamiento lateral para separar otras
2 vueltas del ultimo orificio realizado en la primera fila comenzando a construir el
primer orificio de la segunda fila. Se repitieron los pasos descritos para la primera
fila, en la segunda y sucesivas filas. Una vez completado el primer bloque receptor
de Tissue-Arrayer |l se siguid el procedimiento idéntico para el resto de bloques

receptores.

4.1 Obtencién de laminillas

Una vez fabricado el bloque del microarreglo de tejido (MAT) se colocé el
bloque en el microtomo (Leica RM 2125), se alined y rebajé el bloque hasta
obtener cortes representativos de todas las muestras posicionadas en el MAT.

Para obtener las laminillas se hicieron cortes de 5 um, se utilizé el sistema de
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transferencia de cinta PSA. Se colocé un segmento de la cinta sobre el bloque y
se procedio a obtener los cortes de 3 ym, una vez que se obtuvo el corte en la
seccion de cinta se coloco en una laminilla con adhesivo, se le pasé un rodillo y se
expuso a la luz ultravioleta durante 2 min para fijar el tejido a la laminilla, después
se sumergié en el solvente TCP para desprender la cinta adhesiva y obtener los
MATS, los cuales se colocaron a 60°C, durante 24 h para desparafinar y se

sumergieron en xilol durante 24 h para retirar los residuos de adhesivo.

4.2 Inmunohistoquimica por el sistema Avidina-Biotina (ABC)

Para la deteccion de los niveles de expresion de la proteina BRCA1, se
desparafinaron las laminillas durante 30 min, a una temperatura de 60°C, se
hidrataron con Xilol seguido de un tren de alcoholes (Absoluto, 90%, 70% y PBS
1X). Posteriormente, se realiz6 la recuperacion de antigenos con amortiguador de
citratos durante 20 min a 90°C, se bloqueo la peroxidasa enddgena con suero
normal de cerdo durante 30 min, se agregd el primer anticuerpo anti-BRCALl
durante toda la noche a una dilucién de 1/100. Finalmente, se lavé con PBS 1X
tres veces, se coloco el segundo anticuerpo biotinilado (Dako) y se reveld con la

diaminobenzidina.

4.3 Contratincién con Hematoxilina de Mayer y montaje

Para contratefiir las muestras, se sumergieron las laminillas en hematoxilina
de Mayer unos 30 s, se lavd con agua y se incubd en agua amoniacal durante 5
min. A continuacion se volvidé a lavar con agua y luego se sumergio en etanol al

96% durante 5 min, posteriormente en etanol al 100% durante 5 min y en xilol
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durante 10 min, todo a TA. Finalmente, se monto el cubreobjetos a la laminillas

empleando reactivo de Permont.

4.4 Digitalizacion de los MATs y cuantificacion

Se capturaron las imagenes digitales en un microscopio 6ptico acoplado a
una camara digital (Carl Zeiss, Germany) en formato TIF (Tagged Image Format).
Se analiz6 la calidad de las muestras empleando un aumento de 40 x y se
clasificaron las muestras en cuatro categorias, muy buena, buena, regular y mala,
dependiendo de la proporcion de tejido epitelial presente. En los casos en los
cuales la calidad se consider6 adecuada (muestras muy buenas, buenas y
regulares) se tomaron fotografias a 40x para determinar el nivel de expresion de
BRCAA1. La expresién de la proteina fue evaluada utilizando un sistema en el cual
la intensidad de la tincidn nuclear fue clasificada como nula, baja, moderada y alta.

Se utilizé el programa Image Pro- Plus para capturar y analizar las imagenes.

5. Extraccion de DNA

Se realiz6 la extraccion del DNA de los tumores mediante el método de
proteinasa K (fenol-cloroformo). A partir de 100 mg de tejido congelado se macero
la muestra con mortero. Se le agregoé el buffer de digestion (100 mM de NaCl, 10
mM de Tris-HCI pH=8.0, 25 mM de EDTA, SDS 0.5%, 0.1 mg/ml de proteinasa K),
se incubd la muestra durante 18 h a 50°C. Posteriormente, se realizo la extraccion
volumen:volumen con fenol-cloroformo-isoamilico (25:24:1). Después, se
centrifugd durante 5 min a 16,000 g. Posteriormente, se recuperd el sobrenadante,

se precipitd con acetato de amonio e isopropanol, se lavd dos veces la pastilla con
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etanol al 70% se centrifugd nuevamente durante 3min a 800g. Finalmente, el DNA
puro se resuspendid en un volumen de 50 ul de agua libre de nucleasas y se
analizé la integridad y calidad del DNA mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1%. Las bandas fueron analizadas mediante la tincién con bromuro de

etidio y visualizadas bajo un transiluminador con lampara de luz UV.

6. Modificacion del DNA por el método de bisulfito de sodio

Se realizo la restriccion de 1ug de DNA con la enzima Hindlll (5U) durante
6 h a 37°C. Se desnaturalizé con NaOH 3M a 37°C, se agrego hidroquinona 10mM
y bisulfito de sodio 10M a pH 5 durante 16 h a 55°C en obscuridad.
Posteriormente, se retird el bisulfito de sodio pasando las muestras por columnas
Wizard de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Promega A-7280). Se
desnaturalizdé la muestra con NaOH 3M, se incubo a 37°C, y se precipité con
acetato de amonio 5M pH=7, glicégeno y etanol Absoluto. durante 4 h a -70°C.
Finalmente, se centrifugd a 16,000 g durante 1 h a 4°C y la pastilla se resuspendid

en 30 ul de agua d.dH20.
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VI. RESULTADOS

1. Seleccién de casos

De las muestras bioldgicas de los pacientes se revisaron 200 registros y de
acuerdo a los criterios de inclusién se seleccionaron 180 muestras. A partir de
estas biopsias, se obtuvieron cortes de 5 mm y se embebieron en parafina como
se menciona en materiales y métodos. Estas muestras fueron analizadas por dos
patologos en forma independiente, quienes revisaron que el tejido estuviera bien
conservado y el diagndstico fuera concordante con el del registro y que contuviera
al menos 80% de células neoplasicas. Con base en al analisis histopatoldgico,
solo 78 muestras resultaron utiles para el estudio, las cuales incluyeron 69
tumores donde el tipo histoldégico que resultdé mas frecuente fue el carcinoma
ductal infiltrante con un 83.3% de los casos, seguido por el carcinoma lobulillar
infiltrante con un 5.1% y nueve tejidos peritumorales (11.53%). Ademas, se
incluyeron siete controles de tejidos de mama normal y cuatro controles positivos
de tejido prostatico normal. En la tabla 2 se resumen las caracteristicas de las 78
muestras que resultaron adecuadas para el presente estudio.

De las 78 muestras y controles incluidos en parafina, se realizaron cortes de
4-5 um. Estas laminillas se tifieron con hematoxilina-eosina para determinar el
area de estudio, se revisaron al microscopio buscando areas en donde se
encontraron las células tumorales y evitar tomar areas donde no estuviera
presente la lesion. Una vez localizadas las areas de interés se puntearon con un
marcador indeleble al menos tres secciones representativas para la construccion

del TMA (figura 6, flecha vertical).
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Tipo histolégico de las biopsias Numero de muestras % casos
Carcinoma ductal infiltrante 65 83.3
Carcinoma lobulillar infiltrante 4 51
Tejido peritumoral mamario no 9 11.53
afectado
Total 78 100

Tabla 2. Tipo histolégico y numero de muestras analizadas. En el cuadro
se resumen las caracteristicas histopatolégicas de las muestras que fueron
utiles para el presente estudio de un total de 180 a las cuales se les realizo6 el

escrutinio patoldgico inicial.
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Figura 6. Seleccion de areas con células neoplasicas teiidas con HE. Las
flechas ejemplifican el area de las cuales se tom6 una seccion de tejido tumoral
representativa para la construccion de los MATSs, en parte superior se muestra el

area en donde se encuentra las células neoplasicas.
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2. Construccién de los microarreglos de tejidos (MATS)

Se elaboraron dos mapas que definen los TMAs, en los cuales se
organizaron 11 controles (tejido mamario no afectado y de prdstata normal), solo
se deposito un cilindro por cada control) y de las 78 muestras se depositaron tres
cilindros. De tal manera, en el mapa 1 se arreglaron 120 cilindros de 40 muestras
y 11 controles (figura 7). En el mapa 2 arreglaron 114 cilindros de 38 muestras,
mas 11 controles (figura 8). En las figuras 5 y 6, se muestran los arreglo de los
tejidos, en color gris se representan los tejidos seleccionados previamente los
cuales se arreglaron por columnas de arriba hacia abajo por triplicado. Los
numeros dentro del circulo representan el numero de muestra, los circulos
amarillos representan los controles de tejido de mama normal y los circulos rojos

representan el control positivo que expresa normalmente la proteina BRCA1.
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Figura 7. Mapa 1 del microarreglo de tejido. En la figura se observa la
localizacion de las muestras 1 a 40 en color gris, el numero dentro del circulo se
refiere al No. de la muestra. El color rojo representa control externo tejido de

préstata sano y el amarillo representa los controles de tejido sano.
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MAPA 2
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Figura 8.- Mapa 2 del microarreglo de tejido. En la figura se observa la
localizacion de las muestras 41 a 78 en color gris, el numero dentro del circulo
se refiere al numero de la muestra. El color rojo representa control externo de

tejido de prostata sano y el amarillo representa los controles de tejido sano.
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En base a los mapas disefiados y a una vez determinadas las areas de
interés en las laminillas, se procedid a la construccion de los TMA como se
describié en material y métodos. En la figura 9, se muestra la construccion de

los TMA de tejido de cancer de mama esporadico y tejido normal.

Se construyeron dos bloques, uno de las muestra 1 a 40 (mapal) y el
segundo de las muestras 41 a 78 (mapa 2), ambos con sus controles tejido normal
de mama y como control externo tejido prostatico (figura 10). Los resultados
muestran que la plataforma “Manual Tissue-Arrayer II” que se utilizé para la
construccion de los micromicroarreglos permitié arreglar con precision y exactitud

las muestras de tejido mamario.

3. Obtencion de laminillas

Una vez fabricados los bloques de los microarreglos, se procedié a hacer
cortes de 5 um como se describié en material y métodos, de cada bloque se
hicieron 5 cortes para estandarizar la inmunohistoquimica y determinar la

expresion de la proteina BRCA1.
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Figura 9. Construcciéon del MATs. (A) Se muestra el bloque aceptor en el cual se
insertaron las muestras. (B-C) Se muestran la formacion de los orificios utilizando
una aguja de 1mm y como se arreglaron en base a los mapas descritos
previamente. En la imagen D se muestra la insercion de las muestras. En la

imagen de abajo se ejemplifica un bloque de MATSs terminado.
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Figura 10. Microarreglo de tejidos. Se construyeron dos microarreglos, el bloque
| contiene 120 cilindros mas controles y el bloque Il contiene 114 cilindros mas los

controles de acuerdo a lo descrito en los mapas de las figuras 5 y 6.
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4. Deteccion de la proteina BRCA1 mediante inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica se estandarizé en cortes de bloques completos de
cancer de mama y tejido no afectado en cortes de 4 um, el anticuerpo que se
utilizé fue Anti-BRCAL (Calbiochem). Se probaron las siguientes diluciones 1/100,
1/250, 1/500 y 1/1000 de las cuales la mejor fue la dilucién fue 1/100. Se utilizo el
sistema ABC (Avidina-biotina) descrito en material y métodos. La figura 11 A-B,
muestran la inmunotincion de un tejido de mama no afectado, donde se observa la
expresion de la proteina BRCA1 en el nucleo (tincion de color pardo)
principalmente en los ductos mamarios, mientras que las ceélulas que tienen el
nucleo tefiido de azul representan células que no expresan la proteina BRCA1. En
la figura 11-C, se ejemplifica la inmunotincién de tejido de cancer de mama, el cual
no mostré expresion de la proteina BRCA1 en este caso todas la células
mostraron tincidon azul en su nucleo; en la figura 11-D se ejemplifica la expresién
de la proteina BRCA1 en cancer de mama. La ausencia de tincidon podria deberse
a algun mecanismo de inhibicion de la expresion de la proteina BRCA1,

incluyendo cambios epigenéticos como la metilacion.
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Figura 11. Inmunodetecciéon de la proteina BRCA1 en tejido no afectado y
neoplasico. En los paneles A-B se muestra la presencia de la proteina BRCA1
basicamente en los ductos mamarios. En el panel C se ejemplifica tejido
neoplasico con ausencia de la proteina BRCA1 y en D se ejemplifica la expresion

de la proteina en cancer de mama.
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Una vez estandarizada la inmunohistoquimica para el anticuerpo anti-
BRCAL, se realizaron pruebas en las laminillas de los MATs con la dilucién 1:100
y se utilizdé un control de isotipo (IgG inespecifico) en la misma dilucién, como se
muestra en la figura 12. En la imagen del lado derecho, se ejemplifica la
localizacion nuclear de BRCA1 en una muestra de cancer mamario. En la figura
12, del lado izquierdo, se ejemplifica un tejido neoplasico con el control de isotipo,
el cual es negativo para la reaccion, lo cual demuestra que no existe reaccion

cruzada del anticuerpo control en nuestros experimentos.
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Figura 12. Inmunodeteccion de la proteina BRCA1 y control de isotipo en

tejido mamario tumoral en los MATs. Se observa la presencia de la proteina
BRCAL en color pardo de localizacion nuclear (lado izquierdo, recuadro) en una
biopsia de cancer de mama y en el lado derecho el control negativo la ausencia de

senal del anticuerpo anti-BRCA1 (1/100).
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Posteriormente, se realizé la inmunohistoquimica en las laminillas de los
MATSs. En la figura 13 se ejemplifican los diferentes niveles de expresion (normal,
baja, media y alta) detectados mediante la inmunohistoquimica. Se tomaron tres
fotos por cilindro en un aumento de 40X de manera aleatoria. Es decir por cada
muestra se digitalizaron nueve imagenes, en las cuales se realizd el analisis

morfométrico de acuerdo al protocolo descrito en materiales y métodos.
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Figura 13. Niveles de expresiéon de la proteina BRCA1 en tumores de cancer

de mama. Las imagenes muestran una tincion heterogénea correspondiente a la

expresion de la proteina BRCA1. En A se muestra la presencia de la proteina

BRCA1 en tejido normal; B) se muestran tres diferentes tumores los cuales

mostraron una tincién alta de la proteina BRCA1; C) se muestran 3 tumores con

una tincion media y d) tres diferentes tumores en los cuales hay una baja tincion.
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5. Analisis morfométrico de las inmunohistoquimicas anti-BRCA1

Para el analisis morfométrico se seleccioné la imagen, la intensidad de luz,
el area, la densidad integrada media, el IOD (densidad optica integrada) y el
numero de objetos medidos con el objetivo 6ptico de 40X. Una vez establecidos
los parametros se determiné el area mediante un recuadro y se localizaron las
células que expresaron la proteina BRCA1, por la deteccion de la unidn positiva y
especifica de los anticuerpos. El programa detectdé automaticamente todas las
células que presentaron la reaccion positiva (ver figura 14). Los 10D se generaron
en un archivo de tipo Excel conteniendo todos los datos del analisis de la sefial en

las células analizadas.
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Figura 14. Analisis morfométrico de microarreglos de tejidos provenientes
de muestras de cancer de mama. (A) Se muestra en la parte superior un
recuadro del area a analizar, se seleccionaron los nucleos que mostraron la tincion
nuclear y en la parte inferior se muestra todas las células que mostraron la tincion
en color rojo. (B) Se ejemplifica la generacion de los datos de 10D ordenados en la

tabla 3.
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Se realiz6 el analisis de la expresién de la proteina BRCA1 en los tumores
con el IOD obtenido del analisis morfométrico de cada una de las tres imagenes
capturadas, se realizé un promedio el cual se muestra en la tabla 3. Las muestras
analizadas en las que se encontré una disminucion en la expresion de la proteina
BRCAL se observan del lado izquierdo de la tabla, las cuales corresponden a
carcinomas ductales infiltrantes etapa Ill y un carcinoma lobulillar etapa II, con un
promedio de edad de 55 afos. Las muestras que presentaron una expresion
normal de la proteina BRCA1 se presentan en las columnas centrales de la tabla,
corresponden a carcinomas ductales infiltrantes etapa Ill, con un promedio de
edad de 50 afios y a tejidos mamarios no afectados adyacentes. Y las muestras
que presentaron un sobre expresién de la proteina BRCA1, corresponden a
carcinomas ductales infiltrantes etapa Il y 11, y un carcinoma lobulillar, descritas en

las columnas del lado derecho de la tabla 3.

- 65 -



Sobre expresados Normales Sub expresados
muestra 10D muestra I0D muestra 10D

2 85785 3 4315 1 17237
4 36657 23 1121 9 0
5 79517 30 5959 10 33440
6 81242 32 437 15 15972
7 17627 36 7816 18 15840
8 76670 39 3051 21 14504
11 99976 40 2357 25 26579
12 68097 41 6418 26 13579
13 102167 47 4725 28 22801
14 53824 48 3497 31 15886
16 78987 53 2378 33 12190
17 82953 54 1316 34 13528
19 80042 55 6930 35 9733
20 36563 56 511 37 10625
22 91204 58 1647 42 8673
24 62620 59 5422 44 33674
27 40216 60 1388 51 20061
29 49437 61 196 52 13374
38 37199 62 928 67 16837
43 58744 63 3187 68 8660
45 53633 64 6352 69 18313
46 59562 65 4410
49 43276 70 2809
50 38795 71 8125
57 43405 72 7369
66 35718 73 286

74 6854

75 6675

76 6854

77 4671

78 751

Tabla 3. Promedio de los 10D de las muestras analizadas. En el cuadro
se presenta en tres columnas principales el nivel de expresiéon de la proteina
BRCAL. En el lado izquierdo las sub expresadas en una columna el numero de
muestra y en la subsecuente el promedio del IOD de las tres imagenes analizadas.
En el centro se presentan las muestras en un rango normal y en el lado derecho
las muestras que presentaron una sobre expresion con referencia al promedio de

los controles no afectados.
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El nivel de expresion se determiné a través del cociente entre el IOD de las
muestras, con respecto al |IOD del tejido no afectado, y se transformé en log2, de
tal manera que los valores de sub expresion se observan negativos y superiores
de 1 negativo, mientras que los sobre expresados son mayores de 1. Los tejidos
con valores en un rango normal estan comprendidos entre 1 negativo, pasando
por cero hasta 1 en logaritmo base 2. Se graficé como se muestra en la figura 15.
Podemos observar una disminucion en la expresion de BRCA1 en 41% (32
muestras), 26% fueron normales (20 muestras) y 33% de tumores detectamos que

la proteina aumento su expresién (26 muestras).
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Figura 15. Expresion de la proteina BRCA1 representada en log2. Se
muestran las 78 muestras analizadas, de las cuales 32 disminuyen su expresion,
mientras que 20 fueron normales y en 26 aumento la expresién de BRCA1 (barras

azules). Los numeros representan el numero de tumor.
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6. Extraccion de DNA de tejidos mamarios

A partir de 100 mg de tejido se realizé la extraccion de DNA de las 78
muestras, como se describi6 en materiales y métodos. En la figura 16 se
ejemplifica el corrimiento electroforético en un gel de agarosa al 2%, de ocho
muestras de DNA, las concentraciones DNA obtenidas van desde 800 ng/ul a

1265 ng/ul, con rango de pureza 1.77 a 1.82.

7. Modificacion de DNA por el método de bisulfito de sodio

La modificacion del DNA por este método consiste de tres pasos que son:
sulfonacién, deaminacion y desulfonacion. Una vez modificado el DNA y para
comprobar la modificacion de citocinas a uracilos, se utiliz6 un juego de
oligonucledtidos que amplifican en regiones en donde es poco probable que esté
metilado, se realiz6 una PCR anidada. Para la estandarizacion de la técnica
bisulfito de sodio se utilizé como control DNA de linfocitos y DNA de la linea
celular MCF-7, debido a que esta reportado para ambos genes que no estan
metilados en la regiéon promotora. En la figura 17 se muestra la amplificacion de la
region de -180 a +20 correspondiente a la regién promotora del gen brcal tratado
con bisulfito de sodio. Se muestran los productos de amplificacion de 250 pb
obtenidos de DNA de sangre periférica (lineas 1y 2), de MCF-7 (lineas 3 a 5), con
estos resultados pudimos corroborar que el tratamiento con bisulfito de sodio de
las muestras se llevo a cabo correctamente mediante la conversion de C-T, al

amplificar con los iniciadores disefiados para este fin.
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Figura 16. DNA genémico provenientes de tejido de cancer de mama. Se
ejemplifica el DNA obtenido de ocho muestras del carril 1 al 8, se observan dos
bandas, una que corresponde a DNA gendmico que no migra mas alla del pozo
debido al tamafo y una segunda banda de DNA probablemente de menor

tamano.
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Figura 17. Productos de amplificacion de DNA modificado por bisulfito de
sodio. Marcador de peso molecular (M). Carril 1-2, DNA de sangre periférica.
Carriles 3-5, DNA de la linea celular MCF7 de cancer de mama. Carril 6 control sin

DNA.
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Una vez modificado el DNA por el método de bisulfito de sodio, se
estandarizé la PCR utilizando los oligonucleétidos que amplifican la regién
metilada del nucleo del promotor del gen brcal, -180 a +20 obteniendo un
producto de 182 pb. Los productos de amplificacion por PCR se separaron en un
gel de agarosa al 2%. Este experimento se realiz6 a partir de DNA de la linea
celular MCF7 metilado in vitro con metilasa Sss1 y modificado por bisulfito de
sodio y DNA de sangre periférica. En la figura 18 se observa en el carril 1 el DNA
no metilado obtenido de sangre periférica y tratado con bisulfito como control
negativo; en el carril 2 el DNA de las células MCF-7 donde se amplificé el producto
esperado de 182 pb. En el carril 3 se observa el DNA sin tratamiento con bisulfito
de sodio y el carril 4 representa una PCR sin DNA como controles negativos. Una
vez estandarizada la PCR con los oligonucleétidos que reconocen la region
metilada del promotor brcal, se amplifico el DNA de las muestras previamente
tratados con bisulfito de sodio, de los cuales cuatro tumores presentan la region
del promotor metilado. Se observa la banda de 182 pb en los carriles 2 y 4
correspondiente al DNA metilado obtenido de la linea MCF-7. El carril 11
corresponde al tumor 58, el carril 34 al tumor 69 y el carril 40 al tumor 6 (figura 19).
A partir de estos resultados podemos concluir que un porcentaje bajo de nuestras

muestras presentd metilacién del gen brcal.
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Figura 18. Reaccién de amplificacion por PCR

utilizando oligonucleétidos

gue detectan el DNA metilado en el promotor del gen brcal. Se muestra la

amplificacion del DNA de la linea MCF7 utilizando los oligonucleétidos MSP que

identifican la regién metilada. Marcador de peso molecular de 200 pb (M); carril 1,

DNA de sangre periférica tratado (S/P) con bisulfito (T/B, en el carril 2 el control

positivo DNA de MCF-7 metilado tratado con bisulfito; carril 3, DNA sin tratamiento

y carril 4, control negativo sin DNA.
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Figura 19. Identificacion de la presencia de metilaciéon en la regiéon promotora
del gen brcal. En el carril 1 se muestra marcador de peso de 100 pb, en el carril
2 y 4 control positivo de DNA metilado in vitro, carril 3 DNA sin tratamiento con
bisulfito, carril 5-20 y 22-40 muestras de tumores. Los carriles muestran los
tumores 12, 34 y 40 donde detectamos la metilacion en los cuales se observa el

producto de PCR esperado de 182 pb.
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En la figura 20 se muestra la correlacién entre el estado de metilacion y la
expresion de BRCA1 en las 78 muestras analizadas. Con un punto rojo se
destacan los tumores en los que se detectd el promotor del gen brcal metilado.
Las muestras que presentaron sub expresion y metilacion del promotor del gen
brcal se encuentran identificadas con el numero 56 que corresponde a un
carcinoma ductal infiltrante etapa Ill y con el niumero 58 que corresponde
igualmente a un carcinoma ductal infiltrante etapa Ill. En lo que se refiere a la
muestra identificada con expresion normal, corresponde a la numero 69 que es un
carcinoma ductal infiltrante etapa Ill. Finalmente la muestra que presento sobre
expresion esta identificada con el numero 6, corresponde a un carcinoma ductal

infiltrante etapa lll.
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Figura 20.- Correlaciéon de la expresion de la proteina BRCA1 y el estado de
metilacion del promotor brcal. Se muestran en la grafica las 78 muestras
tumorales analizadas. (barras azules). Los numeros representan el numero de
tumor y los puntos rojos representan las muestras que se encontraron con el

promotor metilado.
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VII. DISCUSION

De los 200 registros que se revisaron se seleccionaron 78 muestras
tumorales que cumplieron los criterios de inclusion, las cuales fueron analizadas
por los patdlogos y de éstas se obtuvo el DNA solamente, dado que no hubo
suficiente tejido para poder hacer extraccion de RNA, se seleccionaron las areas
afectadas para construir los MATs. Nuestros MATSs incluyeron un control positivo
para la expresion de la proteina BRCA1, que fue tejido de préstata. Se
construyeron 2 MATs para poder incluir todas las muestras y poder evaluar la

expresion de la proteina.

Una vez que se generaron las laminillas, estandarizamos las reacciones de
inmunohistoquimica y determinamos que la dilucion que mejor nos funciono fue la
de 1:100, tanto para el anticuerpo Anti-BRCA1l como para el control isotipo,
encontrando que en el control de isotipo la reaccion fue completamente negativa y
no encontramos contaminacion de fondo, cuando se utilizé el anticuerpo anti-
BRCA1 encontramos que la expresion de la proteina BRCA1 fue exclusivamente
nuclear tanto en los tejidos normales como en el tejido mamario neoplasico, es
importante mencionar hay reportes en los que evaluan la expresion de la proteina
BRCAL con diferentes resultados. Por ejemplo Taylor y col. 1998, encontré tincion
citoplasmatica y nuclear en la mayoria de los tejidos normales, Emad y col. 2008,
encontraron una fuerte tincion nuclear en tejidos normales, lo cual correlaciona
con lo que nosotros encontramos, cabe mencionar que en ambos se utilizaron el

mismo anticuerpo anti BRCA1. Todavia hay un debate en curso sobre la
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localizacion celular de la proteina BRCA1 en cancer de mama, su importancia y de

su localizacion celular anormal. (Honrrado y col., 2007)

Al digitalizar y analizar las imagenes de los microarreglos de tejidos (MATS),
nuestros resultados de la inmunotincidn mostraron que el comportamiento de la
expresion es heterogéneo a lo largo de las muestras analizadas. Encontramos
muestras que tuvieron una tincién alta, media o baja, una vez que obtuvimos los
valores de intensidad, basados en el area y la densidad celular, a través de 10D
sacamos un cociente del valor de expresion de los tumores respecto a nuestros
tejidos no afectados (Tumor/no afectado). Determinamos la expresion relativa a un
promedio del valor del tejido mamario no afectado, encontramos un 33% de
muestras con sobreexpresion, un 26% de muestras en un rango de expresion
normal que de acuerdo a lo reportado en la literatura, que es de dos veces para
arriba o dos veces para abajo (2-fold) y un 41% de las muestras con sub-
expresion, lo cual correlaciona con lo ya reportado para la expresion de esta

proteina en tejido mamario tumoral.

Nuestros resultados en cuanto a los niveles de expresion de la proteina
BRCA1 mostraron una expresion heterogénea lo cual correlaciona con lo
reportado por Miyamoto y col. 2002, ellos reportaron una sobre expresion en un
9%, una expresion disminuida de la proteina BRCA1 en un 62 % y una expresion
normal de 29 % de un total de 21 muestras de tumor, Youko y col. encontraron
que en un 32% de muestras de cancer de mama esporadico no detectaron la

proteina BRCA1 y en el 68 % de las muestras la detectaron. Estos resultados
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indican que la desregulacién de la proteina BRCAL juega un papel importante en

el desarrollo del cancer de mama y puede servir como factor pronaostico.

El DNA que se obtuvo de los tejidos fue de calidad adecuada y en
concentracion suficiente para desarrollar los métodos. Pudimos corroborar que el
tratamiento con bisulfito de las muestras de llevo a cabo correctamente mediante
la conversién de C-T, al amplificar con los iniciadores disefiados para este fin. De
tal manera que determinamos el estado de metilacion en cada una de las
muestras. ldentificando cuatro tumores y nuestro control positivo de MCF-7 con

metilacion del nucleo del promotor del gen brcal.

El DNA de estos tumores que resultaron metilados dos correlacionan con
sub-expresion (tumor 58 y 56), el DNA del tumor 69 esta metilado pero tiene
niveles normales de la proteina BRCA1, y el DNA del tumor 6 que también esta
metilado sin embargo presenta sobre expresién de la proteina BRCA1. La MS-
PCR mostré que de los 69 tumores solo 4 tumores mostraron metilacion en su
region promotora del gen brcal (5.7%). Este porcentaje de metilacion resulta mas
bajo de lo reportado por Dobrovic y col.1997; ellos reportan 22% de metilacion,
aunque el tamano de muestra que manejamos nosotros es considerablemente
mayor. Catteau y col.1999, reportaron un 11% de metilacion en la regidn
promotora del gen brcal de sus muestras con sub-expresion de la proteina
BRCAL. Los tumores el 58 y 56 en los que correlaciona el estado de metilacion
con la sub-expresion, coinciden con los resultados esperados, en donde podemos
decir que posiblemente existe silenciamiento por metilacion de los dos alelos en su

region promotora. EI DNA del tumor 69 que resulto metilado pero tiene una
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expresion normal de la proteina, respecto al promedio de expresion de los tejidos
no afectados o normales que utilizamos, también coincide con lo que se ha
reportado en la literatura, en donde se sugiere que solo un alelo esta metilado y el
otro alelo funciona normalmente, de manera que se mantiene los niveles normales
de proteina. En lo que respecta al tumor 61 encontramos su DNA metilado, sin
embargo, encontramos sobre-expresion de la proteina, lo cual es contradictorio a
lo esperado, aunque coincide con lo reportado en la literatura, Miyamoto y col.
2002, sugiere que esta sobre expresion se deba a la metilacion aberrante en las
islas CpG del promotor del gen brcal. Sin embargo nuestros resultados en la
mayoria de los tumores analizados mostraron un disminucion de la proteina
BRCAL, y este resultado se podria explicar por los siguientes mecanismos: a)
alteracion de los mecanismos de transcripcion, el que se ha reportado que la
proteina p53 puede inhibir a un factor de transcripcion con E2F el cual interactua
con brcal, b) por transferencia transcripcional, se sabe que el gen brcal tiene un
promotor bidireccional que regula a brcal en direccion 5°-3'y 3’-5'a al gen nbr2,
de tal manera que se ha reportado que cuando hay sobre expresion de NBR2
este inhibe la expresion de BRCA1. Finalmente nuestros resultados muestran que
la metilacién del promotor del gen brcal es un evento poco comun en los tumores

de las pacientes con cancer de mama esporadico.
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VIIl. CONCLUSIONES

1. Los datos obtenidos mediante MATs muestran que 32 tumores (41%)
presentan una disminucion de la expresion de la proteina BRCA1.

2. El 33% de los tumores restantes (26 muestras) mostraron un aumento en la
expresion de BRCA1, mientras que el 26% (20 casos) presentaron una
expresion normal con respecto a los controles sanos.

3. De las 69 muestras de cancer de mama analizadas, solamente cuatro
(5.7%) mostraron hipermetilacion aberrante en la region promotora del gen
brcal. De estos cuatro tumores hipermetilados, solamente dos de ellos
presentan una disminucion en la expresion de la proteina BRCA1.

4. Los datos obtenidos en el presente proyecto muestran que la metilacion del
promotor del gen brcal es un evento poco comun en los tumores de las

pacientes mexicanas con cancer de mama esporadico.
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