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Resumen 

Las consecuencias letales de la proliferación celular anormal en hwnanos, motivan la 
investigación de las redes de regulación de expresión genética. Actualmente los estudios se 
enfocan hacia oncogenes y genes supresores, que regulan el desarrollo, diferenciación y 
división celular. Las técnicas modernas desarrolladas para detectar aheraciones moleculares 
permiten clarificar los mecanismos moleculares en la transformación neoplásica, que dados 
los múhiples fuctores de riesgo hacen muy heterogéneo el diagnóstico y tratamiento del 
cáncer. Por lo que es necesario conocer las combinaciones específicas de genes que afectan 
el avance del cáncer. En este trabajo se determinaron los patrones de expresión en células 
de mama normal y tumores de mujeres mexicanas. Para lo cual se aisló el RNA poli-A de 
dos tumores mamarios. Mediante Micro-arreglos de cDNA, se comparó la expresión de 
cada tumor con RNA poli-A obtenido de tejido mamario no afectado. Se anaIizaron 597 
genes relacionados a cáncer. Se encontró en los tumores un 8.5% de genes sobre 
expresados y un 22.7% de los genes bajo expresados mediante la evaluación de su 
expresión. El estudio aporta datos para identificar aheraciones genéticas involucradas en el 
proceso neoplásico. Por otro lado, contn"buye al conocimiento básico de éste y dada la 
heterogeneidad descrita, permite perfilar genes que puedan servir como marcadores de 
diagnóstico, blancos de interés terapéutico e indicadores de pronóstico. 
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1. Introducción. 

Es ampliamente conocido que en los organismos miles de genes y sus productos funcionan 
en una complicada y orquestada red para crear la vida; la naturaleza y extensión de las 
interacciones moleculares de genes y productos de éstos motivan una de las más 
fundamentales cuestiones de la Biología. Las intere.cciones genéticas son centrales para 
entender la función y estructura molecular, el metabolismo celular, el desarrollo de células 
y tejidos, la respuesta del organismo a su medio y una base fll!ldamental para explicar su 
adaptación y evolución. 

En las últimas dos décadas se ha mostrado un enorme avance en nuestro entendimiento del 
cáncer a nivel molecular, el cual ha revelado un gran número de nuevos blancos para el 
desarrollo de terapias efectivas, ya que muchos de ellos identifican eventos tempranos y 
tardlos en el proceso de carcinogénesis. El adulto humano se compone de aproximadslffiIlte 
1015 células, las cuales son requeridas para formar tejidos y órganos. Un claro ejemplo son 
las células en la capa basal de la piel que se dividen, diferencian y finalmente mueren 
desprendiéndose del epitelio. Las células que conforman la capa epitelial de intestinos son 
producidas y remplazadas cada 10 dlas aproximadamente, hay células que su vida va desde 
24 horas a decenas de dlas. Por otro lado las células r:rogenitoras o ''Stem'' tienen una alta 
capacidad de división celular de aproximadamente 10 2 divisiones por día. Aún en órganos 
en los cuales normalmente se exhiben niveles bajos de división, por ejemplo el hígado, la 
proliferación masiva puede ser iniciada por eventos tales como un trauma o una infección 
[Bertram J s, 2001]. 

A pesar de esta enorme producción celular, el cuerpo humano mantiene un peso constante 
por muchas décadas. Este exquisito control sobre la multiplicación es conseguido por una 
red de mecanismos moleculares superpuestos que gobiernan la proliferación celular y la 
muerte celular programada (apoptosis). Cualquier fiu:tor que altere este balance tiene el 
potencial, si no es corregido, de alterar el número total de células en un órgano o tejido 
particular. Después de muchas generaciones de células, éste incremento podrfa ser 
clfnicamente detectable como neoplasia, literalmente un nuevo crecimiento [Bertram J s, 
2001]. 

Estamos en una era de descubrimientos en investigación biomédica paralela sólo con el 
periodo de avances hechos en fisica a principios del siglo pasado que dejó ver los misterios 
del átomo. Descubrimientos en biología estructural y molecular, junto con el rápido 
desciframiento de los genes de organismos patológicos y virus, para genomas procariontes, 
eucariontes y el mismo genoma humano, han revolucionando la medicina. Se han 
dilucidado mecanismos moleculares críticos e importantes en el desarrollo y división 
celular, regulación del desarrollo embrionario y causas de enfermedades. Estos 
descubrimientos en conjunto con nuevas tecnologías irrumpen en el diagnóstico genético y 
permiten nuevas estrategias de investigación en la lucha contra diversas enfermedades, 
como el cáncer. 

El entendimiento decisivo para deducir la neoplasia fue hecho en sistemas de tumores 
animales. Comenzando con el descubrimiento del virus sarcoma por Rous en 1911, (Rous P, 
1911 en DeVita T el al. 1997;] y continuó con la identificación de genes transforrnantes 
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contenidos en retrovirus, [DeVita T el al, 1997; Bishop J, 1983]. El trabajo de carcinogénesis en 
pollos, ratones, ra1as y gatos ha dominado la escena de investigación. 

Hace unos veinticinco años, la investigación del cáncer cambio dramáticamente de 
cancerígenos y mutágenos hacia oncogenes y genes supresores de tumor, que ahora se sabe 
regulan la división celular, diferenciación y desarrollo, con el subsecuente reconocimiento 
de que el cáncer es principalmente una enfmnedad genética [DeVita T el al, 1997]. 

Los oncólogos se enfrentan diariamente con las letales consecuencias de la proliferación 
celular anormal. Armados con !o mejor de fimnacología y radiología, tratan de restaurar la 
salud. Formas avanzadas de tratamiento requieren la c1arificación de mecanismos 
molecu1ares de la transformación neoplásica, proliferación y el entendimiento de la 
oncogénesis molecular [DeVita T el al, 1997]. 

1.1 Caracterfsticas del cáncer de mama. 
¿Qué es el cáncer? 
El cáncer es un proceso de múltiples pasos que conducen a la alteración de la regulación del 
crecimiento celular. En el proceso neoplásico deben ocurrir múltiples alteraciones 
genéticas, usualmente a lo largo de los afios. Aún cuando estas alteraciones están presentes 
en la línea germinal, como ocurre en los sfndromes de predisposición a cáncer, la mayoría 
de éstas se adquieren en forma de mutaciones somáticas: translocaciones cromosomales, 
deleciones, inversiones, amplificaciones, mutaciones puntuales y metores epigenéticos. Las 
mutaciones ocasionan ganancia de función que activan oncogenes, los cuales son efectores 
positivos de transformación o bien inactivan genes supresores de tumor que son reguladores 
negativos de crecimiento y la pérdida de su función promueve la carcinogénesis [DeVita T el 

al,I997]. 

El crecimiento de tejido nuevo es resultado de una continua y rápida proliferación de 
células anormales que invaden y destruyen otros tejidos, puede surgir en cualquier tipo de 
célula o tejido corporal e incluye un número de enfermedades clasificadas de acuerdo al 
tipo de tejido y células en las cuales ocurre. Hay tres principales subtipos: 

Sarcomas: Crecen a partir de tejido conectivo y de soporte como los huesos, cartílago, 
nervio, músculo y grasa. 
Leucemias y linfomas: Incluyen el cáncer que implica tejidos de formación. 
Carcinomas: Incluyen las formas más frecuentes de cáncer humano, se originan de tejido 
epitelial como la piel, la cubierta de cavidades y órganos del cuerpo y de tejido glandular 
como el de mama y próstata. Los carcinomas con una estructura similar a la piel se 
denominan carcinomas de células escamosas. Aquellas que parecen tejido glandular se 
llaman adenocarcinomas [DeVita T el al, 1997]. 

Las células de una neoplasia son clonales y son telomerasa positivas, lo que les permite 
dividirse continuamente, por otro lado son incapaces de diferenciarse o madurar, conforme 
se multiplican pueden formar una masa denominada tumor, que crece sin considerar la 
función del tejido del que se originó [Yokota J, 2000]. 
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¿El cáncer de mama? 
Cada mama tiene entre 1 S y 20 secciones llamadas lóbulos, los cuales a su vez se dividen 
en secciones más pequeflas llamadas lobulillos. Los lóbulos y lobulillos se conectan por 
tubos delgados denominados conductos. El cáncer intraductal, el tipo de cáncer mamario 
más común, se encuentra en las células de los conductos. El cáncer que se origina en los 
lóbulos o lobulillos se llama cáncer lobular, éste es el que más frecuentemente afecta a las 
dos mamas. El cáncer inflamatorio de mama es poco común y se caracteriza por que la 
mama se observa cálida, enrojecida e hinchada. 

Entre los factores de riesgo identificados para el desarrollo de esta neoplasia, la mujer cuya 
fiunilia tiene antecedentes de cáncer de mama tiene mayor riesgo de padecer la enfermedad. 
Se estima que del 15 al 20"10 del total de mujeres con este desorden tienen historia familiar 
de la enfermedad. De los casos hereditarios de un 25 a 50% son atribuidos a la 
susceptibilidad de alelos dominantes, se han descrito al menos dos genes de riesgo BRCAl 
y BRCA2 [Volgelstein B el al, 1998). 

El riesgo estimado de desarrollar cáncer de mama en las mujeres con mutaciones 
germinales en BRCAI y BRCA2 es del 40"10 al 85%, además tienden a desarrollar la 
enfermedad en ambas mamas, cáncer ovárico y otras neoplasias primarias [Frank T S el al, 
1998; The Breast Cancer Linkage Consortium, 1999; Ford D, 1994]. El hombre portador para mutaciones 
en BRCA2 también corre mayor riesgo de tener cáncer de mama [Ilte Breas! Caneer Linkage 
Consortium, 1999]. 

BRCA! es un gen de susceptibilidad a cáncer de mama altamente penetrante localizado en 
el cromosoma !7q2! [Hall] M el al, 1990), está asociado a un 40-50% de cáncer heredado 
[Ford D el al, 1994]. Las fiunilias con mutación en la llnea germinal de BRCA! tienen un 
patrón de herencia dominante autosómico de cáncer de mama así como un incremento en la 
incidencia de cáncer de ovario [Miki Y el al, 1994; Berry O A el al, 1997]. El espectro de 
mutaciones en BRCA! está bien definido [Vogelstein B el al, 1998; Frank T S el al, 1998]. 

BRCA2 es un gen de susceptibilidad de cáncer de mama altamente penetrante ubicado en el 
cromosoma 13qI2-13, asociado a un 30-40% de cáncer hereditario. Las fiunilias con 
mutación de BRCA2 en la llnea germinal tienen un patrón de herencia dominante 
autosómico de cáncer de mama y una alta incidencia de cáncer de ovario. El espectro de 
mutaciones en este gen no 'está bien definido. El hombre portador de mutaciones en este 
gen también corre mayor riesgo de desarrollar cáncer de mama [Vogelstein B el al, 1998]. 

Análisis funcionales de los productos de BRCA! y BRCA2 han establecido su 
participación dual en la regulación de la transcripción y reparación de dafio del DNA. La 
base molecular de las funciones de BRCAI y BRCA2 ha sido proporcionada por estudios 
que implican a estos dos supresores de tumor, en el mantenimiento de la estabilidad 
genética y la regulación del crecimiento de la célula y su diferenciación [Zheng L el al, 2000), 

Con lo que respecta a la forma esporádica, la mas común, se han descrito otros fuctores de 
riesgo, uno digno de consideración son los anticonceptivos hormonales. Algunas 
investigaciones sugieren que hay una conexión entre el uso de los anticonceptivos y un 
ligero aumemo en el riesgo de desarrollar cáncer de mama [Leeoa H-C, 2000]. Otras causas 
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asociadas a esta neoplasia. son mutaciones en el gen p53, nuliparidad, menarqula prematura, 
edad aVllI12'.ada y antecedentes personales de cáncer de mama [Natianal Cancer Institute, 2001]. 

El gen p53 se locali7a en el cromosoma 17p13.1. Codifica para una fosfoprotefna nuclear 
con propiedades inhIbitorias de crecimiento celular. El gen se activa en células que 
sufrieron daflo en su genoma y su producto interactúa con el DNA de una manera secuencia 
especffica, regulando la expresión de genes blanco. La activación en respuesta a irradiación 
o agentes genotóxicos resulta en arresto en la filse G 1 del ciclo celular lo que permite 
activar los sistemas de reparación del DNA o bien la apoptosis. Un gen regulado por pS3 es 
el gen BAX, un homólogo de BCL-2, que inicia. la apoptosis. También baja la expresión del 
gen de la ciclina A, ocasionando un segundo freno en la filse S del ciclo celular. La 
fosfori!ación de la proteína p53 controla la unión especf&a de ésta con sus diversos genes 
blanco. Se estima que del SO-700Ál de las neoplasias tienen inactivado el gen p53. La 
inactivación se da por diversos mecanismos como eliminaciones y mutaciones puntuales. 
La pérdida de función ocasiona un inapropiado crecimiento celular. incrementa la 
supervivencia de la célula Y la inestabilidad genética [Medline]. 

Los cambios moleculares asociados al cáncer de mama esporádico han sido estudiados 
ampliamente. Factores de crecimiento y sus receptores, moléculas de seffali'D!ción 
intracelular, reguladores de ciclo celular, moléculas de adhesión, y proteasas han mostrado 
estar alterados en cáncer de mama esporádico [Vogelstein B el al, 1998). 

1.2 Detección. 
El cáncer de mama es heterogéneo en su descripción clínica y genética [Bertucci F el al, 2000; 
Vogelstein B el al, (998). El diagnóstico de esta neoplasia es mediante la presencia de una 
masa tumoral en la mama, detectada por tacto o por mamografias. Aproximadamente el 
30% de mujeres diagnosticadas con cáncer de mama están en un desarrollo metastásico de 
la enfermedad, que resulta futal [Vogelstein B el al, 1998). 

Otra forma de diagnóstico es mediante el análisis de receptores de estrógeno y progesterona 
y pueden proporcionar mayor información sobre la probabilidad de que el tumor recurra 
[Fisher B el al, 1986]. 

1.3 Etapas del cáncer de mama. 
Una vez detectado el cáncer de mama, se harán más análisis para determinar si el cáncer se 
ha diseminado de la mama a otras partes del cuerpo. El cáncer de mama se clasifica en 
cuatro etapas con base al tamaño del tumor y si es o no invasivo. Las etapas son: 

Etapa O 
Alrededor del 15%-20% de las neoplasias mamarias son tempranas, también llamadas 
carcinomas in situ. Existen 2 tipos de cáncer de mama in situ, el carcinoma intraducta1 yel 
carcinoma lobular. Este último no es un cáncer, pero para fines de clasificación se le llama 
carcinoma in situ o cáncer de mama etapa O. Las pacientes con esta condición tienen una 
probabilidad del 25% de desarrollar cáncer de mama en cualquiera de las mamas en los 
próximos 25 años. 
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Etapa 1 
El cáncer no mide más de 2 centímetros y no se ha extendido fuera de la mama. 

Etapa II 
Se divide en etapa nA Y llB. 

La etapa IIA se reconoce por cualquiera de las siguientes caracterfsticas: 
• El cáncer no mide más de 2 centfmetros pero se ha diseminado a los ganglios 

linfiticos debajo del bram (los ganglios linfiticos axilares) 
• El cáncer mide entre 2-5 centfmetros pero no se ha diseminado a los ganglios 

linfiticos axilares. 

La etapa IIB se reconoce por cualquiera de las siguientes características: 
• El cáncer mide entre 2-5 centímetros y se ha diseminado a los ganglios linfáticos 

axilares. 
• El cáncer mide más de 5 centúnetros pero no se ha disetrrinado a los ganglios 

linfiticos axilares. 

Etapa III 
Se divide en etapa IIIA y IIIB. 

La etapa IDA se reconoce por cualquiera de las siguientes características: 
• El cáncer mide menos de 5 centímetros y se ha diseminado a los ganglios linfáticos 

axilares y estos están unidos entre si o a otras estructuras. 
• El cáncer mide más de 5 centímetros y se ha diseminado a los ganglios linfáticos 

axilares. 

La etapa IIIB se reconoce por cualquiera de las siguientes características: 
• El cáncer se ha diseminado a tejidos cerca de la mama (la piel o la pared torácica, 

incluyendo las costillas y los músculos del tórax) 
• El cáncer se ha diseminado a los ganglios linfiticos dentro de la pared torácica cerca 

del esternón. 

Etapa IV 
• El cáncer se ha diseminado a otros órganos del cuerpo, con mayor frecuencia a los 

huesos, los pulmones, el hígado o el cerebro; o el tumor se ha diseminado 
localmente a la piel Y a los ganglios linfáticos dentro del cuello, cerca de la 
clavícula [National Cancer Institute, 2001]. 

Se han descrito otros tipos de neoplasias mamarias como el cáncer inflamatorio de mama, 
este es poco común y se caracteriza porque la mama da la impresión de estar inflamada, 
tiene una apariencia rojiza y una temperatura tibia. La piel puede tener signos de surcos, 
ronchas o huecos en general. El cáncer inflamatorio de mama tiende a diseminarse 
ráridamente. 
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El cáncer de 1IllUlla puede ser una enfermedad multicéntrica y bilateral, siendo esto más 
común en pacientes con carcinoma lobular infiltrante (Orel S G el al, 1992]. El riesgo de 
desarrollar un cáncer primario en la mama contralateral es alto (Rosen P P el al, 1993; 

Gusta&son A el al, 1994] y la edad de una paciente menor de 55 afios parecen aumentar este 
riesgo (Broet P el al, 1995]. Por otro lado el desarrollo de un cáncer de mama contralateral está 
asociado con un mayor riesgo de recurrencia distante (HeaIey E A el al, 1993]. 

La probabilidad de recuperación y selección de tratamiento dependerá de diversas 
características propias del cáncer y de la mujer afectada, por ejemplo la etapa en la que se 
encuentra la neoplasia, la edad, el peso o sí tiene o no período menstrual la mujer. Por otro 
lado los altos niveles de estr6genos tienen un papel dual en el desarrollo de esta neoplasia. 
También se ha reportado que las mujeres con osteoporosis tienen menor posibilidad de 
desarrollar cáncer. (Leena H-C, 2000). 

La mayoría de personas con cáncer de mama se someten a una cirugía con el fin de extraer 
el tumor. Generalmente, también se extraen algunos ganglios lin1iticos axilares, con el fin 
de detectar la presencia de células cancerosas. Además de la cirugfa, se emplean otros 3 
tratamientos para corregir esta enfermedad. La radioterapia, la quimioterapia y la terapia 
hormonal. Los cuatro tratamientos suelen combinarse. 

La terapia de reemplazo hormonal (HRT por sus siglas en inglés) generalmente no se usa 
en mujeres con cáncer de mama, porque está probado que el estrógeno es un fuctor de 
crecimiento para la mayoría de células neoplásicas en el laboratorio. La HRT presenta un 
dilema para las supervivientes, muchas de las cuales entran en menopausia prematuramente 
como resultado de la terapia. Si bien, ni el embarazo, ni el uso de pfidoras anticonceptivas 
después del diagnóstico de cáncer de mama han afectado en forma adversa la supervivencia 
de las mujeres [Collaborative Group on H F in B C, 1996). 

Recientemente se está evaluando la terapia biológica en ensayos clínicos. En esta 
alternativa terapéutica se hace uso del sistema inmunitario de la paciente para combatir el 
cáncer, utilizando el trasplante de médula ósea y el transplante de células madres periféricas 
sanguíneas. 

1.4. Biología molecular del cáncer de mama. 
En mujeres con cáncer de mama con características histológicas y fisicas sirnilares se ha 
encontrado una heterogeneidad en el ámbito molecular, lo que ocasiona respuestas 
antagónicas a un mismo tratamiento. Por lo que es necesario realizar estudios a nivel 
transcripcional, para distinguir subgrupos que respondan más acertadamente al pronóstico 
médico [Bertucci el al, 2000]. 

Se han identificados diversas mutaciones genéticas asociadas a esta neoplasia, sin embargo 
las combinaciones especificas de mutaciones requeridas para inducir el cáncer de 1IllUlla 

siguen siendo desconocidas. Un acercamiento para identificar las alteraciones genéticas 
requeridas para el inicio, progresión y metástasis de este proceso implica establecer un 
sistema experimental que contribuya al esclarecimiento de esta enfermedad. [Elenbaas B el al, 
2001]. 
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La amplia información generada por el Proyecto Genoma Humano permite la identificación 
de genes o fragmentos de genes a través de la secuenciación masiva de clones cDNA o 
regiones gen6micas. La habilidad de relacionar genes que estén implicados en una variedad 
de procesos normales o de enfermedad, puede conducir al descubrimiento de genes que 
puedan servir como marcadores de diagnóstico, indicadores pronóstico o blancos de interés 
terapéutico . 

Los métodos tradicionales de la Biología Molecular trabajan "básicamente sobre un gen en 
un experimento", esto es limitado ys. que las interacciones de éste con otros no se pueden 
conocer. Por lo que es necesario un análisis sistemático de los patrones de expresión que 
permitan revelar funciones y rutas de genes. 

Una nueva tecnología, denominada Micro arreglos ("Micro Array''), ha atraído interés entre 
los biólogos, ya que es una herramienta para cuantificar niveles de expresión genética; esta 
tecnología permite el estudio simu1táneo de decenas a miles de genes, lo que provee pistas 
para la comprensión del cáncer. Los Micro arreglos ONA son superficies sólidas, con 
matrices de ONA representando genes en posiciones específicas. Los micro arreglos ONA 
se emplean para identificar genes que están encendidos o apagados en una célula o tejido. 
También se utilizan para evaluar la expresi6n de genes bajo ciertas condiciones. Están 
construidos basándose en cONA's, secuencias u oligonucle6tidos enlazados 
covalentemente a superficies de vidrio o nylon ("Chips de ONA"). Las manchas de ONA 
son de 200 micras o menos de Uunaño. Una laminilla tfpica contiene miles de genes (tase 
inmóvil). En los Micro arreglos una preparación de cONA marcado por fluorescencia o 
radioactividad ('<tase móvil") obtenida a partir de RNA total o RNA poliA de un tipo 
celular o tejido específico, se hibrida con la fuse imnóvil. La intensidad de las manchas de 
hibridación refleja y permite la valoración de la abundancia relativa de los genes 
expresados. 

Existen diversos sistemas comerciales para análisis de Micro arreglos, nosotros empleamos 
el sistema de la casa comercial Clontech. En este existen 609 fragmentos por duplicado de 
diversos genes, 588 están relacionados con el cáncer, 12 son controles negativos y 9 
controles positivos "house keeping", (Figura 1). 
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Fignrn 1.- Imngen ele in membmoo de Micro RlTeglO. Se muestra lD1 mapa 
de la posición de cada gen en la membrana que contiene 609 genes 
representedos ptl1 lD1 par de manchas. Il.-Reguladmes de ciclo celular y de 
crecimiento; B.- Apoptosis; onco¡¡enes; supresores de tumor; c.- Respuesta a 
daIIo celular, repar!!l:ión y recombinación, Receptores plllll el desarrollo y 
destino celu1nr; D.- Ac!hesión celular, motilidad y angio¡¡tnesis; L
Reguladores de invasión; interacciones célula-célula; F.- Factores de 
crecimiento; Cilosinas; G.- Genes de la economia dmnéstica ("House ke:ping 
genes"), Controles negativos. 
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1.5 Justificación. 

En el mundo el cáncer es la segunda causa de decesos, en nuestro país el cáncer de mama 
ocupa el segundo lugar en mortalidad en mujeres, después del cáncer cérvico uterino. La 
dificultad para tratar esta neoplasia debido a la gran heterogeneidad histológica y cllnica 
que presenta, complica su estudio, esto motiva el estudio de las redes de regulación 
genética en mujeres que padecen esta neoplasia. Por lo que la caracterización molecular a 
gran escala del cáncer de mama (CM) contribuirá al conocimiento básico de este 
padecimiento y a la posibilidad de un mejor pronóstico y tratamiento. 
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2. Objetivo general. 

• Determinar la expresión genética de células de mama normales y tumorales. 

2.1 Objetivos particulares. 

• Obtención del RNA total a partir de tejido normal y tumoral, de mujeres mexicanas. 

.. Aislamiento de RNA poli A Y obtención cONA mediante RT -peRo 

• Estandarización de la técnica de Micro arreglos. 

• Determinar los patrones de expresión en células mamarias normales y tumorales 
mediante Micro arreglos de cONA 
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3. Métodos. 

3.1 Estmtegla metodológica. 
La figura 2 muestra la estrategia empleada en este trabajo. 

Micro arreglo 

ESTRATEGIA METODOLOGICA . 
I"Dos tumores de mama de-"" 

pacientes del CMN, S. XXI 

¿. RNA de mama no afectada. 

Muestra de tejido ./ ¡..-:--

I ¿ Verificación en gel de agarosa 
al 2%, de bandas 

Extracción de RNA total .-... correspondientes de RNA total . ...-
~ 

I 
Tratamiento de RNA total ----1 Cuantificación por 

conDNA'asa espectrofotometr/a de la 
concentración. 

I 
Obtención de RNA Poli A 

--d Aislamiento con estreptividina. 

I Marcaje con 32p a través de 
Obtención de cDNA síntesis de cONA de cadena 

I 
sencilla. 

'- ...-

Hibridación ~ Hibridación de la sonda con la 
membrana y exposición de ésta 
en una pantalla. 

Análisis e interpretación de 
resaltados J Determinación de la" 

L-_________ -'""-=------____ __. intensidad de hibridación en 

un ''phophorimaging'' y 
análisis del resultado con el 
programa Atlaslmagen 2.0. 

Figum 2. 

'- ./ 
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3.2 Origen de la muestra. 
Se analizaron dos tumores mamarios de pacientes mexicanas captados en la consulta 
externa del Hospital de Oncología del Centro Médico Nacional Siglo XXI, durante el 
primer semestre del afio 2001. Se definió la etapa por medio de exámenes histopatológicos 
de las biopsias, utilizando los criterios del Comité Americano de Cáncer [Cotrnn R S et al, 
1994). Como control se utilizó RNA poli A de glándula mamaria sin neoplasia (Clontech). 

3.3 Procedimiento de extracción de RNA total a partir de tejido Donnal o tumoraL 
Para la extracción de RNA se utilizó el paquete comercial Atlas pure Total, Clontech. Todo 
el material de cristalería fue horneado a 300° C por 4 hrs. y el material plástico empleado 
fue nuevo h1rre de RNA'asas o tratado con cloroformo. El tumor fue pesado en un tubo 
previamente enfriado. Se cortó y fraccionó en pequeftas piezas, sobre un mortero en 
presencia de nitrógeno liquido, ya que aún el descongelamiento parcial puede resultar en 
degradación del RNA. Se homogeneizó la muestra a 0-4° C en presencia de solución 
desnatura1izante (sol. comercial) utilizando un homogenizador de tejidos (pRO Scientific 
Inc), para liberar el RNA total (Ver tabla 1 para determinar el volumen apropiado de la 
solución desnaturalizante). La homogenización se rea1izó en tubos cónicos de 50 mi, libres 
de RNA'asas. El homogenizado se centrifugó a 12 krpm durante 5 minutos a 4° C, se 
incubó en hielo 10 minutos, posteriormente se agitó fuertemente utilizando vortex y se 
centrifugó nuevamente utilizando las condiciones anteriores. Al sobrenadante obtenido se 
le hicieron dos extracciones con fenol-cloroformo de acuerdo a lo siguiente. Se agregó un 
volumen de fenal saturado (ver tabla 1 para determinar el volumen apropiado del fenol) al 
tubo con el sobrenadante. El tubo se agitó con vortex lminuto y posteriormente se incubó 5 
minutos en hielo. Se agregó cloroformo (ver tabla 1 para determinar el volumen apropiado 
de cloroformo), se agitó 2 minutos con vortex, se incubó sobre hielo 5 minutos y se 
centrifugó a 12 krpm durante 10 minutos a 4° C. Se transfirió la fase superior a un nuevo 
tubo yel RNA se precipitó agregando lentamente un volumen de isopropanol (ver tabla 1 
para determinar el volumen apropiado de isopropanol) mezclando e incubando sobre hielo 
10 minutos. Se centrifugó el precipitado a 12 krpm por 15 minutos a 4° C. La pastilla 
obtenida se lavó con etanol al 80% (ver tabla 1 para determinar el volumen apropiado del 
etanol), centrifugando a 12 krpm por 5 min. a 4° C, se secó al aire y se resuspendió en 
suficiente H20 libre de RNA'asas, para asegurar una concentración de IJlg/¡U (ver tabla 2). 
Las muestras de RNA se almacenaron a-70° C, hasta su uso. 

Tabla 1. - VoIúmelles requeridos para extraeclÓII de RNA de acuerdo 
al tamaílo del tejido. 

Peso del tejido lO-lOO mg lOO-300mg 300-600mg 0.6 - 1.0 mg 
Tamaño del tubo 2 x2 mI 15 mI 50ml 50 mi 
Sol. Desnaturalizante 1.0 mi 3.0 mI 6.0 mI 10.0 mI 
F enol saturado 2.0ml 6.0 mi 12.0 mi 20.0 mI 
Cloroformo 0.6 mI 1.8 mi 3.6ml 6.0 mi 
Fenol saturado 2' 1.6 mI 4.8 mI 9.6 mI 16.0 mi 
Cloroformo 2' 0.6ml 1.8 mI 3.6ml 6.0 mI 
lsopropanol 2.0ml 6.0 mi 12.0 mi 20.0 mi 
EtOH 80% 1.0ml 3.0ml 6.0 mI 10.Oml 

Tomada del manual Atlas pure Tol1¡l, Clonteeh (2000). 
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Tabla 2. - Rendimiento de RNA total antes y despnés del tratamiento con 
DNA'I!SII. 

Tejido Monto de RNAtotal Después de 
material inicial DNA'asa 

Hfgado de rata IOOmg 600 111! 420¡¡g 
Músculo esquelético 100mg 901U! 60 IU! 
Cerebro de ratón IOOmg 125 IU! 90 JIj¡ 
Bazo de ratón 100mg 245 111! 170 111! 
Testículo de ratón 100mg 240 lllI 1701lll 
Timo de ratón 100mg 85 111! 6OJIj¡ 
Cerebelo de humano IOOmg 85¡¡g 60¡¡g 
Tumor de próstata de humano 100mg lOOIU! 70 ILI! 
Linea celular MCF-7 1 x 10 células 701L1! 501lll 
Fibroblastos de ratón 1 x 10' células 8001L1! 5601llI 
Linea celular U251 l x lO' células 95111! 6O¡¡g 

Tomada del manual Atlas pure Total, Clontech (2000). 

3.4 Tratamiento del RNA total con DNA'asa. 
El tratamiento con DNA'asa se reaIiz6 con el paquete comercial Atlas pure Total, Clontech. 
Cada muestra de RNA fue tratada con DNA'asa 1 con base a la siguiente reacción. En un 
tubo de 1.5 mi se mezclaron los siguientes reactivos. 

500 ¡.¡l 
100 ¡.¡l 
50 ¡.¡l 

350 ul 
1.0 mi 

RNA total (Irng/¡.¡l) 
Buffer DNA'asa 1 10X (sol. comercial) 
DNA'asa 1 (1 unidad! ¡.¡l) 
H& desionizada 
Volumen total 

La solución se mezcló con pipeta y se incubó a 37° C por 30 min. Se agregaron 100 ¡.¡l de 
mezcla de terminación 10X (sol. comercial). La reacción se dividió en dos tubos y se les 
realizó una extracción con fenol-cloroformo (500 ¡.¡l de fenol saturado y 300 ¡.¡l de 
cloroformo). La fuse acuosa se transfirió a nuevos tubos y se les agregó 550 ¡.¡l de 
cloroformo. La mezcla se agitó con vortex y centrifugó a 14 krpm por lO min. a 4° C. La 
capa superior se transfirió a un nuevo tubo y se precipitó con 50 ¡.¡l de acetato de sodio 2M 
y 1.5m! de etanol El tubo se incubó en hielo por 10 min. Y se centrifugó a 14 krpm por 15 
min. a 4° C. La pastilla resultante se lavó con 500 ¡.¡l etanol a! 80%. Se eliminó el 
sobrenadante y se dejó secar. Posteriormente se disolvió en H20 hbre de RNA'asas y se 
almacenó a-70° C, hasta su uso. La concentración y pureza del RNA se verificó por 
e1ectroforesis en geles de agarosa y por espectrofotometrfa, como se describe a 
continuación. Una alícuota de &NA (1-3 ¡.¡l) se sometió a electroforesis en un gel de 
agarosa a! 2% teñido con bromuro de etidio, durante 2 hrs. a 60 volts. Una vez terminada la 
electroforesis el gel se observó a través de un transiJuminador de UV (Mighty bright, 
Hoefer Scientific Ins.) y se le tomó una foto en un analizador de imágenes (Alpha Innotech 
Corporation). Para determinar la concentración de RNA se hizo un análisis 
espectrofotométrico a 260 nm (Sambrook J el al, 1989) en un espectrofotómetro (Ultrospec 
2000, Pharmacia Biotech), asumiendo que una densidad óptica equivale a 40 ¡.¡g/m!. 
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3.5 Obtención de RNA poli A. 
Para la extracción de RNA poli A se utiliz6 el paquete comercial Atlas pure Total, 
Clontech. La obtención del RNA poli A se hizo mediante el uso de biotina y perlas 
magnéticas con estreptividina como se describe a continuación. Se colocaron 15 ¡.tI de una 
solución de perlas magnéticas con estreptividina (sol. comercial) en un tubo de 0.5 rnl. El 
tubo se puso en contacto con un magneto (Macs) y con una pipeta se eliminó el 
sobrenadante. Se quitó el magneto y las perlas se resuspendieron en 150 ¡d solución de 
lavado (sol. comercial). Este procedirnkmto se repitió 2 veces más. Por otro lado se 
mezclaron en un tubo de 0.5 mi. 50 ~g de RNA total y oligo-dT biotinilado (sol. 
comercial). La mezcla se incubó a 70° C, durante 2 min. Luego se retiró y se dejó enfriar a 
temperatura ambiente durante 10 mm. A este tubo se le adicionaron 45 ,.tI de solución de 
unión (sol comercial), a ésta mezcla se le agregaron las perlas previamente preparadas y se 
agitó durante 30 min. Se retiró el sobrenadante, se enjuagaron dos veces las perlas con 50 
~ de solución de lavado IX (sol. comercial). Se retiró el sobrenadante y las perlas se 
resuspendieron finalmente en 6 ¡tI de H20 h1lre-RNA'asas. El RNA poli A se almacenó a 
-70° C, hasta su uso. 

3.6 Miero arreglos. 

3.6.1 Mareaje de sondas de eDNA. 
Para la sintesis, purificación e lnDridación de las sondas se utilizó el paquete Atlas cONA 
Expression Arrays, Clontech. A partir de RNA poli A se sintetizaron cONA's de cadena 
sencilla, incorporando marca radioactiva durante su sintesis, en base a la siguiente reacción; 
en un tubo de 0.5 rnl se mezclaron los siguientes reactivos: 

Mezcla maestra 
4 ¡tI solución de reacción 5X 
2 ).tI de mezcla de dNTP's IOx (dOTP, dCTP y dTTP) 
5 ).tI de alfa 32p (3000 Cilmmol, 10 IlCiI¡tl) dATP 
º'-DII DTT (100 rnMI. 

11.5).t1 Volumen tota!. 

Se adicionó I III de oligonucle6tidos COS (mezcla de oligonucleótidos especlficos) a las 
perlas con el RNA poli A, incubándose a 65° C durante 2 min. Se redujo la temperatura a 
50" e por 2 min. Y durante esta incubación al tubo con la mezcla maestra se le agregaron 2 
¡tI de transcriptasa reversa MML V (50 udl).tl). Terminada la incubación se adicionó la 
mezcla maestra (13.5 ¡tI) al primer tubo y éste se incubó a 50° C por 25 min. Transcurrido 
el tiempo se adicionaron 2 ~I de mezcla de terminación 10X (Sol comercial). 

3.6.2 Pu rifieaeión de las sondas. 
A la sonda se le agregó 180 ¡tI de la solución comercial NT2. La mezcla se transfirió a una 
colWDllll "nucleoSpin columns" y se centrifugó a 14 krpm por 1 minuto a temperatura 
ambiente. El sobrenadante fue recuperado en un tubo colector y se eliminó. A la columna 
se le adicionaron 400 ¡tI de solución comercial NT3, Se centrifugó a 14 krpm por I minuto. 
Se eliminó el sobrenadante, se repitió tres veces. Se transfirió la columna a un tubo de 1.5 

Norm=nd G:reill Hcmtndez 
Proyecto de e M 

o 
17 



mi Y se le adicionó 100,.11 de buffer NE permitiendo la columna se humedeciera por 2 min. 
Se centrifugó (14 krpm x 1 minuto) para elOO la sonda. 

3.6.3 Determinación de la incorporación de 31p y actividad especifica de las sondas 
mareadas. 
Después de la reacción de marcaje, la actividad especifica de la sonda se verificó por 
duplicado en un contador de centelleo (Beakman modelo LS 9000sc), adicionando 2 ,11 de 
la sonda purificada sobre papel absorbente (Wh!ltman DE81), colocado en un vial para 
contador de centelleo, se agregó S mI de If~uido de centelleo. Se determino el número total 
de cuentas por millón en un canal para 3 P (Multiplicando las cuentas por un metor de 
dilución de SO). 

3.6.4 Hibridación de las sondas de eDNA a la membrana. 
Se preparó una mezcla con 6 mI de solución ExpressHyb precalentada a 68° C y SO ¡tI de 
DNA de esperma de salmón (10¡.tg/¡t1) que previamente se desnaturalizó, manteniendo la 
mezcla a 68" C hasta su uso. En un tubo para hibridación se colocó la membrana de 609 
genes (hidratada con H20 desionizada) se le agregó la mezcla distribuyéndola sobre toda la 
membrana. Se prehibrido por 30 min. con agitación continua (7- 8 rpm) en un horno de 
luOridación ("Hybridization incubator, Lab-line). 

Se mezcló la sonda (98 ¡.tI) con S ¡.tI DNA c.t-I (lmglml) y se incubaron a 70° C por 2 min. 
La incubación continuó 10 min. más a 68° C. Esta mezcla se agregó a la solución de pre
hibridación. La hibridación se rea1iz6 durante 24 hrs. con agitación continua (7-8 rpm) a 
68° C. Una vez terminada la luOridación cuidadosamente se retiró la solución de la 
membrana y se lavó con soluciones de baja a alta astringencia a 68° C. 

Las membranas fueron colocadas en bolsas de plástico, se expusieron en cassettes con 
pantallas intensificado ras "Kodak Storage Phosphor Screen" ("Mo lecular Dynamics") a 
temperatura ambiente durante 72 hrs. Después de este tiempo la pantalla se ana1iz6 en un 
escáner óptico "phosphorimaging" (Storm 680, Molecular Dynamics Inc.) que produce 
imágenes digitales con las cuales se determinaron los niveles de expresión mediante el 
programa "AtlasImagen 2.0" (Clontech). 

3.6.5 Normalización de datos. 
Para hacer comparables los datos obtenidos de cada membrana se utilizó un coeficiente de 
normalización global del programa "AtlasImagen 2" (Clontech), donde los valores de señal 
de todos los genes son utilizados. El método se basa en la sumatoria de los valores de señal 
sobre el fondo en la membrana, como se describe a continuación: 

• 
I: (intensidad - fondo); 

Coeficiente de normalización = "'¡.I'--____ ~ 

• 
I: (intensidad - fondo)j 
r l 

Donde: i = genes sobre la membrana I 
j = genes sobre la membrana 2 
n = número de genes sobre la membrana 
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Con este método se determinan los niveles de transcripción y podeIllDs construir "perfiles 
de expresión genética" con lo que se caracteriza el funcionamiento dinámico de cada gen en 
el genoma [BI'8ZIIID A el al, 2000]. 

3.6.6 Anállsls de la matriz de expresión. 
La nonnalización de datos nos generó una matriz de expresión que se analizó mediante las 
dos siguientes estrategias: 

l. - Comparando los perfiles de expresión de los genes por comparación de filas en la 
matriz de expresión. 
2. - Comparando los perfiles de expresión de las muestras por comparación de las colwnnas 
en la matriz 
Ambos métodos se combinaron para determinar similitudes o diferencias en los genes 
analizados [Bl'8Zllla A el al, 2000]. 

3.6.7 Transformación de los datos para Sil interpretación gráfica. 
Los resultados de muchos experimentos de Micro Arreglos son radios (razón de la división 
del valor de intensidad de experimental sobre el control). En nuestro caso la medida del 
radio se procesó en forma de logaritmo y se consideró que valores mayores o menores de 2 
decenas en escala logarítmica, respecto al control, tienen cambios en la expresión [Eisen M 
B,I999]. 

3.6.8 Análisis por agrupamiento jerárquico de la matriz. 
Un sistema de análisis por agrupamiento para información de expresión genómica de 
hibridación de Micro Arreglos de cDNA se describe como algoritmos estadfsticos típicos, 
para arreglar los genes de acuerdo a la similitud en los patrones de expresión [Eisen M B el al, 
1998]. 

La finalidad de los métodos de análisis por agrupamiento es encontrar la solución posible 
más significativa, apoyándose de diferentes algoritmos. Existen varias categorlas: 
Agrupamiento jerárquico; Unión completa (Agrupamiento por árbol); Unión por dos vias 
(Agrupamiento por bloque); Mapas de auto organización; Escalada multidimensional y 
Agrupamiento por la media-K (este se usa para estudios complejos de tejidos de 
mamíferos). El propósito del primero de estos algoritmos es utilizar medidas para unir 
objetos por su similitud ó distancia, basado en una o múhiples dimensiones, que nos 
indican la distancia geométrica entre los objetos (medida de similitud). La mas utilizada es 
la distancia Euclidiana. 

Para nuestro agrupamiento se utilizó Agrupamiento jerárquico, en donde se usaron objetos 
vecin05 a lo largo de los grupos [StatSoft, 2001]. 

Después de elegida la medida de similitud, el patrón de expresión se género mediante un 
análisis no supervisado, que permite comprender cuales son los mecanismos implicados en 
cada tumor [Brazma A el al, 2000]. 

19 



4.1 Carncter.sticas de loo tümo!'e!l. 
Se amilizaron dos tumores m!11l'lllrios vírgenes f¡ tratamiento, uno etapa M (A) carcinoIi!l!l 
dúctil infiltrante en compleja radial, de um mujer de 48 afios, con un peso de 484 mg Y otro 
etapa m (B) carcinoIi!l!llobulillllI infiltrante con patrón al centro Y sólido, de una mujer de 
42 afias con un peso 223 mg. El RNA poli A de glándula rnmtIlI.ria se obtuvo de una mujer 
~ucás!ca sin neoplasi<1 m=m'Í!l (Clontech). 

'u. Obtem:ión de RNA eom!. 
Se obtuvo una concentración suficiente de RNA total, del tumor A. a partir de 484 mg de 
tejido se extrajeron aproxim!l.damente 460 !-lg de RNA total según cuantifi=ión descrita en 
métodos y del tumor B, a partir de 223 mg de tejido se extrajeron aproxiImldamente 550 
!lg de RNA total según cuantifi=ión descrita en métoclos, sin degradación si.gniñ~tiva en 
mnoos tumores (Fig. 3 Y tabla 3). Se tomó el volumen suficiente para tener al menos 1 ",g 
de RNA poli A (considenmdo que se tiene l!I1Il eficiencia de obt=ión de 1-5 V.s de RNA 
poli A por cada 100 /lg de RNA total) (Duru¡mt D J el al, 1m]. 

4.3 Obtención elle la sonda a partir de RNA poli A de tumores mamarlos. 
El RNA fue copiado a cDNA medi.ante oligonucle6tidos especifico s, partimclo de 
aproxi!J!1!damente 1 I/-g de RNA poli A (RNA's mensajeros) y Jm!!Cado con dATP a 32p. Se 
obtuvieron actividades especificas !J!1!yores de 1.2 x 106 cpm, para cada muestra. Se 
lúbridaron durante 24 hrs. a la membra.n!!, después de transcurrido este tiempo se 
expusieron en l!I1Il pantalla ''phosphor screen" para obtener UIl& imagen digital en un 
escáner óptico (Tabla 3). 

?, ., -~', ,h 

(u\..~J.iJi. .1-: ~ ii 

... ,-. -. -- -
~ ... 

• • • .... 

• 

Figuro 3. - RNA total. El RNA total se aisló como se descrioo 
en métodos. Una Illfcuota de CIlda muestra se sometió a 
electrofOTeSis ¡¡n ll",les de 1lgIlI'0SIl al 2% tclIidro oon bromuro de 
etidio. Los ct1i'i1es 2 y i) ml!$r&n el RNA tota\ (oonomtrnciÓll 
0.92 fI&'¡.!l) del tum01 etnpa n (A); En el alITil 6 se observa el 
RNA total (oonomtreciÓll 1.I fI&'¡.!l) del twnOl' etnpa m (B). Se 
indicrut las bsndss de los difurentes RNA's n'bosom!lles. 
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. ¡¡ . -T b!n3 e nmm . CIlSC ··03 lirunmres n rIstI d I 03 y. ·e ccntnl, pOi naliznd d 1 1 !i A. 

Peso I ]RNA RNA poli Actividad Tiempo de Exposición 
Muestra Etapa 

(mg) total (1lW A (JJg) especifica hibridación a "phosphor 
111) aprox, (cpm) la membrana screen" 

3431-00 (A) lI-A 4114 0.92 I 1.25 xl<f 24hrs 90 hrs. 

337 (B) ID 223 1.1 1 1.57 xlO· 24hrs 120 brs. 

Control (C) Normal - 2.2 1 12.7 XIO· 24 hrs 90 hrs. 
. . 

Se clasIfico a los tumores uttltzando los cnterios dal Comité Amencano de Cáncer lCotran R S el al, 1994] . 
El RNA totnl obtenido se resuspendió en SOO ¡t\. Se calculo la actividad ~Ifica de la sonda obtenida 11 
partir del RNA poli A (RNA's mensajeros) en un contador de centelleo obteniendo cpm (cuentas por minuto); 
se hibridó ésta ala membrana y se expuso en una pantalla "¡tbosphor screen" 4 a S dfas 

4.4 Obtenelón y análisis de los patrones de expresión. 
En las Figures 4, 5 Y 6 se muestran las imágenes de cada membrana capturadas con un 
escáner óptico para fósforo "phosphorimagen" y a11Jllizadas con el programa "Atlaslmagen 
2", como se comenta en métodos. Cada par de tmmchas en la membrana representa un gen 
conocido. Mediante el programa "Atlaslmagen 2" a cada patrón de expresión se les calculó 
un valor de intensidad y se aplicó una normalización de los datos en donde se consideró la 
intensidad, el radio, el fondo en la membrana Y el número de genes que se expresan. 
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l.1'\gIIm 4. - ImngCIJ de "Micro Array". Se muestran los genes que 
se están expxesmtdo en glándula mamaria humana no afectada. Los 
patrones de expresión de obtuvieron a partir del RNA poli A. C&da 
mancha es prClp01CÍonal al monto de cDNA marcaOO con fósforo 32 
que hibridó par duplicadn con una =encía homóloga. 
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Figura s. . Imagen de "Micro Amly". Se mlreSlr!m los genes 
que 52 están expresD.I1do en el tumor etapa II (3431-00). Los 
patrones de expresión 52 obtuvieron a partir de RNA poli A. 
Cada mancha es proporcional al monto de cONA marcado con 
fósforo 32 que hibrldó por duplicado con \IlUl secuencia 
homóloga. 
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Figum 6. • Imagen de MIcro Amly. Se muestra los genes que 
se están expresando en el tumor etapa III (337). Los patrones de 
expresión se obtuvieron a partir de RNA poli A. Cada m!lllcha es 
proporcional al monto de cONA marcado con fósforo 32 que 
hibrldó por duplicado con una secwmcia lwmóloga. 

4.5 Comparneión de 1811 patrones de expresión entre la mllestro control y los tumoRS. 
Se compararon los patrones de expresión entre el control y cada uno de los tumores 
lI!lIIlIBrlos estudi!tdos (3431-00 [A] Y 337 [B]) (ver Pill. 7,8,9; Tablas 4 y S) que generó \lIlll 
tabla de Imltrices de expresión genética (ejEm1plificada en tabla 4) Y nos ayudó a entender la 
regulación genétit:a, rutas metabólicas, mecanismos genéticos de enfermedad, y el 
comportamiento individual de cada muestra analizad" 
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Para el ~ de la rnmiz ~ <ietermiml.ron los radios de cada patrón de expresión en la 
m.embzana, éstos se transformaron a Logaritmo b3se dos. La matriz se corrió medW!.te el 
progrlUllB Cluster y Tree View (software's de Michael Einsen), bajo la condición de E.lIálisis 
completo con dos unidades de diferencia, es decir que el rango que está comprendido entre 
-0.32 Y 0.26 en eS-I:lIla de 10g2 se consideró sin cambio en la expresión genética respecto al 
control (dos uniclac!es lnu:ia abajo o arriba). Se obtuvo un dendogn¡ma y una imagen donde 
~ agrupan los g=s ql!.1) ~ expresm en los tumnres y el control (Figuro 10). 

patrones entre 
In glándnln mamaria sin neoplasia y el tumor etnpa U. Las 
mllllchas de color rojo indiCllll sobre expresión y las azules baja 
expresión en el tumor. Las verdes indiCllll qUll no hay diferencia 
y 1m mt:llches negrns indiCllll que no se expresn el gen en 
ninflllIlll de las dos mUllStras. 
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8. - patrones entre 
la glándula mamaria sin neoplasia y el tmnor etapa m Las 
mnnchos ere collll" rojo indican sobre expresión y "'s ozuJllS baja 
expresión en el tumlll". Las v.srdes indican que no hay difurencia 
y los mnnchas negres indiCllll que no se ex¡rns!l el ~ en 
ninguna ere les dos muzstrt::s. 

'Fabla 4. ElIlIres!ón llIobal de 103 '!In Ilones lloollzad ... en ambas tumores resllCCto al =tro9. 

Función relacionada Número Sobre Baja Sin Contrruios No 
ere expre- expre- dife- en su expresa-

I genes. sión. sión. rencm. respuesta. dos. 
Reguladmes de ciclo celular, reguladlll"es de 98 3 31 8 49 7 
crecimiento. 
Apoptosis, oncogenes, supresores de tumor. 98 4 14 6 71 3 
Respuesta de daIIo celulnr, reparación y 98 13 19 I 64 1 
recombinación, receptores para el desarrollo y 
crecimiento celular. 
Adhesión celular, mctilidad y angiogénesis. 98 3 24 3 67 I 
Reguladmes ere invasión, interacción célula- 98 7 27 2 58 4 
célula. 
Factores de crecimiento. 98 19 16 O 62 1 
Genes de la eoonomia doméstica. 9 2 5 O 2 O 
Controles negativos. 12 O O O O 12 

Tetal 597/639 51 136 20 373 29 
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Tabla 5. Matriz de I!enes selecci6ondos. 
Conl.l IGen C A I B I Dlf. (C vo. A) I Dif. (C vo. B) 

Genes sobre expresados 
Ale Concordante Serin-treonin-cinasa 

(pITIO) 207 726 241 519 34 
B61 Proteina Mdm2. 21 32 120 11 99 
C2g MetiItransferasa de DNA, 6-

O-metiIguanidina (MGMT). 37 161 181 124 144 
D2e Colágena alfa tipo XVIII. 184 274 241 90 57 
G2l Proteína nllosomal S9 de la 

subunidad 40S 4314 10754 5309 6440 995 
F5d Interleucina 12 (IL-12) 35 48 60 13 25 
E5m Contrnrio Caderina 13T 8 48 60 40 52 

Genes ba· O expresados 
B3d Concordante 4 (CASP4) 289 O 181 -289 -108 
E3f e-mye 2160 549 1448 -1611 -712 
ASe Contrario Antígeno de proliferación 

celular (PeNA). 394 113 241 -281 -153 
C51 HER2 87 32 60 -55 -27 
D7d Precursor B del factor de 

erectnuento endotelial 
vascular (VEGF-B) 150 48 120 -102 -30 

Fle Factor de erecmuento 
endotelial vascular de unión 
a heparina (VEGF) 725 161 543 -564 -182 

G5 Ubiquitina 12107 10625 10015 -1482 -2092 .. 
LIsta de genes elegidos por su funelOn para ejemplificar la matnz generada por el programa AtIaslmagen 2.0 . 
Se muestra el valor de intensidad nonnaJizado y las diferencias de expresión entre los tumores (A, B) Y el 
control (células mamarias no neoplásicas) (C). También se bace la notación respecto sí concuerdan 
(concordante) o no (contrario) con lo reportado en la bibliografia. Cord = coordenada del gen en el micro 
arreglo. 

En la tabla 5 se aprecia una relación de genes elegidos por su función sobre la base de las 
membranas empleadas en este trabajo, tomándose dos de cada grupo, uno sobre expresado 
y otro bajo expresado y comparando si esta expresión coincide con lo reportado con la 
bibliografía. De los genes sobre expresados solamente la caderina 13 T está en desacuerdo 
con lo que se ha reportado. Con lo que respecta a los bajo expresados solo están de acuerdo 
la caspasa 4 y c-myc. 

De los 597 genes analizados en ambos tumores, 29 genes (2.85%) no se expresaron, 20 
genes (3.35%) no presentaron diferencia en su expresión, 51 genes (8.54%) estuvieron 
sobre expresados, 136 genes (22.78%) baja expresión y 373 genes (62.48%) mostraron 
expresiones contrarias entre ambos tumores (Figura 9). De los genes del tumor etapa Il, 103 
genes (17%) no se expresaron, 239 genes (40%) estuvieron bajo expresados, 49 genes (8%) 
no presentan diferencia en su expresión y 206 genes (35%) sobre expresados. De los genes 
del tumor etapa III, 157 genes (26%) no se expresaron, 95 genes (16%) estuvieron bajo 
expresados, 93 genes (16%) no presentan diferencia en su expresión y 252 genes (42%) 
sobre expresados. 
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Expresión genética en ambos de tumoren 
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% de genes 

Figuro 9. - Rejlmentru:ión grMica del pIIlWntnje de los 
tolnles de I!i mbla 4. Se muestra los gru¡ms de genes respecto a 
su expresión, donde ape.reoe la CIIIltidad de genes en la misma 
c:cndición en 1lIIl00s tumores. 

J 

En la figura lOse muestran los patrones de expresión a nivel gen:;ral de los tumores y el 
control. Debido a que el programa cluster agrupa los patrones de expresión de los diversos 
genes lI!lJ!!!izados por similitud o diferencia, se puede sugerir la hipótesis de que patrones de 
expresión localizados en las mismas ramas del dendograma están co-regulados y 
posiblemente relacionados funcionalmente. Como se puede observar los patrones de 
hibridación del tumor etapa II conservan grupos más c1sros y un patrón de expresión 
similar al control, lo cual no se observa en el tumor etapa m. 

De acuerdo al análisis del dendograma las principales diferencias en los patrones de 
expresión entre el control y los tumores corresponden al área de los genes regu!lldores de 
ciclo celular y reguladores de crecimiento. A partir de este análisis se desprendió 10 que 
hemos dado por llamar el "Top 20" de los genes con sobre expresión y baja expresión en 
ambos tumores con respecto al control. En las tablas 6 Y 7 se observan los "T op 20 genes" 
sobre expresados y bajo expresados para las muestras analizadas. En el caso de los genes 
sobre expresados el 65% de ellos perteneció a metores de crecimiento y citosinas (grupo F), 
el 10% correspondió a genes relacionados con adhesión celular y angiogénesis (grupo D), 
el resto genes de los grupos A, B C, E y G que tuvieron el mismo porcentaje del 5%. Con lo 
que respecta a los genes bajo expresados el 25% perteneció a genes reguladores de invasión 
e interacción célula-célula (grupo E), el 20"10 a genes relacionados con apoptosis, 
oncogenes y genes supresores. Un tercer grupo con un porcentaje del 15% corresporuUó a 
genes de los grupos A, C y D. Por úhimo los grupos F y G que tuvieron un 5%. 

La infurmación generada en esta investigación se ha ido confirmando en trabajos 
subsecuentes al termino de este reporte, por lo cual no aparecerán, pero se ha corroborado 
la clara división de los tejidos pertenecientes alas etapas n y m que se observa en la figura 
10, además se han encontrado casos que histológicamente se comportan dentro de un 
grupo, pero que en un ámbito molecular se integran en otro distinto, los cual es alentador 
para desarro11&' una taxonom!!l molecular para una mejor clasifi=ión de los tumores. 
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FIgIIrn 10. - Dl!ndogromo e imagen ( .. clnste ..... ) de! agrupamiento jerorqmeo de los P'ltrones de 
expro>!6n de loo 2 tuInOro:! mrunal'ia!l y el oonmJ. Se muestran los patrones de expresi6n de los tumores y 
el control, obtenidos mediante un análisis de ll3"IIPI1ItIiento completo como ~ dllSCribe en métodos. En el 
dendogrnma cada rama corresponde a genes con patrones de expresi6n similares. En la imagen el área de 
color verde corresporule a los patrones de expresión en el control, que ~ consideran como normales. En el 
caso de los tumores el área de color verde corresponde a los patronea de expresión que son similares al 
control. El área de oolor amarillo corresponde a genes que no se expresan, tanto en el control como en los 
tumores. El área de oolor negro corresponde a genes con baja expresión en los twnores respmo al control. El 
área de oolor rojo corresponde a genes sobre expressdos en los tumores respmo al control. 
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Tabla 6. Genes con sobre expresión ("'roo 20" sobro emresados). 
Sobre expresIón 

Cord. Gen 
Radio 

':: ~~ N~ r:~ Log{2; ~~ NB 

F2k "actor ele croc!mIento ele _lastas Uoo 3 IFGf31. 1 4.25 8 O 2.09 3 
F7d cooo. 1 4.25 8 O 2.09 3 
F1a ,na (AR). 1 4.84 28.38 O 2.21 4.72 
F5e nterIeuc!na 13. 1 4.84 28.38 O 2.21 4.72 
F5k nterfenln aama. 1 4.84 28.38 O 2.21 4.72 
C2g ferasa ele DNA. 6-O<netilguanidina 1 4.8 5.37 O 2.26 2.42 
D4e beta 1 IITGBll. 1 5 19.2 O 2.32 4.28 
A2c ClcIlnaG2. 1 5 36.6 O 2.32 5.27 
E1h ina 3 (MM?11). 1 5.59 2.61 O 2.46 1.36 
F6n factor dEl cIesatro!lo aaclllde!llodEI 1 6.22 3.57 O 2.84 1.64 
F7m na IP-l0 IMlGI. 1 7 17.55 O 2.81 4.13 
F7c L1Rsndo ca 27. 1 7.29 13.71 O 2.87 3.78 
F7I dEllnterferón _ (IFNGR). 1 7.36 13.79 O 2.88 3.79 
B2k Prctefna Inhibidora dEl aoootosls 2. 1 6.33 32 O 3.06 5 
E1g lsina 2 (MMP101. 1 8.5 32.17 O 3.09 5.01 
F5j nterferóf>.beta (INFB). 1 8.56 10.67 O 3.1 3.42 
F7j beta do interfE!!ÓlHllfS IFlNBRI. 1 10.2 19.2 O 3.35 4.26 
G7 Fas_U . 'auanidln transferaa<I (HPRn 1 10.2 19.2 O 3.35 4.28 
F7n Ma10cIna inducida dEllnterferón _ (gamma IP10). 1 10.89 10.16 O 3.44 3.34 
F6i Faáor DreCUI'SOl' da células -.tem·. IMGF\ 1 25 96 O 4.84 6.58 

LIsta de genes que OSCIlan en los pnnClpales rangos de sobre expresIón. Se muestra el valor del radIO 
generado por las diferencias de los tumores respecto al control. También se muestra el valor transformado con 
lag base 2 que se utilizó para visualizar mediante el programa Tree View los grupos. NB = Mama normal; A 
= Tumor etapa U; B = Tumor etapa m. COTd. = coordenada del gen en el micro arreglo. 
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Tabla 7. Genes con baja expresión ("Top 10" bajo expresados). 

Bala expreslón 

Core!. Gen 
RadIo 

~ ~ I.og(~ I.og~~ Normal 1.og(2 
(NBl NB _Ió~ Radio 

A3f nhIbIdor de clcllnas (KIp2I. 1 0.02 0.55 O -5.64 -0.86 
87b 048. 1 0.02 0.63 O -5.64 -0.67 
F31 de plelatroflna íPTNl. 1 0.02 0.62 O -5.64 -0.29 
86a c-fos. 1 0.02 0.94 O -5.64 -0.09 
Dan ~de '. BI_S/ITGl\Bl. 1 0.03 0.52 O -5.06 -0.94 

G12 
03-fosfalo Deshldrogenasa de hlgadO 

1 0.03 0.73 O -5.06 -0.45 GAPDI:!h 

81e 
Pnltelna de inducción de diferern:iaciOn ce!uIsr en 

• mie!oIcIe MeL-1. 1 0.03 0.79 O -5.06 -0.34 
E4c Prc!eIo8 RhoS. 1 0.04 0.75 O -4.64 -0.42 
E3I GTPesa pequella (rhoCl. 1 0.05 0.56 O -4.32 -0.64 
D2i de laminina (LAMR11. 1 0.05 0.76 O -4.32 -0.4 

C2e 
=08 induclble por daIIo celular y arresto de a ecili oIe.'1to 

0153. 1 0.06 0.71 O -4.06 -0.49 
E6j uinal (OPIl. 1 0.07 0.54 O -3.64 -0.89 
C3j Jaru¡ed" 1 (HJ1). 1 0.07 0.57 O -3.64 -0.81 
oSa PaxUlna 1 0.08 0.71 O -3.64 -0.49 
E2a nasa 19. 1 0.08 0.73 O -3.64 -0.45 
87g Precursor del receptor de la Drote!na tirosina cinesa ISKYI. 1 0.09 0.69 O -3.47 -0.54 
C2d Protelna de """"ación por excisión (ERCCSI. 1 0.09 0.73 O -3.47 -0.45 
A1n r.inasa 2 ti¡lo COC ~l.K21 1 0.1 0.37 O -3.32 -1.43 
A2h Práe!na cinasa re!ecionada a C0C2 (PISSLREI 1 0.1 0.66 O -3.32 -0.6 
E6i PreculSOl' de (l!lX2 cadsrina 43 (PCQH43). 1 0.1 0.75 O -3.32 -0.42 

Lista de genes que ose.lan en los prtDetpales rangos de baja expresIón, que muestra el valor del rad.o 
generado por las diferencias de los tumores respecto al control. También se muestra el valor transformado con 
log base 2 que se utilizó para visualizar mediante el programa Tree View los grupos. NB = Mama normal; A 
= Tumor etapa 11; B = Tumor etapa m. Cord. = coordenada del gen en el micro arreglo . 

. '- .. ~--
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5. Discusión. 

La clasificación de tumores es un proceso dificil, basado sobre una mezcla compleja de 
criterios de determinación empíricos. (Valoración morfológica, extensión de la 
diseminación de la enfermedad Y un pufiado de pronósticos estadlsti1:os). La incapacidad de 
clasificar los tumores en grupos clínicos y biológicos relativamente homogéneos, 
obstaculiza el diagnóstico y la búsqueda de terapias efectivas. La amplia diversidad de 
tumores, aún los que derivan del mismo tejido, presenta un reto para un temprano y 
acertado diagnóstico [Perca e M el al, 2000]. 

SI todos los tumores de un diagnóstico patológico dado fueran tratados con una nueva 
droga y solo el 10% de éstos mostraran remisión, entonces la droga seria abandonada. Sin 
embargo, si una prueba diagnóstica indica que ese 10% que respondió al tratamiento, 
corresponde a un subtipo particular, entonces estarfa claro que este fiírmaco trabaja 
efectivamente sobre ese subtipo. Este ejemplo corresponde a la historia de Herceptina 
(anticuerpo contra la oncoproteína de HER2Ineu) [1111Xlbs T W el al, 1999 en Perca e M el al, 
2000]. 

En este trabajo se determinaron los perfiles de expresión de dos tumores. Se encontraron 
diferencias en el comportamiento de diversos genes analizados en ambos tumores con 
respecto al contro~ un 2.85% (29 genes) no se están expresando, un 3.35% (20 genes) no 
presentan diferencia en su expresión, un 8.54% (51 genes) están sobre expresados, 22.78% 
(136 genes) están ~o expresados. Del total de los genes anali7J!dos en ambos tumores un 
62.48% (373 genes) mostraron expresión contraria, lo que indica que hay divergencias en el 
comportamiento a nivel transcripcio~ posiblemente por el desarrollo del proceso 
neoplásico. 

Para el análisis y visualización de los patrones de expresión, los valores cuantitativos se 
mostraron ordenados y clasificados en un "cluster", en donde están representados por una 
escala de color. Por otro lado, se crearon denrlrogramas en los que se observó la relación 
entre tumores o genes. El producto final es una representación compleja de la expresión 
genética, que preserva la información cuantitativa y fucilita la interpretación de ésta, lo que 
permite comprender el entorno biológico del desarrollo neoplásico. 

Sí encontramos que dos filas son similares, podemos suponer que los respectivos genes 
están co-regulados y posiblemente relacionados funcionalmente [Brazma A el al, 2000]. Esto 
permite conocer el estado del proceso celular, la co-expresión de genes y/o nuevos genes 
que den pistas de ganancia o pérdida de función entre los tumores y el tejido no neoplásico 
[Eisen M B el al, 1998]. 

Existe una influencia del tipo celular sobre los perfiles de expresión, aunque cada célula 
posee una "firma genética" que caracteriza a éstos. POSiblemente la heterogeneidad celular 
de tumores sólidos (en donde diferentes partes de un tumor pueden mostrar diferentes 
perfiles) o la inestabilidad del RNA al tiempo que es colectado y almacenado podría 
ocasionar la no-reproducibilidad en los perfiles ente ensayo y ensayo. Se ha demostrado 
que variaciones en el manejo antes del congelamiento de la muestra tienen un mínimo 

. efecto en el perfil global y que muestras repetidas del mismo tumor dan perfiles similares. 
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Ninguno de estos presenta por lo tanto dificultades insuperables, es decir, esto no 
compromete el análisis, en cambio pennite la valoración de la contn"bución relativa de los 
diferentes tipos celulares para un perfil global. 

Para verificar la aplicación de los Micro arreglos en cuanto a la distinción de los diversos 
patrones de expresión, la durabilidad de la identidad celular (por ejemplo antes y después 
de tratamiento) y ver si con ellos se puede generar una plantilla base, se han llevado a cabo 
diversos estudios. En el NationaI Cancer Institute (NCI) utilizaron 60 líneas celulares para 
evaluar sus patrones de expresión y la relación entre ellas, hallando que los patrones 
primarios reflejan su origen de tipo celular, con lo que demuestran la durabilidad de la 
identidad celular. [Perou e M el al, 2000]. Una investigación comparativa entre leucemia 
Iinfoblástica aguda y leucemia mieloide aguda mostró una clara distinción entre las dos 
neoplasias, introduciendo un algoritmo denominado predictór de clase, que permite 
distinguir en un conjunto de genes los patrones de expresión entre la mayorfa de casos. 
[Golub, el al, 2000 en Perou e M el al, 2000]. Un estudio sistemático de grandes !infomas difusos 
de células B (DLBCLs), el tipo más común de !infoma de "non-Hodgkin's" sugiere que 
este tumor puede dividirse en dos subtipos biológicamente interpretables, uno con 
consecuencias clínicas menos virulentas y otro con un alto riesgo de progresión. Esto 
resalta que el perfil de expresión discrimina tumores patológicamente indistinguIbles [perou 
e M el al, 2000]. En una investigación desarrollada en 17 cultivos de líneas celulares y 65 
muestras de tejido de mama en 1753 genes, se encontró que sus resultados pueden ser 
utilizados como plantilla para el reconocimiento de características en los patrones de 
expresión de tumores. Esto valida la idea de que las células neoplásicas humanas muestran 
expresión genética que pennitirá la distinción de subtipos celulares potenciales [Ross, el al, 
2000 en Perou e M el al, 2000]. 

Los tumores sólidos, como el de cáncer de mama presentan un mayor reto para el perfilado 
molecular debido a que contienen una variedad de tipos celulares que incluyen: células de 
carcinoma; células adherentes; células linfáticas y/o células de endotelio. Recientemente 
Perou el al exploraron el patrón de expresión de 40 tumores de mama, utilizando como 
patrón de referencia la expresión de líneas celulares especificas, para identificar grupos de 
genes co-expresados. Identificaron al menos ocho tipos diferentes de células encontradas 
variablemente en los tumores analizados, lo que permitió clasificarlos en diversos 
subgrupos: células derivadas de epitelio basal; células derivadas de epitelio ductal 
estrógeno positivas; células que sobre-expresan ERBB2IHER y células semejantes a tejido 
normal Estos tumores fueron evaluados antes y después de quimioterapia y la clasificación 
previa, probó ser de gran valor, ya que los patrones de expresión permitieron reconocer 
individualmente a cada tumor y definir sí la terapia asocia estos datos con la efectividad del 
tratamiento. 

Hay dos conjuntos de genes con consistentes patrones de co-variación prominentes en los 
estudios NCI6O, DLBCL y los 40 tumores, referidos como el grupo interferón-regulado y el 
grupo de proliferación. Estos grupos de genes definen uno de los patrones de expresión más 
fií.cilmente identificables. Sin embargo no esta claro que significan. Por lo que es necesario 
estudios de patrones de expresión que permitan definir sí los subgrupos son constan:es y 
cual es su papel en el desarrollo neoplásico. 
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Los estudios de medición basados en Micro arreglos distan de dar estimados de cuentas de 
RNAm por célula en una muestra. En el caso de buscar el comportamiento especifico de un 
gen, las mezclas variables de tumor y tejido normal pueden confundir los análisis cuando 
una cuantificación especifica es necesaria. En estos casos, otros métodos de medición de la 
expresión genética como I!ll1plificación en cadeI'.1\ de la polimerasa acoplada !I la slntesi.s de 
cDNA cuantitativa, por ejemplo "RT-PCR MIMICS" [Siebert P D el al, 1993] pueden ser 
necesarios p!!l"Il definir acertadamente el nÚ!n1lro de transcritos de los genes de interés. Con 
lo que los resultados también sirven para validar los datos obtenidos mediante las 
comparaciones de los Micro Arreglos [perou e M el al, 2000; Brozma A el al, 2000]. 

Los micro arreglos nos pennitieron valorar los cambios asociados con el desarrollo 
neoplásico. En el caso de las muestras que se analizaron y en base a los reportes en la 
bibliografIa los principales genes con sobre expresión forman parte de los procesos de 
proliferación neoplásica (FGF-3, CD30, MMP-ll, MGF, IFNG), necrosis (gamma IPIO), 
inIu"bición de apoptosis (CD30, CD27, APIl), genes mitogénicos (CD30, AR), 
diferenciación (CD30, CD27, MGF), asociados a los sistemas de reparación del DNA 
(MGMT), procesos de adhesión (lTGBI, MIG), sefíalización (lTGBI, IFNAR2), 
progresión del ciclo celular (CCNG2, MGF), destrucción de matriz extracelular con 
subsecuente invasión de células de carcinoma (MMP-II, MMP-IO), angiogénesis (MIG) e 
inIu"bición de prolifi:ración celular (lFNG, IFNGR, IFNBI). Ocho de estos genes (FGF-3 
CD30, AREG, MMP-ll, CD27, lFNG, IFNGR, IFNBI) ya se han descrito asociados a 
diferentes tipos de neoplasias. 

Con lo que respecta a los genes con baja expresión, éstos fonnan parte de los procesos de 
inhibición de proliferación celular (KIP2), ciclo celular (KIP2, RhoC, PISSLRE, p48, 
PTN), diferenciación (KIP2, HJI), migración celular (PTN), inhibición de crecimiento (c
FOS), apoptosis (c-FOS, MCLI), metástasis (c-FOS, LAMRI), adhesión (ITGA6, Rh08, 
RhoC, PTN, SKY, PCDH43, PCDH43), transcripción (p48, Rho8, RhoC, CLK2), síntesis 
de DNA (RhoC), sistemas de reparación del DNA (GADDl53, ERCC5), destrucción de 
matriz extracelular con subsecuente invasión de células de carcinoma (MMP-I9). Tres de 
estos genes (KIP2, c-FOS, LAMRI) ya se han descrito asociados a diferentes tipos de 
neoplasias. 

Como se comentó anteriormente estos genes pueden estar asociados al proceso neoplásico, 
sin embargo cabe la posibilidad de que no pudieran estar directamente relacionados con el 
desarrollo de este proceso, ya que hay que tomar en cuenta que el estado de la transcripción 
de estos genes pudiera depender de la actividad celular que domine en el tejido en el 
momento en que se obtuvo el RNA. Para solucionar esta posible controversia es necesario 
analizar un mayor número de muestras tanto de tejido normal como de tejido neoplásico. 

Se han identificado geneslproteinas con valor pronóstico y/o biológico, estos 
biomarcadores han sido cuidadosamente identificados y validados con diferentes 
tecnologías. Los Micro arreglos deberán proveer un buen número de nuevos 
biomarcadores que puedan ser utilizados para identificar asociaciones con parámetros 
clínicos en una manera relativamente rápida e imparcial. Ade.nás, los micro arreglos 
permitirán en un futuro correlacionar directamente cada uno de los factores de pronóstico a 
otros factores y tratar de determinar si estos actúan solos o en concierto. Hallar las 
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combinaciones apropiadas de algoritmos analfticos, considerando esquemas de selección de 
genes y métodos de verificación estadística para definir la taxonomía de los tumores es un 
área de intensa investigación que debe ser una prioridad para clasificar y caracterizar los 
tumores. 

En los próximos afios se podrán distinguir muchos subtipos de tumores que no hablan sido 
previamente identificados. Pudiera haber razones técnicas, asuntos económicos o de 
patentes, que inhiban el uso de los micro lU'reglos para diagnóstico. Estudios clfnicos de 
cada tumor serán requeridos para establecer la especificidad Y el valor agregado de los 
micro arreglos. No serán necesarios cientos de genes para discrinñnar subtipos de tumor 
clfnicamente relevantes. El reto de identificar nuevos subtipos es el de cómo tratar cada uno 
de esos subtipos. El predecir hábilmente el curso clínico de los tumores, no tiene un 
adelanto inmediato en el tratamiento. Los subtipos de progresión de bajo riesgo permitirán 
beneficio inmediato a estos pacientes. 

Aunque el RNAm no es el úhimo producto de un gen, la transcripción es el primer paso 
para el desarrollo, la función y la adaptación de un organismo y la información a nivel de 
transcripción es necesaria para entender la red de regulación genética. Estudios de 
correlación a nivel de RNAm's'y proteínas ya están en camino. La habilidad de monitorear 
esta expresión está dada por los estudios de Micro arreglos, as! se podrán construir "perfiles 
de expresión genética", con lo cual se caracterizará el funcionamiento dinámico de cada 
gen o grupo de genes en el genoma. La caracterización de los patrones de expresión de 
genes de tumor sin duda contn'buirá al desarrollo de un sistema de clasificación mas preciso 
y exacto. Una nueva taxonomia molecular del cáncer con muchos subtipos de tumores 
reconocidos molecularmente será un recurso rico en retos para los investigadores y 
proveerá muchas oportunidades para mejorar el manejo clfnico del cáncer. 
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6. Anexo de Abreviaturas. 

APIl 
AR 
BAX 
BCL-2 
BRCA! 
BRCA2 
cAPIl 
CASP4 
CCNG2 
CD27 
CD30 
c-Fos 
Cilmmol 
CLK2 
CM 
c-myc 
cpm 
dATP a32p 
dATP 
dCTP 
dGTP 
DLBCLs 
DNACot-! 
DNA 
dNTP's 
DPI 
DTT 
dTTP 
ERBB2fHER 
ERCC5 
EtOH 
FGF3 
GADDl53 
gammaIPIO 
GAPDH 
oC 
"HRT" 
HPRT 
IFNAR2 
IFNBl 
IFNBR 
IFNG 
rThGR 
IL-12 
INfB 

gen que codifica protefna inhibidora de apoptosis 
gen que codifica a.mfiregulina 
gen que codifica protelna BAX reguladora de apoptosis 
Protelna anti-apoptosis 
gen de susceptibilidad a cáncer de mama tipo ! 
gen de susceptibilidad a cáncer de mama tipo 2 
son genes blanco de la actividad transcripcional NF-kappaB 
gen que codifica caspasa 4 
gen que codifica ciclina G2 
gen que codifica ligando CD 27 
gen que codifica ligando CD30 
gen que codifica al proto-oncogen fos 
Curies/milimoles 
gen que codifica proteína cinasa 2 tipo CDC 
cáncer de mama 
gen que codifica oncogen c-myc 
cuentas por minuto 

desoxiadenina trifosfiúo marcado con fósforo 32 en posición a1fil 
desoxiadenina trifosfuto 
desoxicitosína trifosfuto 
desoxiguanína trifosfuto 
grandes linfomas difusos de células B 
ácido desoxiribonucleico repetitivo 
ácido desoxiribonucleico 
desoxinucleotidos trifosfutados 
gen que codifica desmoplaquína 1 
Ditiotritiol 
dosoxitimina trifosfuto 
gen que codifica receptor para estrógeno 
gen que codifica proteína de reparación por escisión de DNA 
alcohol etílico 
gen que codifica fuctor de crecimiento de fibrobJastos tipo 3 
gen que codifica protelna inducible' por dafio celular y arresto de crecimiento 
Monocína inducida de interferón gama 
Glicera1dehido3-fosfuto Deshidrogenasa de hígado 
grados Celsius 
terapia de reemplazo hormonal 
Fosforibosil hipoxantína guanidin transferasa 
gen que codifica receptor de interferón a1fil 
gen que codifica interferón beta 
gen que codifica receptor beta de interferón-a1fil 
gen que codifica interferón gama 
gen que codifica receptor de interferón gama 
gen que codifica interleucina 12 
gen que codifica interferón-beta 
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ITGA6 gen que codifica precursor de integrina alpba 6 
ITGS 1 gen que codifica integrina beta 1 
"Jagged" 1 gen que codifica ligando para el receptor Notch 
Kip2 gen que codifica inIn"bidor de ciclinas 
LAMRl gen que codifica receptor de Ianünina 
~CiI"ll micro Cuñes sobre micro litro 
MCL-l gen que codifica proteina de inducción de diferenciación celular en 
Leucemia mieloide 
Mdm2 gen que codifica protefna que promueve la degradación de p53 
MGF Factor precursor de células "stem". 
MGMT gen que codifica metiltransferasa de DNA, 6-O-metilguanidina 
MlG gen que codifica quimiocina !P-IO 
MMPIO gen que codifica estromelisina 2 
MMPll gen que codifica estromelisina 3 
MMP-19 gen que codifica metaloproteinasa 19 
~g 

~g!~l 
NB 
NCI 
nm 

micro gramos 
micro gramos sobre micro litro 
"normal breast" (mama no afectada) 
''National Cancer Institute" 
nanómetros 

p48 
p53 
PCDH43 
PCNA 
PCTKl 
PISSLRE 
PTN 
Rad. 
Rho8 

gen que codifica protefna 48; subunidad de la DNA polimerasa alfu-primasa 
gen que codifica supresor de tumor 

unión aGTP 
rhoC 
RNA poliA 
RNA'asas 
RNAm 
RT-PCR 
reversa 
SKY 
SoL 
Tum. 
VEGF 
heparina 
VEGF-S 

gen que codifica precursor de proto caderina 43 
gen que codifica antígeno de proliferación celular 
gen que codifica serma-treonina-cinasa 
gen que codifica proteína cinasa relacionada a CDC2 
gen que codifica precursor de pleiotrofina 
Radio 
gen que codifica miembro de la súper fumilia de pequeñas proteinas Ras de 

gen que codifica GTPasa pequeña 
RNA mensajeros 
Enzimas que degradan el RNA 
ácido noonuc1eico mensajero (RNAm's) 
Reacción en cadena de la polimerasa acoplada a: la reacción de transcripción 

gen que codifica precursor del receptor de la protefna tirosina cinasa 
Solución 
Tumor 
gen que codifica factor de crecimiento endotelial vascular de unión a 

gen que codifica precursor S del factor de crecimiento endotelial vascular 
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