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¿Por qué la tierra es mi casa? ¿Por qué la noche es oscura? 

¿Por qué la luna es blancura que engorda como adelgaza? 

¿Por qué una estrella se enlaza con otra, como un dibujo? 

Y ¿por qué el escaramujo es de la rosa y del mar? 

 

Yo vivo de preguntar, saber no puede ser lujo. 

 

El agua hirviente en puchero suelta un ánima que sube  

a disolverse en la nube que luego será aguacero. 

Niño soy tan preguntero, tan comilón del acervo,  

que marchito si le pierdo una contesta a mi pecho. 

 

Si saber no es un derecho, seguro será un izquierdo. 

 

Yo vine para preguntar flor y reflujo.  

Soy de la rosa y de la mar, como el escaramujo. 

 

Soy aria, endecha, tonada, soy Mahoma, soy Lao-Tsé,  

soy Jesucristo y Yahvé, soy la serpiente emplumada. 

Soy la pupila asombrada que descubre como apunta 

Soy todo lo que se junta para vivir y soñar. 

 

Soy el destino del mar, soy un niño que pregunta. 

 

-Silvio Rodríguez- 

 

 

Examinen fragmentos de pseudociencia y encontrarán un manto de protección, un 

pulgar que chupar, unas faldas a las que agarrarse. 

Y, ¿qué ofrecemos nosotros a cambio?  

¡Incertidumbre! ¡Inseguridad! 

 

-Isaac Asimov- 
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Abreviaturas 

 

ADP, Adenosin difosfato; ANT, Traslocasa de Nucleótidos de Adenina (siglas en ingles); 

ATP, Trifosfato de adenosina; ATP-asa, ATP-sintasa; COX, Citocromo oxidasa;       

ADN, Ácido desoxirribonucleico; DTT, Ditiotreitol; EDTA, Ácido etilendiaminotetra-

acético; FO, Fosforilación oxidativa; GA, Glutaminasa; GLUT, Trasportador de glucosa; 

Her-2, Receptor del factor de crecimiento epidérmico en humano tipo 2; HIF-1α, Factor 

inducible por hipoxia-1 alpha; HK, Hexocinasa (siglas en inglés); ERH, Elementos de 

respuesta a hipoxia; INC, Instituto Nacional de Cardiología; INCAN, Instituto Nacional 

de Cancerología; LDH, Lactato Deshidrogenasa; mRNA, Ácido ribonucléico mensajero; 

NADH, Forma reducida del dinucleótido de nicotinamida adenina;                                

NAD+, Forma oxidada de la dinucleótido de nicotinamida; DDO, Dominio de 

degradación dependiente de oxígeno; PAS, dominio PER ARNT SIM;                       

HPs, -Hidroxilasas de residuos de prolina; PDH, Complejo Piruvato Deshidrogenasa;             

PDK, Cinasa del complejo piruvato deshidrogenasa (siglas en inglés);                     

pVHL, Proteína Von Hippel-Lindau; RE, Receptor de estrógeno; ROS, Especies 

reactivas de oxígeno; RP, Receptor de progesterona; SBR, Escala Scarf Bloom 

Richardson; succinil-CoA, Succinil coenzima A; 2-OGDH, -cetoglutarato 

deshidrogenasa. 
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Resumen 

 

En nuestro país, el cáncer de mama es la primera causa de muerte por cáncer en 

mujeres entre35-65 años.  Aunque la causa aparente no es clara se ha identificado que 

la edad, la obesidad, la menopausia tardía y la menarca temprana pueden estar 

relacionadas a la alta incidencia de este padecimiento, por lo que es importante 

establecer mejores métodos de detección y tratamiento.  En México, el análisis clínico 

posterior al diagnóstico inicial, se basa en la detección en la expresión de los receptores 

de estrógeno (RE), de progesterona (RP) y del factor de crecimiento epidérmico humano 

tipo 2 (Her-2) los cuales no siempre están sobre-expresados en un tejido mamario sano.  

Sin embargo, estas proteínas pueden no expresarse, expresarse en diferente intensidad, 

o bien pueden expresarse independientemente de la enfermedad, ocasionando falsos 

positivos y falsos negativos, disminuyendo la eficacia del ensayo (se reporta un 19% de 

falsos positivos para RE y una respuesta positiva del 27% a tratamiento con hormonas 

para pacientes positivos a RE; por último hay un 20% de pacientes que no presentan 

una sobre-expresión de Her-2, RE y RP (fenotipo triple negativo)).  Un análisis más 

detallado del estudio de estos biomarcadores revela que la mayoría de los estudios 

clínicos se centran en la detección de una sola proteína o un solo proceso celular sin 

tener en consideración que el cáncer es un proceso multifactorial. Por lo tanto, la 

búsqueda de nuevos biomarcadores que puedan detectar eficientemente la presencia de 

células cancerosas sigue siendo un tópico de interés, siempre y cuando sean validados 

por los biomarcadores canónicos ya conocidos 

Debido a que el cáncer es una enfermedad multifactorial, se pretende analizar de 

manera simultánea, diferentes biomarcadores que integren la gama de procesos 

metabólicos involucrados en el origen y progresión del cáncer.  Al parecer, la baja 

tensión de oxígeno (hipoxia) encontrada en regiones alejadas de los vasos sanguíneos 

en los tumores sólidos, conlleva a un cambio en el metabolismo energético, condición 

característica de todos los tipos de cáncer estudiados.  La limitación de oxígeno 

estabiliza a un factor transcripcional llamado factor inducido por hipoxia-1 alfa (HIF-

1α)cuya activación regula positivamente diversas proteínas involucradas en proliferación 

celular, la angiogénesis y la apoptosis, pero además proteínas que integran la glucólisis 

y la fosforilación oxidativa. Se ha observado que HIF-1α regula la sobre-expresión de 

todas las enzimas involucradas en la glucólisis, favoreciendo el incremento del flujo de la 

vía glucolítica en los tumores.  Además de ésta regulación se ha observado que la 

sobre-expresión de ésta proteína está relacionado con fenotipos más malignos.  Por ello, 
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HIF-1se ha propuesto como biomarcador en diversos tipos de cáncer como son mama, 

colon y próstata.  El empleo de HIF-1α y su efecto sobre el metabolismo energético 

como biomarcadores es una propuesta novedosa ya que no se ha propuesto su 

expresión conjunta como biomarcador ni se ha realizado un análisis con los 

biomarcadores canónicos o clásicos establecidos para cáncer de mama. 

Por lo tanto este trabajo propone que el contraste en los niveles de expresión de 

genes glucóliticos, mediado por la estabilización de HIF1-α, en tumores mamarios y 

tejido mamario sano servirá junto con otros biomarcadores canónicos para proponer 

posibles alternativas en la detección del cáncer de mama.  Bajo esta perspectiva se 

analizaron un total de 23 muestras tumorales y 5 muestras no tumorales proporcionadas 

por el Banco de Tumores del Instituto Nacional de Cancerología (INCAN).  El análisis 

densitométrico por western blot reveló que las 23 muestras analizadas presentaron un 

aumento considerable en el nivel de expresión de HIF-1α así como de sus genes 

glucolíticos blanco HKI, HKII y LDH-A (0.6, y 4 veces para HKI y LDH-A) con respecto a 

la muestra de tejido no tumoral.  Sin embargo, el aumento en la expresión de HKI, HKII 

así como de LDH-A del tejido tumoral no correlacionó con un aumento substancial en la 

actividad de dichas enzimas.  De hecho, no se encontró diferencia significativa entre las 

actividades tumorales y no tumorales. Para HK, la actividad en ambos tejidos fue 

alrededor de 13-22 mU/mg proteína, mientras que para la LDH-A, la actividad de ambos 

tejidos osciló alrededor de 307-474mU/mg proteína.  El análisis de enzimas 

mitocondriales reveló que los niveles de expresión de COX-IV, 2OGDH y GA de 

muestras tumorales fueron similares a las muestras no tumorales; mientras que la ATP-

asa aumentó (80%) y el ANT disminuyó considerablemente (98%) con respecto a las 

muestras no tumorales.  El aumento en la expresión de HIF-1α, LDH-A, HKI y HKII en 

tejido tumoral correlacionó con una expresión significativa de los biomarcadores 

canónicos Her-2, ki67 yC-Myc (80-130% de incremento contra el control de carga) 

versus un 0% de expresión respecto a la muestra  no tumoral. 

Con los resultados obtenidos es posible sugerir un perfil de expresión proteico de 

cáncer de mama en pacientes mexicanas del INCAN el cual es la suma de los siguientes 

biomarcadores: HIF-1α + HKI + HKII + LDH + Her-2 + Ki67 + C-Myc. Este perfil puede 

ser útil para mejorar la detección y diagnóstico del de cáncer de mama. 
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Introducción 

 

1. Epidemiología del Cáncer de Mama. 

El concepto de cáncer integra a un conjunto de enfermedades dependientes del 

órgano o tejido de origen cuyas principales características son mantener una 

proliferación celular descontrolada y presentar capacidad de invasión a otros tejidos 

[Vogelstein y Kinzler, 2004]. Los ductos lactíferos, los lóbulos lactíferos y el tejido 

conectivo son los tejidos mamarios más susceptibles de presentar cáncer [Martínez-

Tlahuel, 2007], dando como resultado un tumor con potencial para invadir tejidos 

adyacentes a la mama, comprometer ganglios linfáticos y metastatizar a órganos 

distantes del cuerpo [Martínez-Tlahuel, 2007]. 

Las estadísticas mundiales señalan al cáncer como una de las principales causas 

de muerte en las mujeres.  En el año 2008, 7.6 millones de personas murieron a causa 

de esta enfermedad, lo que corresponde al 13% de las defunciones mundiales [WHO, 

2011].  A nivel nacional, el cáncer fue la tercera causa de muerte en el mismo año 

[INEGI, 2011].  El cáncer de mama, entre todos los tipos de cáncer, representó la 

principal causa de muerte por cáncer (con un 13.4%) entre mujeres de 35-65 años 

[INEGI, 2011], lo que lo coloca como un problema de salud pública en México. 

Dada su alta incidencia y alta tasa de mortalidad [INEGI, 2011], se han buscado 

nuevas estrategias para mejorar el diagnóstico y pronóstico del cáncer de mama.  Se 

han caracterizado factores pronósticos propios del tumor y de las pacientes, se ha 

implementado el manejo multimodal, que incluye terapias neoadyuvantes, adyuvantes, 

radioterapia y el empleo de nuevos fármacos dirigidos hacia blancos moleculares 

aplicados tanto en etapas tempranas, como avanzadas de la enfermedad [Zeichner y 

Candelaria, 2006].  Si bien existen nuevas metodologías empleadas para detectar y 

combatir el cáncer de mama, su incidencia actual y su porcentaje de defunciones indica 

que las estrategias de tratamiento han sido poco exitosas y por lo tanto es necesaria la 

búsqueda de nuevos biomarcadores que permitan una eficiente detección y 

posteriormente un tratamiento adecuado de la enfermedad. 
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2. Empleo de biomarcadores en Cáncer de Mama. 

 
Un biomarcador se define como alguna alteración o modificación celular, 

bioquímica o molecular, que puede ser medida y evaluada como indicador de un proceso 

biológico, patogénico o de respuesta farmacológica a una intervención terapéutica 

[Mayeux, 2004]. Esta definición también incluye a las herramientas y tecnologías que 

puedan asistir en la forma del diagnóstico, predicción y el descubrimiento de posibles 

causas de una enfermedad, a la progresión o regresión de la enfermedad y al resultado 

del tratamiento clínico sobre ésta [Mayeux, 2004].  En el ámbito del cáncer, los 

biomarcadores se definen como  moléculas biológicas medidas en líquidos corporales o 

tejidos que representen un síntoma de procesos normales, anormalidades, condiciones 

especiales o enfermedades [Mayeux, 2004].  De igual forma un biomarcador se puede 

utilizar para observar la respuesta ante un tratamiento específico contra una condición 

patológica [Madu, 2010]. 

Los biomarcadores moleculares en la clínica para el cáncer de mama han sido 

empleados para la prognosis, la predicción y la farmacodinamia de la enfermedad 

[Sawyers, 2008]. Los biomarcadores pronósticos permiten a) predecir el comportamiento 

natural de un cáncer en un individuo; b) distinguir los tumores con "buen pronóstico" 

versus los de "mal pronóstico", (i.e. en tumores positivos a los receptores de estrógeno 

(RE) la esperanza de vida a 5, 10 y 15 años es del 93%, 80% y 69% respectivamente, 

definiéndose como buen pronostico; mientras que los tumores negativos a RE la 

esperanza de vida es de 86%, 60% y 38% respectivamente, definiéndose como mal 

pronóstico [EBCTCG, 2005]); y, c) ayudar a decidir el tratamiento clínico a seguir.  Por 

otra parte los biomarcadores predictivos (o de respuesta) evalúan la probabilidad de 

obtener beneficios a largo plazo ante un tratamiento particular.  Por último los 

biomarcadores farmacodinámicos miden los efectos de un fármaco o tratamiento a corto 

plazo en el tumor o en el huésped y pueden ser utilizados para seleccionar la dosis de la 

droga en las primeras etapas de desarrollo clínico [Sawyers, 2008]. 
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2.1 Biomarcadores y detección del cáncer de mama. 

 

Para detectar el cáncer de mama y establecer el diagnóstico inicial (el estadio en 

el cual se encuentra el tumor) se evalúan características clínico-patológicas de la 

enfermedad mediante análisis morfológicos e histológicos [Fitzgibbons et al., 2000]. 

El análisis morfológico consta de la inspección ocular y la palpación en la mama 

para detectar bultos o crecimientos irregulares.  Tras la identificación de un abultamiento 

(nódulo) en la mama se realiza una mamografía (análisis por rayos X) o un ultrasonido 

para determinar la forma y el tamaño del crecimiento irregular [ACS, 2010].  Con estas 

técnicas, además, se puede detectar si el cáncer presenta dispersión hacia nódulos 

linfáticos o ganglios axilares [ACS, 2010]. Para el análisis histológico es necesario 

extraer una fracción del tejido mamario con sospecha de ser tumoral (biopsia) para 

determinar el conteo mitótico (la cantidad de células dividiéndose), las anomalías 

nucléicas (núcleos irregulares o de diferente tamaño respecto a núcleos controles) y el 

número de túbulos formados de novo [ACS, 2010].  Sin embargo, la identificación de 

células cancerosas por medio de análisis histológico o inmunohistoquímico presenta un 

alto porcentaje de falsos negativos (19%; [revisado en Regil-Hallmann et al., 2008]) 

debido a que: 1) la selección de un punto de corte (i.e. la intensidad de la tinción, el 

conteo mitótico o la morfología) queda a criterio de la inspección ocular del patólogo y 2) 

la intensidad de la señal inmunohistoquímica será mayor o menor dependiendo del sitio 

donde fue obtenida la muestra (la señal será más débil conforme se aleje del tumor) 

[revisado en Rodríguez-Enríquez et al., 2011].  Tras haber establecido el diagnóstico de 

cáncer de mama, es necesario determinar la presencia de factores pronósticos y 

predictivos para la toma de decisiones sobre el manejo, evolución y tratamiento de la 

enfermedad. 

El grupo de Fitzgibbons (2000), clasificó varios biomarcadores (los cuales hasta 

ese momento, servían como indicadores pronósticos y predictivos en cáncer de mama) 

en tres categorías, de acuerdo con su utilidad clínica (Tabla 1) [Fitzgibbons et al., 2000].  

Sin embargo, la mayoría de éstos biomarcadores moleculares son analizados 

inmunohistoquímicamente, por lo que el resultado dependerá de la calidad demuestra 

(tejido fresco o fijado en parafina lo cual impide la interacción antígeno-anticuerpo), la 

dilución y la especie en la que se generó el anticuerpo que se emplee, la pericia y 

experiencia del patólogo que analice la muestra y el punto de corte que se le asigne al 
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biomarcador en el ensayo [Fitzgibbons et al., 2000], lo que puede llevar a diagnósticos o 

elección de tratamientos incorrectos o incompletos (Tabla 2).  

 

Tabla 1. Categorías de los principales biomarcadores empleados en cáncer de mama [revisado en 

Fitzgibbons et al., 2001]. 

Biomarcadores pronósticos y predictivos en cáncer de mama 

Categoría I Categoría II Categoría II 

Biomarcadores clínicos 

 

Biomarcadores validados Biomarcadores en proceso de 

validación 

 Tamaño del tumor  

 Conteo de ganglios 

axilares y nódulos 

linfáticos invadidos por 

el cáncer  

 Conteo mitótico 

 Grado y tipo histológico 

 Presencia de 

micrometástasis 

 Sobre-expresión del 

receptor de estrógeno 

(RE) y de progesterona 

(RP)  

 Sobre-expresión del 

receptor del factor de 

crecimiento epidérmico 

humano tipo 2 (Her-2). 

 Factor de transcripción 

p53 

 Factor de proliferación 

Ki-67 

 Marcadores de síntesis 

de ADN: ciclinas D1 y 

E,  

 Oncogenes BRCA 1 y 

2, C-Myc 

 Evaluación de 

angiogénesis 

intratumoral,  

 Ploidía del ADN,  

 Proteína asociada al 

cáncer: pS2  

 Proteína pro-apoptótica 

Bcl-2,  

 Proteína proteolítica: 

Catepsina D 

 

En México los biomarcadores para cáncer de mama que se emplean 

rutinariamente en la clínica son el factor de crecimiento epidérmico en humano tipo 2 

(Her-2), y los receptores de estrógeno (RE), y de progesterona (RP), como auxiliares en 

la elección de un tratamiento para combatir el cáncer [Pérez-Sánchez et al., 2008; 

Ceballos-Cancino, 2008].  A partir de ellos se han descrito tres clasificaciones del 
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fenotipo de cáncer de mama:1) los positivos a RE y RP y negativos a Her-2, 2) los 

positivos a Her-2 y negativos a ER y PR, y 3) la ausencia de la expresión de los tres, 

conocida como cáncer triple negativo [Anders y Carey, 2009; Loi, 2008].  Aunque en la 

clínica también se emplean otros biomarcadores clásicos o canónicos como son Ki-67, 

H-Ras y C-Myc [Lari y Kuerer, 2011] algunos tumores malignos los expresan 

independientemente del estadio en el que se encuentre el tumor (i.e. Ki-67 muestra una 

expresión semejante entre diferentes grados de malignidad tumoral [Burcombe et al, 

2005]) y algunos tejidos sanos muestran expresiones similares de algunos 

biomarcadores al compararse con el tumor (la expresión de p53 es semejante en el 

carcinoma de vejiga como en su tejido sano [revisado en Rodríguez-Enríquez et al., 

2011]).  Además el análisis de un biomarcador de manera individual reporta resultados 

contradictorios.  Por ejemplo, Her-2 es una tirosina cinasa transmembranal que activa 

diversos factores transcripcionales involucrados en la proliferación celular, supervivencia, 

diferenciación, tanto en células normales como tumorales [King et alet al., 1985; 

reportado en Gutierrez y Chiff, 2011].  Debido a que Her-2 se encuentra altamente 

amplificada y expresada durante la progresión del cáncer de mama (20% en muestras 

tumorales versus no tumorales) es considerado como un biomarcador pronóstico 

relativamente confiable [King et al., 1985; Slamon et al., 1987; Citri y Yarden, 2006; 

Moasser, 2007; Graus-Porta et al., 1997; reportado en Gutierrez y Chiff, 2011].  Sin 

embargo, se han encontrado inconvenientes al evaluar únicamente a este biomarcador 

en cáncer de mama.  Por ejemplo, algunos tumores pierden la expresión de Her-2 luego 

del tratamiento con trastuzumab (un anticuerpo monoclonal específico para Her-2) pero 

mantienen su fenotipo tumoral [Mitterdorf et al., 2009, reportado en Gutierrez y Chiff, 

2011], y el análisis inmunohistoquímico es variable dependiendo del patólogo, y del 

punto de corte que éste seleccione para indicar un cambio significativo (Tabla 2).  En 

este sentido se hace evidente la necesidad de buscar nuevos biomarcadores en vías 

características del desarrollo tumoral, con técnicas más sensibles y cuantitativas, para 

mejorar la eficiencia en la identificación de células cancerosas.  Adicionalmente estos 

análisis demuestran que la selección de un solo biomarcador o una sola vía de 

señalización para detectar la presencia de células cancerosas, no explica 

completamente el fenómeno multifactorial que es el cáncer y por lo tanto derivará en un 

diagnóstico deficiente.  Por lo tanto, los estudios actuales se deben enfocar al análisis de 

diferentes factores en vías tumorales (de señalización y/o metabólicas)  para la 

búsqueda de biomarcadores más eficientes del cáncer de mama. 
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Tabla 2. Biomarcadores moleculares empleados en la clínica para el cáncer de mama y sus 

consideraciones. 

 

Biomarcador 
(Rango de expresión 

en %) 

Relacionado a: Inconventientes Referencias 

Her-2 
(9-67) 

Regulación de la 
supervivencia y 
proliferación 
tumoral  
 
Respuesta 
positiva al 
tratamiento con 
trastazumab 
 

 
75% de los tumores metastásicos 
con Her-2 sobre-expresado no 
responden positivamente al 
trastazumab 
 
Expresión semejante de Her-2ante 
tratamientos de: 
trastazumab+qumioterapia+cirugía 
v.s. quimioterapia+cirugía  
 
Her-2 no disminuye 
significativamente ante el 
tratamiento cirugía+quimioerapia. 
 

Lari y Kuerer, 2011 
Gutierrez y Schiff, 
2011 
Vogel et al., 2002 
Burcombe et al., 2005 

RE 
(49-81) 

 
Regulación de la 
supervivencia y 
proliferación 
tumoral 
 
Terapia hormonal 
 

 
El 27% de los tumores RE 
positivos y RP negativos 
responden positivamente al 
tratamiento hormonal 

Lari y Kuerer, 2011 
Gutierrez y Schiff, 
2011 
Mohammed et al., 
1986 
Butler et al., 1985 

RP 
(41-83) 

Terapia hormonal 

 
El 46% de los tumores  RE 
negativos y RP positivos 
responden positivamente al 
tratamiento hormonal  
 

Lari y Kuerer, 2011 
Pérez et al., 2008 
Mohammed et al., 
1986 
Butler et al., 1985. 

BRCA1/ 
BRCA2 

(20) 

 
Mutaciones de 
éste oncogen en 
tumores con el 
fenotipo triple 
negativo. 
 
Cáncer 
hereditario. 
 

No hay un tratamiento específico 
contra este biomarcador validado 
clínicamente  

Lari y Kuerer, 2011 
Mangia et al., 2011 
Calvert y Azzariti 
2011 

Ki-67 
(17-50) 

Marcador de 
proliferación. 

 
Ki-67 no disminuye 
significativamente ante el 
tratamiento cirugía+quimioerapia. 
 
No se ha logrado correlacionar un 
cambio en la expresión de este 
biomarcador con terapias 
adjuvantes o neoadjuvantes 
 

Lari y Kuerer, 2011 
Pérez et al., 2008 
Burcombe et al. 2005 
Yerushalmi et al., 
2011 
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2.2 La búsqueda de nuevos biomarcadores. 

 

En la actualidad, el descubrimiento de nuevos marcadores bioquímicos y 

genéticos ha impulsado el desarrollo (y mejoramiento) de nuevas terapias 

antineoplásicas personalizadas.  Hoy en día, para la detección del cáncer de mama se 

utiliza la llamada “firma de expresión genética”, donde se analiza la expresión de mRNA 

de diversos genes involucrados en el desarrollo del fenotipo tumoral [van ’t Veer et al., 

2008].  Por ejemplo, el Mammaprint® y el OncotypeDX® son dos análisis genéticos 

comerciales ampliamente utilizados en la clínica.  El Mammaprint® es un análisis en 

tejido fresco, que comenzó con un escrutinio de 25,000 genes para finalmente 

seleccionar 70 cuya expresión está incrementada o disminuida respecto a tejido 

mamario sano. Con lo anterior se intentó clasificara pacientes con cáncer de mama en 

alto y bajo riesgo de padecer metástasis [van ’t Veer et al., 2002]. 

Por otra parte, el OncotypeDX® analiza la expresión transcripcional de 21 genes 

con el propósito de pronosticar la respuesta del tumor al tratamiento con quimioterapia 

[Paik et al., 2004].  Desafortunadamente, estas firmas subestiman el potencial de genes 

cuya regulación es a nivel transcripcional, post-transcripcional o post-traduccional.  En 

efecto, una crítica a los análisis genéticos es que la expresión del gen, medida como el 

incremento en el contenido de mRNA, no garantiza la estabilidad ni mucho menos la 

funcionalidad de la proteína [ter Kuile y Westerhoff, 2001].  Asimismo, en la actualidad se 

asume erróneamente que el análisis por Northern blot, PCR en tiempo real (para medir 

la expresión del mensajero) o western blot (para medir la cantidad o nivel de expresión 

de la proteína) reflejará simultáneamente la actividad y la función de las enzimas 

metabólicas, las cinasas, los factores de transcripción, los receptores de membrana o los 

transportadores que puedan ser usados como biomarcadores en cáncer.  Sin embargo, 

los cambios en la transcripción genética no siempre correlacionan con la función 

biológica y las proteínas pueden ser reguladas por procesos pos-traduccionales 

independientes del nivel de proteína o el nivel de expresión del ARN mensajero (mARN) 

por lo que resulta en un análisis incompleto [revisado en Rodríguez-Enríquez et al., 

2011; Subramanian y Simon, 2010].  Se recomienda, por lo tanto, medir en paralelo la 

función o actividad de la proteína que se proponga como biomarcador, con el objeto de 

identificar el estatus funcional de la proteína y proponer una correlación con su nivel de 

expresión. 
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De acuerdo con los inconvenientes que presenta el análisis genómico y las 

desventajas que presentan el empleo de los biomarcadores canónicos actuales (Tabla 

2), la propuesta de un análisis global (donde se realice un análisis simultáneo de un 

grupo de biomarcadores involucrados en diferentes vías que promuevan el fenotipo 

tumoral) es un requisito indispensable en la búsqueda de biomarcadores con un rango 

de certidumbre mayor [Rodríguez-Enríquez et al., 2011].  A pesar del empleo novedoso 

de las firmas genéticas los resultados actuales denotan la necesidad de profundizar en 

los estudios y llevar el análisis a un nivel más integral, donde se incluya un perfil 

molecular de genes, y/o proteínas específicas de distintas vías alteradas del tumor que 

mejore la detección del cáncer.  El enfoque tradicional en la clínica actual involucra un 

grupo reducido de proteínas en una vía específica que suponen ser las únicas 

responsables del desarrollo tumoral [revisado en Lari y Kuerer, 2011; Pérez-Sánchez et 

al., 2008].  Por ejemplo una vía fuertemente analizada es la proliferación celular, sin 

embargo (y mayoritariamente) sólo se analizan algunas ciclinas (A, D y E) y proteínas 

reguladoras del ciclo celular (16, p21 y p27) [Lari y Kuerer, 2011].  Esta aproximación 

resulta ser incorrecta e incompleta debido a la alta cantidad de proteínas modificadas en 

un tumor [Rodríguez-Enríquez et al., 2011].  Por ello, es esencial enfocarse al diseño de 

un perfil de biomarcadores donde se incluyan proteínas de diferentes vías (ej. 

metabolismo+ proliferación+ resistencia a drogas+ metástasis+ hipoxia+ angiogénesis) 

para tener un mejor entendimiento del cáncer, su progresión y su posible tratamiento 

[Rodríguez-Enríquez et al., 2011].  Lo anterior representa un modelo a seguir en nuestro 

grupo de investigación (Apéndice 1). 

 

3. El cáncer como un proceso multifactorial para la búsqueda de biomarcadores. 

 

Los tumores sólidos presentan diferentes vías metabólicas y de señalización 

alteradas [Sawyers, 2008].  Hanahan y Weinberg (2000) identificaron 6 sellos (hallmarks) 

característicos presentes en la mayoría de los tumores, estos incluyen: el mantenimiento 

de señales proliferativas, la evasión a los supresores de crecimiento, la resistencia a la 

muerte celular, la inmortalidad replicativa, la angiogénesis y la metástasis activa 

[Hanahan y Weinberg, 2000].  Sin embargo, en la última década se incluyeron 4 

características adicionales que han ayudado a definir el aspecto molecular y bioquímico 

del fenotipo tumoral: la inestabilidad genómica, la inflamación crónica, los mecanismos 

de evasión contra el sistema inmune y, de manera importante, la reprogramación del 
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metabolismo energético [Hanahan y Weinberg, 2011].  Ésta última característica 

conocida también como el Efecto Warburg se define como la aceleración de la glucólisis 

tumoral en condiciones aeróbicas [Warburg, 1959].  Hasta la fecha, todos los tumores 

estudiados mantienen activa la glucólisis debido a la presencia de oncogenes, proteínas 

tumorales y factores transcripcionales que actúan activando la vía glucolítica [Moreno-

Sánchez et al., 2007; Semenza, 2008].  Al respecto, uno de los mecanismos moleculares 

involucrados en la reprogramación del metabolismo energético es la proteína HIF-1α, un 

factor de transcripción estabilizado por la hipoxia intratumoral y que es responsable de la 

transcripción de todos los genes dentro de la vía glucolítica [Marín-Hernández et al., 

2009; Semenza, 2010]. 

 

4. Hipoxia y el Factor Inducido por Hipoxia, HIF-1α. 

 

Los tumores sólidos se caracterizan por tener áreas de baja irrigación sanguínea y 

por la presencia de vasos sanguíneos caóticos e irregulares.  El bajo abastecimiento de 

nutrientesy de oxígeno conlleva al desarrollo de regiones hipóxicas [Höckel y Vaupel, 

2011; dos Santos et al., 2004].  En tejidos no tumorales las regiones alejadas de los 

vasos sanguíneos mantienen concentraciones de O2  alrededor de 30 M; por el 

contrario en normoxia la [O2] oscila de 30-90 M dependiendo del tejido (Fig. 1).  En los 

tumores, dichas áreas hipóxicas registran [O2] menores a 14M.  Adicionalmente, una 

hipoxia severa, a la que pueden llegar a estar sometidas las células tumorales, ocurre 

cuando la concentración de oxígeno llega a 3M [Vaupel et al., 2007], esto debido a la 

incrementada proliferación de las células cancerosas y a la fragilidad de los vasos 

sanguíneos tumorales, su acomodo caótico y su constante creación y destrucción 

[Vaupel et al., 1989].  La baja tensión de oxígeno altera la homeostasis de la célula y 

conduce a la estabilización de la isoforma 1 del factor inducido por la hipoxia (HIF-1α).  
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Figura 1. Cambios en las concentraciones (reportadas en micromolar M) de oxígeno en tumores sólidos 

respecto a su distanciamiento de los vasos sanguíneos. 

 

El Factor Inducido por Hipoxia (HIF).  Estructuralmente, HIF es una proteína 

heterodimérica constituida por dos subunidades pertenecientes a la superfamilia de 

factores transcripcionales hélice-asa-hélice básicos (bHLH): la subunidad HIF-1 de 120 

KDa y la subunidad HIF-1 de 94KDa (Fig. 2).  El dominio bHLH permite su unión al 

ADN en sitios específicos (los llamados elementos de respuesta a hipoxia (ERH)) para 

actuar como factor de transcripción (Fig. 2).  La subunidad más estudiada es HIF-1α y su 

regulación está estrechamente relacionada con la concentración de oxígeno celular.  

HIF-1α en condiciones normóxicas es hidroxilado por enzimas específicas ( hidroxilasas 

de residuos de prolina (HPs)) en dos distintos residuos de prolina: el 402 localizado 

dentro del dominio dependiente de la degradación por oxígeno (DDO) y, el 564 

localizado dentro del dominio de trans-activación amino terminal (TAD-N), promoviendo 

su asociación con la proteína von Hippel-Lindau (VHL), una ligasa de ubiquitina E3 que 

favorecerá la degradación deHIF-1por el proteosoma (Fig. 2).  Además en condiciones 
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normóxicas, las asparaginil hidroxilasas hidroxilan a la asparagina 803 localizada dentro 

del dominio de trans-activación carboxilo terminal (TAD-C).  Esta hidroxilación promueve 

su interacción con el factor inhibitorio de HIF evitando que HIF-1α se asocie con su co-

activador transcripcional p300/CBP. 

Por el contrario en condiciones hipóxicas (de 3 a 14 M de oxígeno) la actividad 

de las HPs disminuye debido a que la concentración de su substrato es limitante 

(KmOxígeno de la HPs es de 90M), [Ehrismann et al., 2007].  La disminución en la 

hidroxilación de HIF-1α, promueve su posterior translocación y estabilización nuclear.  

De igual forma las HPs encargadas de hidroxilar a HIF-1 requieren de cetoglutarato y 

son reguladas por sustratos mitocondriales (succinato, fumarato, oxoglutarato y piruvato) 

garantizando la estabilización de HIF-1 aún en condiciones normóxicas [revisado en 

Marín-Hernández et al 2009].  En el núcleo, HIF-1α forma un complejo con su 

homodimero HIF-1β, (mediante un dominio conservado llamado PER ARNT SIM (PAS)).  

HIF-1 es constitutivo, reside en el núcleo en condiciones basales [Brahimi-Horn y 

Pouysségur, 2009; Marín-Hernández et al., 2009], (Fig. 2).  El complejo HIF-1α-HIF1β se 

asocia con su co-activador transcripcional p300/CBP para favorecer su unión a los sitios 

ERH localizados en la región 5´promotora de sus genes blancos (glucolíticos, 

angiogénicos, inflamatorios, eritropoyéticos, etc) [Semenza, 2009; Marín Hernández et 

al., 2009] y así iniciar la cascada transcripcional.  

HIF-1α regula la expresión de la gran mayoría de los genes glucolíticos, (Fig. 3) 

permitiendo de esta manera que los tumores adquieran una glucólisis elevada (2-17 

veces vs tejido no tumoral [Moreno-Sánchez et al., 2007], aún en la presencia de 

condiciones normales de oxígeno.  
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Figura 2. Regulación de HIF-1en condiciones normoxicas e hipoxicas.  La  degradación de HIF-1 es 

mediada por las prolil hidroxilasas, las cuales hidroxilan sitios específicos en la proteína HIF-1, 

permitiendo su asociación con otras proteínas como VHL y su degradación por el protesoma.  Al disminuir 

la concentración de oxigeno se estabiliza HIF-1se transloca al núcleo e interacciona con HIF-1 y el 

cofactor p300/CBP.  El complejo HIF-p300/CBP se une al DNA en secuencias específicas y actúa como 

factor transcripcional de diferentes respuestas celulares. Abreviaturas: 2-oxo= 2-oxoglutarato; Suc= 

sucinato; Lac= lactato; Fum= fumarato; Pir= piruvato; Asc= ascorbato, (-)= inhibición; Fe2+= Hierro. 
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5. Metabolismo glucolítico en cáncer y su relación con el factor inducido por 

hipoxia (HIF-1α). 

 

Una de las alteraciones del metabolismo energético mejor caracterizada en el 

tumor es el aumento en la glucólisis aún en ambientes altamente oxigenados [Revisado 

en Moreno-Sánchez et al., 2007; 2009].  Se ha reportado que la mayoría de los tumores 

mantienen alta su glucólisis (de 2 a 17 veces) comparada con los tejidos de origen 

[Pedersen, 1999; Moreno-Sánchez et al., 2007] la cual provee de metabolitos esenciales 

para la proliferación (nucleótidos, aminoácidos, coenzimas y esqueletos de carbono) 

[Hannahan y Weinberg, 2011].  Además, esta estrategia metabólica está relacionada con 

el desarrollo de fenotipos invasivos en vejiga, mama, cervix y ovario [Semenza 2008]. 

En células cancerosas, HIF-1α aumenta la cantidad de todas las proteínas de la 

vía glucolítica [revisado en Marín-Hernández et al., 2011].  Por lo anterior se ha sugerido 

una correlación entre el aumento de HIF-1α, el aumento en el contenido y actividad de 

varias enzimas y transportadores, y el incremento en el flujo glucolítico [Marín-

Hernández et al., 2009].  Algunas de estas características se han evaluado en tumores 

proliferativos metastásicos [mama, páncreas e hígado) [revisado en Marín-Hernández et 

al., 2011].  Sin embargo su aplicación clínica como biomarcadores potenciales aún no ha 

sido evaluada de manera sistemática.  
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5.1 Enzimas glucolíticas reguladas por HIF-1. 

 

La estabilización de HIF-1α favorece el incremento de isoformas particulares para 

cada enzima en la vía glucolítica [Marín-Hernández et al., 2009] (Fig. 3). 

 

Figura 3. En diversos tipos de cáncer, como el de mama, la estabilización de HIF-1conlleva a la sobre-

expresión de la mayoría de los transportadores y enzimas de la vía glucolítica (enzimas resaltadas en 

cuadros) [Modificado de Marín-Hernández et al., 2009]. 

 

Trasportadores de glucosa (GLUTs). En células tumorales GLUT-1 es el 

transportador de glucosa con mayor sobre-expresión, particularmente en tumores 

altamente proliferativos y malignos como es el cáncer de mama [Macheda et al., 2005]; 

por su parte GLUT-3 se encuentra sobre-expresado en tumores de pulmón, colon, 

ovario, laringe y glándulas mamarias por lo que ambos GLUTs se ha considerado 

indicadores de mala prognosis [Macheda et al., 2005].  La isoforma GLUT-3 es la que 

presenta mayor afinidad por glucosa (Km=1.8-10M, [revisado en Marín-Hernández et 

al., 2011]) y se sobre-expresa en condiciones hipóxicas e hipoglucémicas, [Burant y Bell 
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1992].  Además, los GLUTs son las proteínas glucolíticas que controlan 

substancialmente (arriba del 60%) la vía glucolítica en tumores de rápido crecimiento 

(hígado y cérvix) [Marín Hernández et al., 2010].  Aun que no se ha explorado si los 

GLUTs también controlan el flujo glucolítico en condiciones hipoxicas, se ha observado 

que la disminución en [O2] induce la sobre-expresión de algunas isoformas (GLUT-1) en 

tumores mamarios y colorectales [Brown et al., 2002; Burt et al., 2001; Rodríguez-

Enríquez et al., 2010]. 

Hexocinasas (HKs).  La HK presenta cuatro isoformas (I-IV).  La isoforma -III es la 

que muestra mayor afinidad por glucosa (0.003mM) seguida de las isofomas-I (0.03 mM) 

y –II (0.3 mM) [revisado en Marín-Hernández et al., 2009].  Las isoformas -I y -II son 

sobre-expresadas por HIF-1[Rankin y Giaccia, 2008] y son capaces de integrarse en la 

membrana externa mitocondrial [Wilson, 2003] lo cual favorece la inhibición de la 

apoptosis y asegura el uso del ATP mitocondrial para la fosforilación de hexosas y 

generación de ATP glucolítico [Marín-Hernández et al., 2011].  Además, la sobre-

expresión de las HKs junto con los GLUTs, ejercen el control principal (71%) sobre la vía 

glucolítica en células tumorales [Marín-Hernández et al., 2011]. 

Lactato deshidrogenasas (LDHs).  La LDH es una enzima que cuenta con dos 

isoformas principales: LDH-A es abundante en musculo esquelético y LDH-B está 

presente en corazón [Marín-Hernández et al., 2009].  HIF-1 regula la expresión de 

LDH-A, y su sobre-expresión se correlaciona con formas agresivas de tumores 

(cáncercolonrectal) [Koukourakis, 2005].  La disminución de la LDH-A propicia una 

restricción en el crecimiento tumoral y una menor adaptación ante la hipoxia [Fantin, 

2006].  Asimismo un aumento en la producción y expulsión de lactato favorece la 

acidificación del medio extracelular para que el tumor continúe en crecimiento y 

expansión [Semenza, 2008]. 

Debido al control que ejercen particularmente los GLUTs y las HKs en la vía 

glucolítica de células tumorales y el hecho de que se sobre-expresen en todos los tipos 

de cáncer evaluados hasta el momento [Moreno-Sánchez et al., 2007] resulta necesario 

evaluar a estas proteínas como potenciales biomarcadores o blancos terapéuticos en 

tumores hipóxicos y altamente glucolíticos [Marín-Hernández et al., 2011; Fantin, 2006] 

junto con HIF-1α. 
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5.2 Metabolismo mitocondrial relacionado con HIF-1 

 

El metabolismo mitocondrial es un proceso activo en cáncer, y en algunos 

tumores es el principal aporte de ATP [Zu y Guppy, 2004], contradiciendo la hipótesis de 

Warburg [Zu y Guppy, 2004; Rodríguez-Enríquez et al., 2010; Moreno-Sánchez et al., 

2007].  En este sentido es importante analizar el comportamiento mitocondrial.  Una de 

las vías metabólicas mitocondriales, la fosforilación oxidativa (FO), es regulada en gran 

medida por la disponibilidad de oxígeno [Papandreou, 2006], por lo que la hipoxia es una 

condición que regula a la FO [Fukuda et al., 2007; Rodríguez-Enríquez et al., 2010].  Aun 

así durante la hipoxia la baja concentración de oxígeno (3-14 μM) no es una limitante 

para la FO debido a que la Km de la citocromo oxidasa (COX) por el O2  es de 1M 

[Moreno-Sánchez et al., 2007]; en consecuencia la hipoxia representa una concentración 

saturante de oxígeno para la FO [Moreno-Sánchez et al., 2007].  Por otra parte, la 

hipoxia parece jugar un rol crucial en el manejo del consumo de O2 para mantener el 

balance del ATP y la producción de ROS [Semenza, 2010].  A pesar de eso, el papel de 

la hipoxia y de HIF-1α sobre el metabolismo mitocondrial se ha explorado en menor 

proporción en comparación con el metabolismo glucolítico.  Se han analizado proteínas 

cuya regulación por HIF-1 está documentada como la piruvato deshidrogenasa cinasa 

(PDK), que bloquea la actividad del complejo piruvato deshidrogenasa (PDH) [Kim et al, 

2006] y la isoforma 2 de la COX-IV [Fukuda et al., 2007).  Por otro lado se ha observado 

que las HPs, encargadas de hidroxilar a HIF-1 requieren cetoglutarato como 

sustrato y son reguladas por otros sustratos mitocondriales (succinato, fumarato y 

oxoglutarato) [Marín-Hernández et al., 2009].  Por lo tanto, resulta de interés evaluar si 

algunas enzimas mitocondriales importantes en el metabolismo del tumor (i.e., 

glutaminasa, 2-oxoglutarato deshidrogenasa, citocromo c oxidasa) se sobre-expresan en 

tumores de manera que puedan ser empleados como biomarcadores. 

Citocromo oxidasa (COX). Es la última enzima de la cadena de transporte de 

electrones, y su función es recibir un electrón de cada una de las cuatro moléculas de 

citocromo c para transferirlos a una molécula de oxígeno, reduciéndola a dos moléculas 

de agua [Lehninger et al., 2008].  Acoplado a este proceso, se produce una translocación 

de protones a través de la membrana, lo cual genera un gradiente electroquímico que la 

enzima ATP sintasa emplea para sintetizar ATP [Lehninger et al., 2008].  Se ha 

observado que HIF-1α disminuye indirectamente la expresión de la isoforma COX-IV-1, 
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mediante la proteasa mitocondrial LON, e incrementa la expresión de COX-IV-2 [Fukuda 

et al., 2007]. 

ATP-Sintasa (ATP-asa).  Es la enzima responsable de catalizar la fosforilación del 

ADP en el último paso de la FO donde la síntesis de ATP se lleva a cabo hacia el lado 

interno de la mitocondria [Solaini et al., 2010].  Se ha observado una regulación negativa 

en la expresión de esta proteína en tumores de hígado, riñón, pulmón, mama, estómago 

y colorectales, [Cuezva et a.,l 2002; Isidoro et al., 2004; Cuezva et al., 2004]. 

Traslocasa de Adenín Nucleótidos (ANT).  Es una proteína que cataliza los 

procesos energéticos de la exportación de ATP desde la matriz mitocondrial al espacio 

intermembranal y la importación de ADP desde el espacio intermembranal hacia la 

matriz [Brenner et al., 2010].  Se encuentra sobre-expresada en diversos tipos de cáncer 

(mama, colon, cérvix e hígado) [Brenner et al., 2010] por lo que puede ser relevante para 

estudiar las modificaciones metabólicas mitocondriales en células tumorales [Brenner et 

al., 2010]. 

Glutaminasa (GA).  La función de la GA es la de sintetizar glutamato a partir de l-

glutamina [Matés et al., 2009].  Se ha observado que la mayoría de los tumores (hígado, 

mama y cérvix [revisado en Matés et al., 2009]) consumen glutamina por lo que la GA se 

encuentra sobre-expresada en estos [Matés et al., 2009; Erickson and Cerione, 2010].  

Por otra parte se ha identificado una sobre-expresión de la isorforma L en células 

tumorales de hígado, cerebro, páncreas y mama mientras que la isoforma K se ha 

observado en células tumorales de corazón, páncreas, riñones, pulmón y mama [Szeliga 

and Obara-Michlewska, 2009]. 

-cetoglutarado deshidrogenasa (2OGDH).  Es un complejo multienzimático que 

emplea varios cofactores para convertir -cetoglutarato a succinil-CoA, CO2 y NADH 

[McLain et al., 2011].  Debido a que la 2OGDH representa un paso limitante en la 

producción de NADH, lo que limita el transporte de electrones y la síntesis de ATP, su 

inhibición puede propiciar una disminución en la FO [McLain et al., 2011]. En cáncer de 

mama se ha observado un decremento de la actividad de 2OGDH durante una hipoxia 

prolongada correlacionando con una disminución en su expresión protéica [Rodríguez-

Enríquez et al., 2010]. 
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6. HIF-1α y el metabolismo energético en biopsias de cáncer de mama. 

 

Pocos estudios se han realizado analizando los niveles de HIF-1α en biopsias de 

cáncer de mama.  Bos y colaboradores (2001) demostraron que el carcinoma mamario 

muestra altos niveles de HIF-1α (4 a 14 veces) comparado con el tejido mamario normal 

donde está ausente [Bos et al.,2001].  En otros estudios se estableció que la alta 

expresión de HIF-1α correlacionó con la malignidad tumoral, metástasis y bajo 

pronóstico de supervivencia en pacientes con cáncer de mama [Patiar, 2006].  De forma 

general, los niveles de HIF-1α a nivel proteómico se han descrito como factor pronóstico 

en el cáncer de mama tanto en pacientes con ganglios positivos como con ganglios 

negativos [Patiar, 2006].  Sin embargo, ningún estudio analiza el contenido proteico de 

HIF-1α junto con la expresión y actividad de proteínas glucolíticas y tampoco se tiene en 

consideración el metabolismo mitocondrial como biomarcadores potenciales. 

Debido a que está ampliamente documentado que la alta velocidad glucolítica en 

todos los tumores de rápido crecimiento estudiados, es el resultado de la estabilización 

de HIF-1α y que este fenotipo está asociado con la tumorigénesis [Lee et al., 2006], 

resulta conveniente proponer estas características como “biomarcadores” específicos de 

desarrollo tumoral.  En este sentido se ha determinado en algunas biopsias de diferentes 

carcinomas humanos que GLUT-1 se sobre-expresa de forma significativa [Rudlowski et 

al, 2004; Goldman et al, 2006; Mori et al, 2007].  De igual forma se han evaluado en 

biopsias humanas de cáncer mamario, pulmonar y rectal la sobre-expresión de LDH y de 

HKII correlacionándolas con un aumento en su actividad [Shonk et al., 1965; Bailinski et 

al., 1983; Bailinski et al., 1984].  Sin embargo, HIF-1α no se evaluó para establecer una 

correlación entre ambos.  Por otro lado, el análisis en algunos tipos de cáncer se ha 

limitado a evaluar indivudualmente los niveles de expresión de HIF-1α o de alguna 

enzima del metabolismo glucolítico como GLUT-1 [Lee et al., 2008] y en pocos casos la 

combinación de HIF-1α + GLUT-1 [Lee et al., 2008; Chung et al., 2009].  El resto de las 

enzimas no han sido consideradas, ni han sido evaluados los cambios en la actividad 

enzimática.  Adicionalmente, no se han buscado biomarcadores mitocondriales en 

cáncer de mama. 

Con base en lo anterior resulta novedoso establecer si existe una mayor 

expresión de HIF-1α y de algunas proteínas glucolíticas o mitocondriales, en cáncer 

mamario.  En el caso de lograr establecer con claridad una relación positiva entre el nivel 

de sobre-expresión de HIF-1α, junto con enzimas y transportadores glucolíticos o 
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mitocondriales,en un tumor (en comparación con tejido no tumoral) estas proteínas 

podrían ser potenciales biomarcadores de cáncer. 

 

------~( )~------
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Justificación  

 

Los biomarcadores actuales en cáncer de mama (Her-2, ER, PR, Ki-67) presentan 

numerosos falsos positivos que disminuyen su confiabilidad. Siendo el cáncer de mama 

una de las principales causas de muerte en mujeres  en nuestro país, la búsqueda de 

proteínas alteradas (biomarcadores) en vías metabólicas que favorecen el desarrollo del 

tumor sólido permitirá la implementación de estrategias para mejorar su detección.  Los 

datos obtenidos de estos estudios en conjunto con los biomarcadores canónicos 

permitirán establecer una firma fenotípica específica del cáncer de mama en México 

para su mejor detección y posterior tratamiento. 
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Hipótesis 

 

El contraste en los niveles de expresión de genes glucóliticos, mediado por la 

estabilización de HIF1-a, en tumores mamarios y tejido mamario sano servirá junto con 

otros biomarcadores canónicos para proponer posibles alternativas en la detección del 

cáncer de mama. 
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Objetivos  

 

Objetivo Principal 

 

Determinar en un estudio prospectivo el nivel de expresión de HIF-1α y de 

proteínas glucolíticas blanco, así como algunos biomarcadores canónicos, para 

establecer un perfil de expresión en biopsias frescas de cáncer de mama. 

 

Objetivos particulares  

 

1) Determinar por análisis proteómico el nivel de expresión de HIF-1 y de enzimas 

del metabolismo energético: 

I. Transportador de glucosa tipo 1 (GLUT-1), 

Hexocinasa isoforma I y II (HKI, HKII) 

Lactato deshidrogenasa isoforma A (LDH-A)  

II. Citocromo oxidasa subunidad cuatro (COX-IV) 

ATP-asa subunidad F1 

Transportador de adenín nucleótidos (ANT) 

-cetoglutarato deshidrogenasa (2-OGDH) 

Glutaminasa (GA) 

2) Determinar la actividad de HK y LDH. 

3) Determinar por análisis proteómico el nivel de expresión de biomarcadores 

canónicos. 

I. Her-2, Ki67, H-Ras, C-Myc 

4) Determinar los objetivos 1-3 en muestras no tumorales. 
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Materiales y métodos 

 

Obtención de las muestras. 

Una colaboración con el Instituto Nacional de Cancerología (INCAN) permitió la 

obtención de muestras frescas de pacientes con sospecha de cáncer de mama que 

acudieron a la Institución por primera vez y que cumplieron con los siguientes criterios de 

inclusión: ser mujeres mayores de 18 años, presentar mediante confirmación histológica 

cáncer de mama y haber aceptado participar en el estudio (al firmar la carta de 

consentimiento informado ofrecida por el INCAN).  Para las muestras no tumorales se 

emplearon muestras almacenadas en el Banco de Tumores del mismo instituto, las 

cuales el análisis histológico (Fig. 4) determinó que no se trataban de muestras 

tumorales y los pacientes no desarrollaron cáncer (Fig. 4). 

 

A

 

 B

 

Figura 4. Diferencias histológicas entre tejido mamario sano y de tumor (la escala se encuentra en la parte 

superior derecha de la imagen). A.Tejido mamario sano (tinción con hematoxilina-eosina ampliación 100x) 

B. Carcinoma ductal infiltrante, la neoplasia más frecuente en mama (tinción con hematoxilina-eosina 

ampliación 100x) [Muniesa, 2011]. 

 

La obtención de las muestras se realizó utilizando protocolos previamente 

aceptados en el INCAN, basados en las normas del tratado de Helsinki para el manejo 

de muestras y el consentimiento informado del paciente.  El protocolo incluyó la 

recolección de la muestra por un oncólogo utilizando una aguja de corte (tru-cut).  Por 

cada muestra se obtuvieron de 3 a 5 fragmentos tisulares en forma de cilindros con 

dimensiones aproximadas entre 1.5-3 cm de longitud por 2 mm de diámetro, las cuales 

fueron almacenadas y canalizadas a tres sitios: 1) Departamento de Patología (INCAN), 

donde se realizó un análisis histopatológico; 2) Banco de Tumores (INCAN) donde la 
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muestra se sometió a un sistema de disminución de temperatura por gradientes para su 

almacenamiento y 3) depósito en N2 líquido para su posterior análisis proteómico y 

cinetómico en el Departamento de Bioquímica del Instituto Nacional de Cardiología 

“Ignacio Chávez” (INC) para el estudio prospectivo en la búsqueda de biomarcadores 

metabólicos. 

 

Obtención de extractos para análisis proteico y medición de actividades de enzimas 

glucolíticas por el método de homogenización de tejidos  

Las biopsias obtenidas fueron de 0.1-0.15 mg de peso húmedo total.  Las biopsias se 

picaron finamente con un bisturí en 100 l de amortiguador de Tris (Tris-HCl 25mM pH 

7.6 con DTT 5mM, EDTA  1mM y PMSF 1mM).  Posteriormente se homogenizaron en un 

tubo de vidrio con un vástago de teflón y se añadieron 400 µl extra de amortiguador.  Las 

muestras se centrifugaron a 14,000 rpm por 30 minutos.  Se recuperó el sobrenadante, 

se determinó proteína por el método de Lowry y se almacenó a -70°C hasta su uso. 

Para el análisis de proteínas por western blot se emplearon 0.05 mg de proteína. 

Para las reacciones enzimáticas se empleó 0.1 ml de muestra. 

 

Análisis de proteínas mediante el método de western blot (WB).  

Se cargaron 50 µg de proteína en un gel de SDS-PAGE al 12.5% de poliacrilamida y 

se electrotransfieron a membranas de PVDF (BioRad; Hercules, CA, USA).  

El ensayo de western blot se realizó incubando las membranas con anticuerpos 

monoclonales (dilución 1:1000) contra humano para las siguientes proteínas de interés: 

-tubulina, HIF-1, LDH-A, ATP-asa, ANT H-Ras, Her-2 y C-Myc (empleando el isotipo 

IgG de ratón como anticuerpo secundario); GLUT-1, HKI, HKII, 2-OGDH, Ki67 

(empleando el isotipo IgG de cabra como anticuerpo secundario); y COX-IV (empleando 

el isotipo IgG de conejo como anticuerpo secundario), todos de la marca Santa Cruz; 

CA, USA. 

Las bandas de hibridación se revelaron con la incubación de los anticuerpos 

secundarios correspondientes conjugados con peroxidasa de rábano (horseradish 

peroxidase, Santa Cruz; CA, USA) y se detectó la señal de la proteína con el sistema de 

detección ECL-plus (Amersham; Buckinghamshire, UK) de acuerdo con procedimientos 

previamente estandarizados [Gallardo-Pérez et al., 2009]. 

El análisis densitométrico se realizó con el software Scion Image (Scion Corp.; 

Frederic, MD, USA) y se normalizó contra el control de carga (- tubulina).  El valor en 
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pixeles se interpretó como porcentaje de expresión o porcentaje de intensidad de la 

banda con respecto a un control de carga (en este caso -tubulina: una proteína celular 

constitutiva), a la cual se le asignó siempre el valor de 100%. 

 

 Determinación de actividades de hexocinasa (HK) y lactato deshidrogenasa (LDH). 

Las mediciones se realizaron a 37°C y a pH7.4 para simular las condiciones 

fisiológicas en el citosol.  

La actividad de la HK se determinó espectrofotométricamente a 340 nm midiendo la 

formación de NADPH en una reacción acoplada a la enzima glucosa-6-fosfato 

deshidrogenasa (G6PDH).  El medio de reacción fue MOPS 50 mM, pH 7.4; 1 U de 

G6PDH, NADP 0.5 mM, MgCl2 15 mM, ATP 10 mM, 0.02-0.05 mg de proteína.  La 

formación de NADPH se disparó añadiendo glucosa 3 mM [Marín-Hernández et al., 

2006]. 

La actividad de la LDH se determinó midiendo la formación de NAD en un medio 

MOPS 50 mM, pH 7.4 en presencia de NADH 0.15 mM y 0.001-0.015 mg proteína.  La 

reacción se inició con la adición de piruvato 1 mM [Marín-Hernández et al., 2006]. 

 

 Análisis estadístico 

A partir de los resultados obtenidos se calcularon la media y el error estándar.  La 

significacia (p< 0.05) se determinó por un análisis de t de student empleando el 

programa Microsoft Excel versión 2007. 
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Resultados 

 

Se analizaron un total de 23 muestras de biopsias tumorales, una muestra 

correspondiente a un tumor filoides benigno y 5 muestras no tumorales de mama.  La 

edad de las pacientes fue de los 35 a los 75 años con un promedio de 50 años. La 

mayoría de las muestras correspondieron a tumores canaliculares infiltrantes con estadio 

tumoral III (Tabla 3).  La mayoría de estas muestras presentan un alto grado de 

desdiferenciación (medido con la escala Scarf Bloom Richardson (SBR) donde 1 es poco 

desdiferenciado y 9 es altamente desdiferenciado [Le Doussal, 1989]) (Tabla 3).  La 

expresión de los biomarcadores tradicionales (la siglas RH indican positividad a RE y 

RP; mientras que la sigla HER indica positividad a Her-2) es diferente a pesar del estadio 

tumoral y la histología de la muestra. 
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Tabla 3. Tabla comparativa de la histología y la expresión de biomarcadores canónicos en las 

muestras tumorales analizadas. 

No Ed Diagnóstico clínico Histología SBR RH Her Ki67 

1 44 Ca izq T2, N2a IIIA 
Ca lobulillar pleom dif 
sarcomatoide 

6 - - 30 

2 43 Ca der T3, N1  IIIA Canalicular infiltrante 9 - - 30 

3 53 Ca der T4b, N2a  IIIB Canalicular infiltrante 8 - + 20 

4 62 Ca der T3, N1 IIIA Ca ductal in situ alto grado   + + 0 

5 35 Ca izq T4B, N1 IIIB Canalicular infiltrante 5 + - 20 

6 38 Ca der T4b, N2a  IIIB Canalicular infiltrante 8 - - 40 

7 74 Ca der T4b, N2a IIIB Canalicular inf + infil a dermis 7 + - 10 

8 43 Ca izq T2, N0  IIA CDIS y foco sug de invasión   + - 10 

9 40 Ca der T4b, N1 IIIB 
Canalicular infil + PLV + inf a 
dermis 

5 + + 20 

10 58 Ca der T2, N1  IIB Canalicular inf c/ dif sarcomatoide 9 - - 80 

11 65 Ca izq T4B, N1  IIIB Canalicular infil + infil a dermis 6 + - 20 

12 52 Ca izq T3, N1  IIIA Canalicular infiltrante 8 - - 40 

13 44 Ca der T3, N1 IIIA Lobulillar infiltrante 3 + + 10 

14 44 Ca izq T4B, N2A  IIIB Canalicular infiltrante 9 - - 30 

15 39 Ca der T4C, N3C, Canalicular infiltrante 6 + + 40 

16 50 
Ca der T1c, N1, EC 
IIA 

Canalicular infiltrante 7 + + 30 

17 37 Ca der T2, N1, MX IIB 
Canalicular inf + lobulillar inf + 
CDIS 

5 + - 15 

18 34 Ca der T4D, N2A  IIIB Canalicular inf  NV . + 30 

19 49 Ca izq T4B, N3C, M1 Canalicular infiltrante 7 + + 15 

20 40 Ca izq T4C, N3C, M1 Lobulillar inf + infil a dermis 4 - + 30 

21 75 Ca izq T3N1MX  IIIA Canalicular if + in situ alto grado 4 + - 10 

22 47 
Ca izq T4B, N1, MX 
IIIB 

Canalicular inf + inf tejido cel 
subcut 

6 + - 10 

23 37 Ca izq T2, N1, MX IB Canalicular infiltrante 6 + - 30 

Abreviaturas: No= Número de muestra; Ed= edad de la paciente donde se obtuvo la muestra; 

SBR= Escala Scarf Bloom Richardson; RH= Receptores Hormonales; HER= Her-2 Ca der= Cáncer seno 

derecho; Ca izq= Cáncer seno izquierdo; T= clasificación del tamaño del tumor (la escala va del 1 al 4); N= 

dispersión a nódulos linfáticos (escala 1 al 3); MX=metástasis; I,II,IIIA y IIIB = estadios tumorales; Ca= 

canalicular;pleom=pleomiforme; dif=diferencial; inf=infiltrado; CDIS= cáncer ductal in situ; c/= con; cel= 

celular; subcut=subcutáneo. “+” indica la positividad a los RH y a HER mientras que “–“ indica expresión 

escasa o nula de éstos biomarcadores. La expresión de Ki-67 está dada en porcentaje.Datos aportados 

por el Banco de Tumores del INCAN. 
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Mediante la técnica de homogenización de tejidos descrita anteriormente se 

obtuvieron extractos con los que se evaluaron la expresión proteica de HIF-1α y de 

proteínas involucradas en el metabolismo energético (GLUT-1, HKI, HKII, LDH-A y 

mitocondriales COX-IV, subunidad F1 de la ATP-asa, ANT, 2-OGDH, GA), así como 

biomarcadores canónicos (Her-2, Ki67, H-Ras, C-Myc).  En paralelo se midió la actividad 

enzimática de HK y LDH mediante procedimientos establecidos en nuestro laboratorio 

[Marín-Hernández et al., 2006]. 

A partir de los datos obtenidos se comparó la relación en el incremento de la 

expresión de HIF-1α con el incremento de las proteínas analizadas y la actividad 

metabólica de HKII y LDH-A en muestras tumorales y muestras no tumorales. 

 

Expresión proteica de HIF-1 y enzimas glucolíticas. 

 

Los niveles de proteínas en este estudio se analizaron por inmunoensayos 

(western blot).  Para ello se emplearon anticuerpos específicos anti-HIF-1, -GLUT-1, -

HKI, -HKII y -LDH-A.  Estas enzimas se analizaron debido a su regulación positiva por 

HIF-1 además de que GLUT-1, HKI y HKII son enzimas que ejercen un mayor 

controlen la vía glucolítica (en conjunto cerca del 60% [Marín-Hernández et al. 2010]) 

mientras que LDH-A se encuentra sobre-expresada en la mayoría de los tumores [Marín-

Hernández et al. 2010]. 

Para comparar la expresión de las muestras tumorales contra el tejido no tumoral 

se empleó una doble normalización.  La primera normalización permitió asignar un 

porcentaje de expresión a una proteína de interés (de una muestra) estableciendo una 

relación de proporcionalidad con su control de carga, (asignándole al control de carga un 

valor del 100%).  La segunda normalización se realizó estableciendo una relación de 

proporcionalidad del porcentaje de expresión de las muestras tumorales contra el 

porcentaje de expresión de las muestras no tumorales; considerando a éstas como el 

100% 

En la figura 5 se observa un bandaje representativo del patrón de expresión de las 

muestras. Bajo las mismas condiciones de revelado, tiempo y sustrato 

quimioluminiscente las muestras tumorales mostraron una mayor intensidad para las 

bandas de HIF-1 (4,300%), HKI (160%) y LDH-A (400%), por otra parte las muestras 
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tumorales presentaron en promedio un incremento del 15% de GLUT-1.  La expresión de 

HKII únicamente se observó en tejido tumoral (97% de expresión respecto a α-tubulina). 

La alta expresión de HIF-1y la expresión de GLUT-1 en las biopsias se mantuvo 

presente en 21 de 23 muestras analizadas (91%), HKII mantuvo un patrón de expresión 

elevado en 20 de 23 muestras (87%), por último LDH se encontró expresada en las 23 

muestras (100%).  HKI se analizó tan solo en 17 muestras debido a la poca cantidad de 

proteína en algunas muestras.  El patrón de expresión en ésta proteína se presentó en 9 

de las 17 muestras analizadas (53%).  Las muestras no tumorales mantuvieron una 

expresión semejante en las 5 muestras analizadas, salvo la LDH-A en donde una 

muestra presenta una expresión mayor (88% respecto a α-tubulina) (dato no mostrado).  

En estas muestras, el contenido de HKI y HKII fue indetectable; en la sección de 

discusión se aborda la posible explicación molecular. 
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A Muestra no tumoral * Muestra tumoral * 

HIF-1α 
120 KDa  

 

5/5 

 

21/23 

GLUT-1 
55 KDa  

 

5/5 

 

21/23 

HKI 
120 KDa  

 

5/5 

 

9/17 

HKII   
100 KDa  

 

5/5 

 

20/23 

LDH-A 
35 KDa  

 

4/5 

 

23/23 

α-Tubulina 
55 KDa  

 

 

 

 

B 

 

Figura 5. Western blot de HIF1- y proteínas glucolíticas en muestras de tejido mamario normal y tumoral. 

A. Imagen representativa del ensayo donde*simboliza el número de muestras que presentan el patrón vs. 

el total de muestras analizadas. B. Análisis densitométrico (representado en porcentaje) de las imágenes 

obtenidas (n=23 en muestras tumorales salvo en HKI donde n=17 y n=5 en muestras sanas).  Se muestra 

el promedio de los resultados normalizados contra α-tubulina y posteriormente contra el tejido mamario no 

tumoral (barras blancas) el cual representa el 100% vs. el incremento de la proteína tumoral (barras 

moradas). *p<0.05 
.
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Análisis de actividades de HK y LDH 

 

Actividad enzimática de HK.  La actividad de la HK se determinó 

espectrofotométricamente en todas las muestras analizadas. 

La actividad enzimática de las muestras tumorales fue heterogénea, con una 

actividad promedio de 22 ± 5 (error estándar) mU/mg de proteína. El promedio de las 

muestras no tumorales presentó una actividad de 16 ±5 mU/mg de proteína (Tabla 4).  El 

análisis estadístico no indicó diferencia entre ambos grupos de muestras. 

 

Tabla 4. Actividad de la HK en tejido tumoral y en tejido no tumoral 

HK (mU/mg) 

Muestra tumoral Muestra no tumoral 

22 ± 5 

(23) 

16 ± 5 

(5) 

Se presenta el promedio ± el error estándar. 

Entre paréntesis se muestra el número de mediciones realizadas.  

p<0.05 

 

 

Posteriormente se analizó la relación entre la actividad enzimática de la HK y el 

patrón de expresión proteíca de la HKI y la HKII en muestra tumoral y en muestras no 

tumorales (datos nos mostrados).  Bajo este análisis no se encontró correlación entre el 

contenido de proteína y la actividad en HKI ni HKII en muestras tumorales como no 

tumorales.  El análisis estadístico no indicó diferencia entre ambos grupos de muestras. 

Actividad enzimática de LDH.  La actividad de la LDH se determinó 

espectrofotométricamente en todas las muestras analizadas. 

La actividad enzimática de las muestras tumorales fue heterogénea (Tabla 5) sin 

embargo tres muestras presentaron una actividad arriba de 700 mU/mg de proteína 

mientras que las 20 muestras restantes presentaron una actividad menor a 600 mU/mg 

de proteína. La actividad promedio de la LDH fue de 370±78 mU/mg de proteína (Tabla 

5).  El promedio de las muestras no tumorales fue semejante con una actividad de 474 

±196 mU/mg de proteína (Tabla 5). 
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Tabla 5: Actividad de la LDH en mama tejido tumoral y en tejido no tumoral 

LDH (mU/mg) 

Muestra tumoral Muestra no tumoral 

307 ±78 

(23) 

474 ± 196 

(5) 

Se presenta el promedio ± el error estándar. 

Entre paréntesis se muestra el número de mediciones realizadas. 

p<0.05 

 

Posteriormente se analizó la relación entre la actividad enzimática de la LDH y el 

patrón de expresión proteico de la LDH-A en muestra tumoral y en tejido sano (datos no 

mostrados).  Bajo este análisis no se encontró correlación entre el contenido de proteína 

y la actividad en LDH-A  en muestras tumorales ni en muestras no tumorales.  

 

Expresión proteica de enzimas mitocondriales. 

 

Los niveles de proteína de este estudio se analizaron por inmunoensayos 

(western blot). Para ello se emplearon anticuerpos específicos anti-COX-IV,-ATP-asa, -

ANT y 2ODGH.  Este estudio se centró en analizar puntos estratégicos en el 

metabolismo mitocondrial, analizando componentes de la cadena transportadora de 

electrones (COX-IV, ATP-asa y ANT), del ciclo de Krebs (2OGDH) y del metabolismo de 

la glutamina (GA). 

Para comparar la expresión de las muestras tumorales contra el tejido no tumoral 

se empleó una doble normalización. La primera normalización permitió asignar un 

porcentaje de expresión a una proteína de interés (de una muestra) estableciendo una 

relación de proporcionalidad con su control de carga, (asignándole al control de carga un 

valor del 100%).  La segunda normalización se realizó estableciendo una relación de 

proporcionalidad del porcentaje de expresión de las muestras tumorales contra el 

porcentaje de expresión de las muestras no tumorales; considerando a éstas como el 

100% 

La figura 6 presenta un bandaje representativo del patrón de expresión de las 

muestras.  Bajo las mismas condiciones de revelado, tiempo y sustrato 

quimioluminiscente las muestras tumorales mostraron mayor intensidad para la ATP-asa 

(incremento del 75%) y una menor intensidad de ANT (decremento del 90%) en 
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contraste con el tejido no tumoral.  La expresión de COX-IV y 2OGDH fueron bajas en 

las biopsias (7% y 15% de expresión con respecto a -tubulina, respectivamente). Tanto 

la isoforma K como la L de la GA no mostraron expresión en ninguno de los dos 

conjuntos de muestras (datos no mostrados). 

La expresión de ATP-asa en la muestra tumoral se mantuvo presente en 22 de 23 

muestras analizadas (96% de las muestras), la baja expresión de COX-IV se mantuvo en 

20 de 23 muestras (87%), al igual que ANT, la cual mostró una baja expresión en 18 de 

23 muestras (78%).  La expresión de 2OGDH se presentó en 15 de 23 muestras (65%) y 

GA siguió el mismo patrón en las 23 muestras (100%).  

Tanto la expresión de la ATP-asa y del ANT, como la nula presencia de COX-IV, 

2OGDH y GA (datos no mostrados) se presentaron en las 5 muestras de tejido sano 

analizadas (100%).  El análisis densitométrico de COX-IV y 2OGDH se realizó 

únicamente comparando el promedio de la expresión de éstas proteínas contra -

tubulina (Fig.6). 
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Figura 6: Western blot de proteínas involucradas en el metabolismo energético en muestras de tejido 

mamario normal y muestra tumoral. A.  Imagen representativa del ensayo donde * simboliza el número de 

muestras que presentan el patrón vs. el total de muestras analizadas. B.  Análisis densitométrico 

(representado en porcentaje) de las imágenes obtenidas (n=23 en muestras tumorales).  Se muestra el 

promedio de los resultados normalizados contra -tubulina y posteriormente contra el tejido mamario sano 

(barras moradas) el cual representa el 100% vs. el incremento de la proteína tumoral (barras negras). 

¤significa datos sin doble normalización. *p<0.05 
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Expresión proteica de biomarcadores canónicos. 

 

Los niveles de proteína para los biomarcadores canónicos o clásicos se 

analizaron de la misma forma que en los análisis previos.  Se emplearon anticuerpos 

específicos para anti-Her-2, -H-ras, -Ki67 y-C-Myc.  Her-2 es el único factor que 

analizamos que se encuentra validado como biomarcador en la clínica para cáncer de 

mama en México [INCAN, 2010].  Los otros biomarcadores se han incluido en 

numerosos estudios, sin embargo es necesario que se realicen un número mayor de 

estudios con estos biomarcadores para incluirlos en una validación estadística 

[Fitzgibbons et al., 2000]. 

El patrón de expresión de las bandas representativas de todas las muestras se 

observa en la figura 7.  Bajo las mismas condiciones de revelado, tiempo y sustrato 

quimioluminiscente la muestra tumoral mostró mayor intensidad de las bandas de Her-2, 

Ki67 y C-Myc en muestras tumorales contra una nula expresión en muestras no 

tumorales.  H-Ras no mostró expresión en ninguno de los dos grupos de muestras 

(datos no presentados). 

Debido a la poca cantidad de proteína en algunas muestras, estas proteínas se 

analizaron en 16 muestras del total (23).  La expresión de Her-2 en tejido tumoral se 

mantuvo presente en 12 de 16 muestras analizadas (75% de las muestras), Ki67 en 13 

de 16 (81%) y C-Myc en 15 de 16 (94%).  H-Ras mostró una nula expresión en 16 de las 

16 muestras analizadas (100%). 

Contrastantemente Her-2, Ki67 y C-Myc no presentaron expresión en ninguna de 

las muestras no tumorales. 

El análisis densitométrico reveló un incremento de la Her-2 de un 90%, de Ki67 

del 130% y de C-Myc de 80% con respecto a tubulina en muestras tumorales. 
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Figura 7: western blot de proteínas empleadas como marcadores canónicos en muestras de tejido 

mamario no tumoral y muestras tumorales. A.  Imagen representativa del ensayo donde * simboliza el 

número de muestras que presentan el patrón vs. el total de muestras analizadas. B.  Análisis 

densitométrico de las imágenes obtenidas (n=16 en muestras tumorales). 
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Tumor filoides benigno 

 

Dentro de las biopsias analizadas una de las muestras correlacionó con un tumor 

filoides benigno (el cual tiene potencial para desarrollar malignidad).  La expresión de 

proteínas de este tejido se analizó de la misma forma que las muestras anteriores 

(western blot); empleando los mismos anticuerpos para las proteínas glucolíticas (salvo 

la HKI) y las proteínas mitocondriales.  Se presentan los porcentajes de expresión 

respecto a α-tubulina para cada uno de los conjuntos de muestras (Fig. 8). 

HIF-1 y proteínas glucolíticas.  El patrón de expresión de las muestras se 

observa en la figura 8.  Bajo las mismas condiciones de revelado, tiempo y sustrato 

quimioluminiscente la muestra tumoral benigna mostró una baja intensidad con respecto 

a -tubulina para las bandas de HIF-1 (7%), GLUT-1 (6%) y HKII (2%).  No se observó 

expresión en eI caso de la LDH-A.  

En el tejido filoides benigno las cantidades de proteína de HIF-1α y de HKII son 

semejantes a la del tejido normal (menores a 10%) contrastando con las muestras 

tumorales (mayor al 100%).  La expresión de GLUT-1 fue baja, diferenciándose de la 

expresión dela muestra no tumoral y la muestra tumoral.  Respecto a la LDH no se 

encontró expresión alguna en el tejido benigno mientras que las muestras no tumorales 

tienen una expresión menor al 50% y las nuestras tumorales mostraron una expresión 

mayor al 100%. 

La muestra benigna mostró una actividad de HK semejante a las muestras 

tumorales y a las muestras no tumorales (9 mU/mg de proteína), mientras que la LDH 

presentó una actividad de 291 mU/mg de proteína, semejante a la actividad de las 

muestras tumorales. 

Proteínas mitocondriales.  El patrón de expresión de las bandas representativas 

de todas las muestras se observa en la figura 9.  Bajo las mismas condiciones de 

revelado, tiempo y sustrato quimioluminiscente la muestra tumoral benigna no mostró 

intensidad de COX-IV; la ATP-asa y la 2OGDH mostraron una intensidad mayor (42% y 

38% respectivamente) mientras que el ANT mostró una intensidad menor (6%) con 

respecto a -tubulina.  

Biomarcadores canónicos.  Debido a la poca cantidad de muestra únicamente se 

pudieron evaluar las enzimas glucolíticas (salvo HKII) y mitocondriales (salvo la GA); los 

biomarcadores canónicos no pudieron evaluarse. 
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Figura 8.  Western blot de HIF1 y proteínas glucolíticas en muestras de tumor filoides benigno, tejido 
mamario no tumoral y muestras  tumorales. A.  Imagen representativa del ensayo donde * simboliza el 
número de muestras que presentan el patrón vs. el total de muestras analizadas. B.  Análisis 
densitométrico de las imágenes obtenidas (n=23 en muestras tumorales, salvo en HKI donde n=17, n=5 en 
muestras no tumorales y n=1 en tumor filoides benigno.  Se muestra el promedio de los resultados ± 
desviación estándar. 
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Figura 9. Western blot de proteínas involucradas en la fosforilación oxidativa en muestras de tumor filoides 
benigno, tejido mamario no tumoral y muestras tumorales. A. Imagen representativa del ensayo donde * 
simboliza el número de muestras que presentan el patrón vs. el total de muestras analizadas. B. Análisis 
densitométrico de las imágenes obtenidas (n=23 en muestras tumorales, n=5 en muestras no tumorales y 
n=1 en tumor filoides benigno).  
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Discusión 

 

Los biomarcadores canónicos (Her-2, RP y RE) empleados en el cáncer de mama 

son poco exitosos para seleccionar un tratamiento debido a 1) su baja expresión a nivel 

poblacional (i.e. como es el caso de Her-2 cuya expresión se encuentra alrededor del 

20% de los tumores mamarios) y 2) su baja respuesta ante terapias convencionales (i.e. 

la mayoría de los biomarcadores analizados en la tabla 1 no presentan una modificación 

en su nivel de expresión tras un tratamiento convencional (quimioterpia y/o radioterapia) 

y el 11% de las muestras positivas a RE y RP no responden a la terapia hormonal 

[Pérez-Sánchez et al., 2008]); y 3) al analizarlos individualmente no son eficientes como 

factor predictivo [Lari, 2001] (i.e. se ha observado una sobre-expresión de Her-2 en 

cáncer de ovario, gástrico, colon y pulmón, semejante al cáncer de mama [Hynes y 

Stern, 1994])  Por otro lado los RE y RP se han visto sobre-expresados en tumores de 

ovario y cérvix [Anderson, 2002]. 

Una explicación radica en que las mutaciones o sobre-expresiones de estos 

biomarcadores no se presentan necesariamente al mismo tiempo en todos los pacientes 

(dependen de las mutaciones presentes en cada individuo) [Vogelstein y Kinzler, 2004].  

Adicionalmente, en la práctica clínica se han seleccionado principalmente biomarcadores 

relacionados a características de proliferación (ciclinas, ki-67, C-Myc) o bien, receptores 

celulares que no siempre se expresan en todos los pacientes (receptores de crecimiento 

de la familia erb2 (GFR, Her-2), RE y RP),  

En la actualidad se sigue considerando buscar el “biomarcador estrella en 

cáncer”.  Sin embargo la confiabilidad de este “biomarcador estrella” no puede ser alta, 

debido a que una sola molécula es incapaz de reflejar todos los procesos que ocurren 

durante la progresión tumoral [Revisado en Rodríguez-Enríquez et al., 2001].  Nuestro 

grupo de investigación busca promover el análisis en conjunto de diferentes vías 

involucradas en los procesos de desarrollo y malignidad tumoral a diferentes niveles: 

genómico, proteómico, cinetómico y metabolómico, para establecer una idea más clara 

de la dinámica tumoral.  Las críticas al análisis de moléculas individuales evaluadas 

mediante una sola técnica y a la búsqueda del único biomarcador “estrella” se discuten 

con más profundidad en un artículo publicado por nuestro grupo de trabajo (Apéndice 1) 

en el cual colaboré [Rodríguez-Enríquez, et al., 2001]. 

Con base en lo anterior se realizó una búsqueda de biomarcadores en el 

metabolismo energético tumoral en vista de que 1) es una de las 10 características 
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reportadas que comparten los tumores [Hannahan y Weinberg, 2011], pero es la única 

característica general compartida por todos los tumores sólidos que desarrollan hipoxia 

[Revisado en Moreno-Sánchez et al., 2007]; 2) es una condición que se desarrolla en 

fases iniciales del tumor y continúa hasta la metástasis; 3) es una característica que 

precede a la formación de un tumor [Hannahan y Weinberg, 2011]; 4) este proceso 

presenta repercusiones a largo plazo (i.e. formación de un pH ácido en el microambiente 

celular) que le permite al tumor sólido invadir tejido sano y, 5) se puede evaluar 

directamente la expresión y la función de las enzimas metabólicas en comparación con 

un análisis genético.  Un análisis genético solo brinda información sobre la expresión del 

gen, bajo éste análisis no es posible saber si el mensajero se codificará en una proteína 

funcional en la vía metabólica [Rodríguez-Enríquez et al, 2011]. 

La búsqueda de biomarcadores en el metabolismo energético tumoral se presenta 

como una alternativa para poder ofrecer un perfil de biomarcadores que permitan una 

mejor detección de la presencia de células cancerosas.  Esto con la intención de 

mejorar, además de la detección, el pronóstico y, posteriormente, el tratamiento. 

El presente estudio es un análisis prospectivo de un número limitado de muestras 

tumorales (n=23) por lo que no es posible realizar un análisis estadístico que pueda 

indicarnos una diferencia clara a nivel poblacional (i.e. es necesario un tamaño muestral 

de al menos 100 individuos para poder realizar un análisis a nivel poblacional [Milton y 

Tsokos 2001]).  A pesar de lo anterior este estudio ofrece una tendencia inicial de los 

biomarcadores metabólicos que pueden ser de utilidad en el diagnóstico del cáncer; los 

cuales fueron identificados mediante un análisis de t de student. 

 

HIF-1 tiene alto potencial para ser empleado como biomarcador. 

 

Diversos estudios han documentado la relación entre HIF-1 y la malignidad 

tumoral.  Un estudio inmunohistoquímco realizado en el 2001 analizó la relación de la 

expresión de HIF-1 y la malignidad tumoral en biopsias de mama tanto no tumorales 

como en diversos estadios tumorales, correlacionando el incremento en la proteína HIF-

1 con la malignidad del tumor [Bos et al., 2001]. 

Este estudio analizó proteínas mediante la técnica de western blot, una técnica 

más sensible que los análisis inmunohistoquímicos debido a que permite detectar con 

mayor especificidad una proteína sin las interferencias que se puedan deber a la 
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permeabilización de la membrana celular y de organelos.  Este estudio concluyó que 

HIF-1 es un biomarcador potencial para el cáncer de mama.  En efecto, nuestro estudio 

determinó que en 21 de 23 muestras tumorales analizadas (más del 90%) se presentó 

una expresión mayor (un promedio de 4,300%) respecto a las muestras no tumorales.  

Este valor correlaciona con otros estudios, donde la expresión de éste biomarcador en 

tumor mamario es alta en comparación con tejido mamario sano (se ha reportado un 

incremento de HIF-1 en un 15% en tejido tumoral vs. 0% en tejido no tumoral y tumoral 

benigno [Bos et al., 2001]; otro estudio ha reportado la expresión de HIF-1 del 19% en 

tumores en estadios iniciales y del 69% en tumores metastásicos en comparación con un 

0% en tejido no tumoral y tumores benignos [Zhong et al., 2011]).  Sin embargo, es 

importante no considerar a HIF como el único biomarcador indicativo de la presencia de 

células tumorales ya que se ha visto que HIF-1α se encuentra estabilizado en otras 

patologías (preeclampsia, diabetes, inflamaciones, isquemias y psoriasis [Brahimi-Horn y 

Pouysségur, 2009]) por lo que no es suficiente para ser considerado como biomarcador 

único; debe ser propuesto como biomarcador en conjunto con proteínas metabólicas y 

biomarcadores establecidos para una mejor y más eficiente detección del cáncer de 

mama. 

 

Las enzimas glucolíticas se encuentran sobre-expresadas en tumores. 

 

El análisis de HIF-1 en asociación con proteínas glucolíticas y mitocondriales y la 

combinación de los biomarcadores actuales, no se ha estudiado ni propuesto como 

estrategia para mejorar la detección de cáncer en biopsias de pacientes a pesar de que 

se ha observado la sobre-expresión de enzimas involucradas en el metabolismo 

energético (i.e transportadores de glucosa, hexocinasas, anhidrasa carbónica), las 

cuales son reguladas por HIF-1[Goonewardene, 2001].  Adicionalmente, se sabe que 

la hipoxia modifica la dinámica de la FO (PDK, COX-IV, ATP-asa y ANT) [Solaini et al., 

2010].  La importancia de evaluar proteínas metabólicas; glucolíticas y mitocondriales 

como biomarcadores radica en que 1) tanto la glucólisis como la FO son vías 

modificadas en todas las células tumorales [Moreno-Sánchez et al., 2007] y 2) esta 

modificación se incrementa durante la hipoxia [Solaini et al., 2010], como consecuencia 

del efecto Warburg.  En este trabajo se analizó la expresión por western blot de las 

enzimas glucolíticas que ejercen el mayor control de flujo metabólico: GLUT-1, HKI y 
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HKII [Marín-Hernández et al., 2010]; y una enzima la cual se encuentra sobre-expresada 

en la mayoría de los tumores (LDH-A) [Marín Hernández et al., 2006]. 

GLUT-1.  A pesar de encontrarse expresada en casi todas las muestras tumorales 

(21 de 23 muestras presentaron una expresión alta (arriba del 100% con respecto a -

tubulina )) su expresión fue semejante a la de las muestras no tumorales (las muestras 

tumorales presentaron un incremento promedio del 15% de GLUT1), por lo que hace 

falta un estudio con un número mayor de muestras para considerar a esta enzima como 

biomarcador.  El análisis de t de student no mostró diferencia significativa entre los dos 

conjuntos de muestras. 

Sin embargo se ha reportado que GLUT1 únicamente se expresa en el 50% de 

los tumores mamarios [Younes et al., 1995; Binder et al., 1997; Kang et al., 2002].  

Además es conocido que las células tumorales incrementan su transporte de glucosa por 

lo que la expresión semejante de GLUT-1 en ambos grupos de muestras pueda deberse 

a: a la sobre-expresión de otras isoformas del transportador [Younes et al., 1995], como 

por ejemplo GLUT-3 que es más afín a la glucosa y se sobre-expresa en condiciones 

hipóxicas, por lo que un análisis más profundo de estas isoformas debe considerarse. 

HK.  Las isoformas analizadas en este estudio (-I y –II) se sobre-expresaron en 

tejido tumoral.  La expresión de HKI fue un 60% mayor en tejido tumoral en un 50% de 

las muestras analizadas, mientras que la expresión de HKII fue del 100% respecto al 

control de carga (-tubulina) en un 85% de las muestras tumorales.  Para esta isoforma 

no se observó expresión en las muestras no tumorales.  

La hexocinasa presenta 4 isoformas y es altamente probable que la expresión de 

alguna de éstas isoformas en tejido no tumoral deban darse con mayor intensidad, sobre 

todo las isoformas (isoforma -III y -IV) que no estén reguladas por HIF-1[Smith, 2000]. 

Como un control adicional para confirmar la ausencia de expresión de HKII en 

muestras no tumorales se reveló ésta enzima por tiempos mayores (las placas fueron 

expuestas durante 2 horas en comparación con exposición de 1 minuto) para detectar su 

expresión.  Sin embargo no hubo expresión de ésta enzima. Por otro lado la HKI, 

revelada a tiempos largos (2 horas de exposición de placas), pudo detectarse en 

muestras de tejido sano pero en un porcentaje bajo (alrededor del 10% con respecto a 

su control de carga (datos no mostrados)).  Se ha visto que la isoforma predominante en 

tumores de mama es HKII [Marín-Hernández et al., 2009].  Lo anterior podría indicar que 

las HKs tumorales son predominantes y pueden funcionar como biomarcadores de 

cáncer. 
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LDH Por último, la LDH se encuentra altamente expresada en tejido tumoral 

(aumentó en un 400% respecto al tejido no tumoral) y su presencia fue del 100% de las 

muestras analizadas, lo que la sitúa como un biomarcador potencial.  Dada su función en 

la acidificación extracelular, también esta enzima ha sido estudiada en otros tipos 

tumorales (hígado, cerebro, cuello, útero) y se ha reportado la sobre-expresión de ésta 

enzima en tumores mamarios [Revisado en Marín-Hernández et al., 2009].  Otros 

estudios han encontrado un incremento de ésta proteína en regiones hipóxicas de 

tumores vs. regiones oxigenadas [Rademakers et al,, 2011].  De igual forma se ha 

encontrado esta proteína incrementada en sueros de pacientes con tumores en estadios 

tumorales avanzados en comparación con individuos sanos o pacientes que se han 

curado de cáncer [Díaz-Lagares et al., 2011],  Inclusive se ha relacionado la expresión 

de esta proteína con pacientes con Her-2 sobre-expresado [Mojtahedi et al., 2011], lo 

que incrementa su potencial como biomarcador. 

Estas proteínas glucolíticas reflejan el ambiente hipóxico tumoral y su sobre-

expresión es el resultado de las características propias del tumor por lo que pueden ser 

explotadas no solo para la identificación de células tumorales, sino también para el 

diseño de estrategias terapéuticas [Semenza, 2008; Rodríguez-Enríquez et al., 2011]. 

 

Actividad enzimática hetereogénea 

 

Al analizar un fenómeno con un alto número de vías modificadas, como es el 

cáncer, es necesario tener en cuenta que evaluar un sólo proceso de éstas vías (i.e. 

transcripción, traducción) mediate una sola técnica (i.e. PCR, western blot) reflejará un 

dato incompleto si no se evalúa la funcionalidad de la proteína [Rodríguez-Enríquez, et 

al., 2011].  Es importante al estudiar proteínas del metabolismo energético, además de 

realizar un análisis proteómico, evaluar la actividad de éstas enzimas. Basándonos en 

este planteamiento se analizaron las actividades de la HK (por ser un importante punto 

de control en la vía glucolítica) y LDH (cuya sobre-expresión se encuentra presente en 

diversos tumores [Marín-Hernández et al., 2009], además de ser la enzima responsable 

de la degradación de piruvato en condiciones anaerobias [Semenza, 2010]).  Además 

ambas proteínas son reguladas por HIF y se encuentran sobre-expresadas en tumores 

mamarios [Revisado en Marín-Hernández 2009].  Las actividades de éstas enzimas 

fueron comparadas con el perfil de expresión proteica entre muestras tumorales y no 

tumorales.  La información en ciencia básica que puede aportar el análisis de la actividad 
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enzimática es importante para el conocimiento de la fisiología del tumor.  Sin embargo la 

actividad enzimática no puede ser considerada una estrategia para determinar un 

biomarcador en los análisis clínicos rutinarios debido a las dificultades en su 

estandarización y al incrementado costo que representa su evaluación. 

Los resultados de la actividad enzimática de ambos conjuntos de muestras de 

éste estudio fueron heterogéneos y no correlacionaron ni con la expresión proteica de 

HK ni de LDH en muestras tumorales, como tampoco en muestras no tumorales.  

Además de la heterogeneidad de las muestras, ambos grupos (muestras tumorales y no 

tumorales) no mostraron actividades enzimáticas diferentes. Aún así, hay estudios donde 

se encuentran diferencias significativas en las actividades de éstas enzimas entre tejidos 

no tumorales y tumorales en biopsias de mama [Balinsky et al., 1983; Szutowicz et al., 

1979].  Probablemente el almacenamiento en N2 líquido afecta las actividades de estas 

enzimas por lo que controles posteriores deben realizarse. 

Estos resultados indican que el análisis de la actividad enzimática no puede ser 

un buen biomarcador de rutina; sin embargo, y respecto a la ciencia básica, es necesario 

profundizar en este tipo de estudios, pues resultará benéfico y esclarecedor el tener 

descritos y caracterizados todos los componentes de una función biológica determinada 

en condiciones tanto fisiológicas como patológicas, enfatizado los cambios relevantes 

que presentan [Rodríguez-Enríquez et al., 2011]. 

 

Las enzimas del metabolismo energético mitocondrial no presentan cambios 

considerables. 

 

El planteamiento de una mitocondria disfuncional en cáncer (como proponía la 

hipótesis de Warburg) ha sido cuestionado por diversos grupos de trabajo [Rodríguez-

Enríquez et al., 2010; Nagrath et al., 2011; Bellance et al., 2009] lo que ha propiciado un 

incremento en el número de estudios donde evalúan la función de la hipoxia sobre la 

mitocondria tumoral [Papandreou et al., 2006; Fukuda et al., 2007; Rodríguez-Enriquez 

et al., 2010] o modificaciones mitocondriales en tumores para encontrar un biomarcador 

(i.e. como es el análisis de las mutaciones del mtADN en tumores [Radpour, 2009]).  

Debido a que nuestro grupo de investigación ha evaluado actividades enzimáticas 

mitocondriales en tumores, este trabajo analizó proteínas de la FO y del ciclo de Krebs 

en biopsias de cáncer de mama y muestras no tumorales para su evaluación como 

posibles biomarcadores, debido a su importancia para el aporte de ATP en tejido sano 
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como en algunos tipos tumorales [Huang et al., 2008].  El estudio incluyó únicamente la 

evaluación dela expresión proteica por western blot debido a que la cantidad de la 

biopsia no es suficiente para medir actividad. 

COX-IV. Se ha reportado que HIF-1α disminuye de manera indirecta la expresión 

de COX-IV 1, mientras que incrementa la expresión de COX-IV 2 [Fukuda 2007].  En 

este trabajo se analizó la isoforma 1 de la COX-IV por lo que es necesario considerar a 

la isoforma 2 en futuros análisis.  En este estudio no se encontró expresión de esta 

proteína tanto en tejido no tumoral ni en tejido tumoral.  Esto puede deberse a que la 

muestra presenta poca cantidad de ésta proteína en particular para poder ser analizada 

por lo que se requeriría un mayor tiempo de exposición de las muestras durante el 

revelado o bien puede estarse expresando otra isoforma de dicha proteína.  

GA.  La nula presencia de las isoformas K y L de la GA pueda deberse a la poca 

cantidad de proteína presente en las muestras, por lo que se requerirá un mayor tiempo 

de exposición de esta muestra durante el revelado (como sucede con la COX-IV).  Sin 

embargo se ha reportado la presencia de esta enzima en líneas celulares tumorales 

como cérvix y mama [Rodríguez-Enríquez et al., 2010; Reitzer 1979], aunque estos 

resultados no correlacionaron con lo observado en este estudio.  La ausencia de 

correlación puede deberse a que al estudiar biopsias existan factores que modifiquen la 

expresión de éstas proteínas que un modelo de líneas celulares no pueda mimetizar 

completamente.  

ATP-asa.  La expresión de la ATP-asa en muestras tumorales es un 80% mayor 

que en las muestras no tumorales y esta expresión se mantuvo en más del 95% de las 

muestras tumorales.  Al igual que la HKI, esta enzima no se expresa en el mismo 

porcentaje de magnitud en comparación con HKII, LDH o HIF-1sin embargo la alta 

permanencia de ésta característica llama la atención.  Su expresión  correlaciona con 

estudios donde se a observado un incremento de la ATP-asa en cáncer mamario tanto 

en tumores, como en líneas celulares [Huang et al., 2008; Pan et al., 2011]. 

ANT.  En el caso del ANT se observa una disminución de casi el 90% en las 

muestras tumorales respecto a las muestras no tumorales y este patrón se presentó en 

cerca del 80% de las muestras tumorales. ANT fue la única proteína en este estudio que 

presentó una disminución en su expresión en muestras tumorales.  Su baja expresión 

puede ser considerada como indicador de cáncer, aunque hacen falta estudios con un 

mayor número de muestras para validarlo.  Por ejemplo en los análisis de firmas 

genéticas como es el Mamaprint tanto el aumento como el decremento de mRNA 
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específicos aporta información sobre el pronóstico [van 't Veer et al., 2002].  Por otra 

parte una nula expresión en los biomarcadores clásicos (RE, RP, Her-2) se relacionan 

con fenotipos más malignos [Irvin y Carey. 2008].  Sin embargo, no se ha propuesto esta 

proteína como biomarcador en ningún tipo de tejido. 

2-OGDH.  2-OGDH se encuentra levemente expresada en la mayoría de las 

muestras tumorales (expresión menor al 10% respecto a -tubulina en un 65% de las 

muestras), sin embargo en el 35 % restante de las muestras su expresión es alrededor 

del 100% con respecto a -tubulina (datos no mostrados).  Este último dato correlaciona 

con otros trabajos [Rodríguez-Enríquez et al., 2010] donde se encontró expresión de 

ésta enzima.  Por otra parte no se observa expresión en las muestras de tejido no 

tumoral.  La diferencia de porcentajes de expresión dentro de la misma muestra puede 

estar relacionada con la malignidad tumoral, con la expresión de algún biomarcador 

canónico (Her-2, RE, RP) o con la baja expresión de estos biomarcadores (fenotipo triple 

negativo).  Correlacionar proteínas con biomarcadores canónico es una estrategia que 

se ha empleado para proteínas como ki-67 y C-Myc [Lari y Kuerer, 2011].  Al igual que el 

ANT, la 2-OGDH no se ha propuesto como un biomarcador en ningún tipo de cáncer por 

lo que analizar estas proteínas es un tema novedoso.  

 

Los biomarcadores canónicos se encuentran sobre-expresados en las muestras 

tumorales. 

 

El analizar biomarcadores canónicos en este estudio permite validar nuestros 

resultados al contrastar la expresión de éstas proteínas por la técnica de WB con la 

expresión reportada en otros estudios.  Por otro lado la validación de estos 

biomarcadores apoya el empleo de proteínas glucolíticas y/o mitocondriales.  Bajo esta 

perspectiva se analizaron Her-2 (un biomarcador empleado rutinariamente para la 

elección del tratamiento), Ki-67, H-Ras y C-Myc (marcadores en proceso de validación), 

pero que se emplean en estudios de rutina [Rodriguez Enriquez , 2011]. 

Las muestras no tumorales analizadas en este estudio no presentaron expresión 

de Her-2, ki-67 ni C-Myc.  Por otro lado el porcentaje de expresión de éstos 

biomarcadores en las muestras tumorales fue de 80 % (C-Myc), 90% (Her-2) % y 140 

(ki-67).  La presencia de éstos biomarcadores en este estudio fue de 75% (Her-2), 81% 

(ki-67) y 94% (C-Myc).  En la clínica se considera positiva un biomarcador a partir de que 

éste presenta una expresión del 5% (C-Myc) hasta el 30% (Her-2) y su presencia a nivel 
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poblacional va del 10% (Her-2) al 60% (Her-2, C-Myc) [Pérez-Sánchez et al., 2008; 

Yerushalmi et al, 2010; Lari y Kuerer, 2011].  Esto se debe en gran parte a que el 

análisis inmunohistoquímico que se realiza con este marcador en biopsias de cáncer de 

mama da porcentajes menores al compararse con técnica de WB, técnica que es 

considerada de mayor sensibilidad para detectar proteínas.  El resultado obtenido en 

este trabajo refuerza la propuesta de emplear a HIF-1α y enzimas glucolíticas como 

posibles biomarcadores.   

H-Ras.  Por otro lado H-Ras tuvo una nula expresión en muestras tumorales al 

igual que en muestras no tumorales (datos no mostrados).  El planteamiento que se 

empleó para discutir la auscencia de COX-IV puede emplearse en este caso: la muestra 

puede presentar poca cantidad de ésta proteína en particular para poder ser analizada 

por lo que se requeriría un mayor tiempo de exposición durante el revelado o bien puede 

estarse expresando otra isoforma de dicha proteína como K-Ras o N-Ras las cuales 

también se han observado sobre-expresadas en otras líneas tumorales y en cáncer de 

mama [Malaney, 2001]. 

El analizar a la par proteínas del metabolismo energético con biomarcadores 

canónicos permite estandarizar un control que valide las proteínas glucolíticas como 

biomarcadores potenciales.  Estos estudios podrán a la larga ser considerados en los 

análisis rutinarios, sobre todo en situaciones donde los biomarcadores canónicos no den 

un panorama esclarecedor como puede ser: 1) la expresión del biomarcador por debajo 

del umbral de corte, 2) la posibilidad de falsos positivos o negativos, 3) el fenotipo 

tumoral triple negativo (i.e. muestras tumorales cuya expresión de RE, RP y Her-2 sea 

baja).  Sin embargo no es conveniente analizarlos de manera individual, sino 

considerando toda una firma de expresión protéica (ej. Biomarcadores canónicos + 

metabólicos + proliferativos + antiapoptóticos, etc). 

 

El tumor benigno presenta un patrón de expresión diferente a la muestra tumoral y 

a la muestra no tumoral. 

 

Durante el desarrollo de este estudio se analizó una muestra cuyo análisis inicial 

indicaba un fenotipo tumoral maligno.  El análisis histopatológico posterior confirmó que 

esta muestra correspondía a un tumor filoides benigno.  Este tipo de tumores presentan 

las siguientes características: su frecuencia es baja en la población, presentan una 

estructura foliada (tipo hoja), tiene un diámetro mayor a 5 cm y presenta potencial para 
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ser maligno [Tse, et al., 2010].  Al ser un tumor benigno suponemos que la expresión de 

las proteínas analizadas diferirá de las muestras tumorales y de las muestras no 

tumorales.  La comparación de esta muestra con las muestras tumorales y no tumorales 

arrojaron las siguientes diferencias: 1) La baja expresión de HIF-1α y proteínas 

glucolíticas en esta muestra corrobora con estudios previos donde se ha observado poca 

o nula expresión de éstas proteína en tumores benignos. [Bos, 2001; Rudlowski et al., 

2004; Bailinski et al., 1984].  2) La nula expresión de COX-IV es semejante en los tres 

grupos de muestras.  Por su parte la expresión de la ATP-asa fue semejante en 

muestras tumorales mientras que la expresión del ANT fue semejante a las muestras no 

tumorales.  3) Por último la expresión de 2OGDH fue mayor que en muestras tumorales. 

La importancia de analizar la expresión de biomarcadores en tumores benignos (con 

atención especial a tumores con potencial de desarrolllar una mayor malignidad) 

permiten identificar los cambio que presenta un tumor a lo largo de su desarrollo [Bos, 

2001; Rudlowski et al., 2004].  Al ser diferente el patrón de expresión contra las muestras 

no tumorales se demuestra que estas enzimas no sólo pueden ser empleadas como 

biomarcadores diagnóstico, sino como biomarcadores prognósticos.  Sin embargo estos 

resultados son de una muestra única, es necesario realizar un análisis con un número 

mayor de muestras pero de seguir presentando un patrón semejante podría apoyar el 

empleo de proteínas metabólicas como biomarcadores pronóstico.  

 

Validación del análisis de múltiples biomarcadores. 

 

Esta tesis derivó a partir de un estudio piloto impulsado por el INCAN y el INC.  Al 

ser un estudio prospectivo los resultados obtenidos sirven para promover estudios 

posteriores bajo la idea de analizar diferentes vías del fenotipo tumoral.  Debido al 

número limitado de muestras analizadas en esta tesis, resultados concluyentes no 

pueden ser propuestos ya que no hay suficientes muestras para aportar información 

significativa a nivel poblacional (i.e. cuantificar el nivel de expresión de una proteína para 

establecer un punto de corte para un biomarcador determinado que ayude en la 

diagnosis).  En este sentido es importante continuar con un estudio a mayor profundidad, 

empleando un número mayor de muestras tanto tumorales como no tumorales.  Sin 

embargo, los resultados obtenidos de este trabajo marcan una pauta para dirigir 

investigaciones posteriores sobre este tema. 
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Este trabajo aportó información relacionada al empleo de una firma de 

biomarcadores en cáncer; el cual se propone como una combinación de varios 

marcadores biológicos de diferentes vías alteradas en esta enfermedad [Rodríguez-

Enríquez et al., 2011] como son la angiogénesis, la proliferación, la metástasis, el 

metabolismo energético modificado, etc.  

Esta firma global, incluyendo HIF-1α, y algunos de sus blancos glucolíticos, en 

combinación con los biomarcadores canónicos pueden ofrecer una mejor alternativa 

para: 1) la identificación de presencia de células cancerosas; 2) el pronóstico del 

desarrollo del cáncer; 3) la detección de blancos antineoplásicos contra células 

tumorales y, 4) la eficacia ante un tratamiento.  Todavía falta explorar otras vías 

tumorales alteradas (proliferación, angiogénesis, metástasis, oncogenes), sin embargo 

trabajos enfocados en estos estudios abren la puerta para futuras investigaciones al 

respecto para que, en un futuro las decisiones clínicas en torno al cáncer se realicen 

tomando en cuenta un panorama más amplio de las vías que están involucradas en el 

desarrollo del fenotipo tumoral. 
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Conclusiones 

 

 HIF-1α presentó una alta expresión de 4,300% en 21 de las 23 muestras 

analizadas con respecto al tejido sano, por lo que es un biomarcador confiable. 

 El aumento en la expresión de HKI, HKII y LDH-A correlacionó con una alta 

actividad enzimática (1-25 y 30-100 mU/mg proteína para HK y 307±78 mU/mg 

proteína para LDH) en muestras tumorales. 

 Los niveles de expresión de enzimas mitocondriales no permite identificar un 

biomarcador. 

 Los biomarcadores Her-2, ki67 y C-Myc no se detectaron en tejido sano y se 

expresaron importantemente en el tejido tumoral. 

 Con base en lo anterior es posible proponer un perfil inicial de expresión proteica 

para el cáncer de mama en el INCan que conste de las siguientes proteínas: 

 HIF-1α  + HKI + HKII + LDH + Her-2 + Ki67 + C-Myc 
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