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Resumen— El Cancer de Mama (CaMa) es la neoplasia mas
frecuente en la mujer a nivel mundial, y la metastasis la
primera causa de fallecimiento en los pacientes con cancer. La
deteccion oportuna de Células Tumorales Circulantes (CTC)
representa una posibilidad de prevenir procesos metastasicos y
recidivas durante el tratamiento del CaMa. Nuestro grupo de
investigacion propone una nueva tecnologia para la deteccion
de CTC por medio de mediciones de espectroscopia de
bioimpedancia asistida con nanoparticulas magnéticas
acopladas con anticuerpos que reconocen proteinas de
superficie (nanosondas). Como un primer paso, el objetivo de
este trabajo fue evaluar la expresién relativa de tres genes:
Her-2, EpCAM y Muc-1, en tres lineas celulares de CaMa, los
cuales codifican para proteinas de superficie que podrian
representar blancos de nanosondas. Los resultados indican que
los genes estudiados presentan una expresion relativa
diferenciada, mayor para EpCAM y Muc-1, por lo que en
nuestro estudio las proteinas para las que codifican tales genes
representan los mejores candidatos a blancos de nanosondas.
Un primer experimento de incubaciéon de nanosonda “anti-
EpCAM - Nanoparticula Magnética” con células cancerigenas
de la linea MCF-7, mostréo la viabilidad de emplear tal
marcador molecular como blanco de nanosondas con
propiedades magnéticas.

Palabras clave— expresion relativa, lineas celulares,
nanosonda.

1. INTRODUCCION

El Cancer de Mama (CaMa) es uno de los mayores
problemas de salud publica en todo el mundo. En México, a
partir del 2006, el Cancer de Mama ha sido la primera causa
de muerte por cancer y la segunda por muerte general en
mujeres entre 30-50 afios, es causa de altos niveles de
mortalidad debido a una falta de deteccion oportuna, falta de
respuesta al tratamiento y metastasis, siendo esta ultima una
condicion incurable ya que en promedio la supervivencia
después de 5 afios es menor al 25%. A través de varias
investigaciones en las cuales se ha estudiado el proceso de
metastasis se ha determinado la presencia de células
tumorales circulantes (CTC) en torrente sanguineo, como
parte de una serie de acontecimientos que culminan en la
propagacion de células cancerigenas del sitio de origen a
uno distinto, evidenciando la detecciéon de CTC como un
importante indicador de metastasis. [1,2,3].

La deteccion de CTC permite monitorizar el
seguimiento de la enfermedad, se puede elegir una opcion
terapéutica y demostrar si cierto tratamiento esta siendo

efectivo al cuantificar las CTC, evitando que los pacientes
se expongan a tratamientos ineficaces y con efectos toxicos.
El nimero de CTC encontradas en los carcinomas, estan
directamente relacionadas con el pronostico y la
supervivencia [4,5]. Debido a la relevancia de la deteccion
de CTC en una muestra sanguinea de pacientes con cancer,
algunos investigadores han nombrado este procedimiento
“biopsia liquida en tiempo real”. [6]

Actualmente existen diferentes tecnologias para la
deteccion de CTC basadas en sus propiedades fisicas y
biologicas, sin embargo la cantidad de CTC en sangre
periférica es de 1-10 CTC por 10° del total de células
sanguineas [7], por lo que continuamente se estan buscando
mejoras en dichas tecnologias que demandan equipamiento
costoso y procesos especializados, debido a lo cual se
requieren de propuestas tecnologicas emergentes que puedan
representar alternativas de deteccion de CTC susceptibles de
emplearse en escalones de atencion de la salud de bajos
recursos.

En un estudio reportado por Hengyi Xu y colaboradores
en el 2011 se muestra la viabilidad de una técnica para
realizar la separacion de CTC de sangre total por técnicas
inmunomagnéticas [8]. En el 2007, Arum Han y sus
colaboradores mostr6 en un estudio la viabilidad de
diferenciar células tumorales de normales a través de la
caracterizacion de sus propiedades eléctricas medidas con
Espectroscopia de Impedancia Eléctrica (EIE). [9]
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Fig. 1. Representacion del concepto de marcado de células cancerigenas
con nanoparticulas magnéticas acopladas con anticuerpos (nanosondas).
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Nuestro grupo de investigacion ha propuesto la
deteccion de CTC a través de mediciones de espectroscopia
de bioimpedancia asistida con nanoparticulas magnéticas
acopladas con anticuerpos que reconocen proteinas de
superficie (Figura 1). La idea central es adherir nanosondas
magnéticas en la superficie de CTC, separarlas y anclarlas
por métodos inmunomagnéticos en la superficie de un
biosensor basado en mediciones de bioimpedancia. Como
un primer paso es la identificacion de potenciales antigenos
blanco de nanosondas, en éste trabajo se evalta el patron de
expresion relativa de tres genes: Her-2 (receptor 2 de factor
de crecimiento epidérmico humano), EpCAM (molécula de
adhesion epitelial) y Muc-1 (mucina 1) en tres lineas
celulares de cancer de mama. Adicionalmente se realiza un
primer experimento de incubacion de nanosonda “anti-
EpCAM - Nanoparticla Magnética” con células
cancerigenas de la linea MCF-7.

II. METODOLOGIA

1) Lineas celulares tumorales.

Se emplearon tres lineas celulares de Cancer de Mama:
MCF-7, MDA-MB-231 y SK-BR-3, con cada una se
realizaron tres cultivos independientes, obteniendo tres
réplicas biologicas por linea con el fin de evaluar la
expresion relativa de Her-2, EpCAM y Muc-1 por medio de
transcriptasa reversa y reaccion en cadena de la polimerasa
en tiempo real cuantitativa (RT-qPCR).

2) Analisis de expresion diferencial por RT-qPCR.

Para evaluar la expresion génica, se aisl6 RNA
correspondiente a cada réplica biologica, el cual se
cuantifico por medio de un espectrofotometro a longitudes
de onda de 260 nm, a continuacién las muestras fueron
tratadas con DNasa (RQ1 RNase-free DNase Promega) para
evitar cualquier contaminacion con DNA genomico.
Posteriormente  se realizd la sintesis de DNA
complementario correspondiente a cada réplica biologica
con el kit Cloned AMV First-Strand cDNA Synthesis
(Invitrogen), sometiendo las muestras a las condiciones de
PCR indicadas en dicho protocolo.

Para el disefio de los oligonucleotidos de los genes de
importancia en nuestra investigacion incluyendo el gen
endogeno, se utilizo el software Primer Express version 3.0
de Applied Biosystems como se muestra en la Tabla 1.

La amplificacion de genes por PCR en tiempo real se
empleo el equipo ABI PRISM 7000 Sequence Detection
System-SDS version 1.1, utilizando SYBER Green como
sistema de deteccion y el Kit SYBER Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems), para el monitoreo de la
amplificacion del producto durante cada ciclo de reaccion.

Con el fin de verificar la especificidad de nuestros
amplicones finalizada la PCR, se construyeron curvas de
disociacion de cada gen amplificado sometiendo cada
muestra a un rango de temperatura de 60°C a 95°C, ya que
al aumentar la temperatura, la sefial de fluorescencia
observada muestra un punto de inflexion donde el 50 % del
producto se ha desnaturalizado al graficar la derivada
negativa de la fluorescencia con respecto a la temperatura,
se obtiene un pico que indica la temperatura de
desnaturalizacion (Tm) especifica del producto [10].

Tabla 1. Oligonucledtidos empleados en

RT-qPCR.
gen secuencia 5'-3°
Her-2 S: ACCTTTCTACGGACGTGGGA
A: ACCTCTCGCAAGTGCTCCAT
EpCAM S: GCTGGCCGTAAACTGCTTTG
A:TTTTGCTCTTCTCCCAAGTTTTG
Mucina 1 S: AAGAACTACGGGCAGCTGGA
A: TGCCACCATTACCTGCAGAA
Actina S: CGGGAGATTGTGCGAGATGT

A: GGAAGCGTTCATTCCCAATG

Con el objetivo de validar nuestra reaccion de RT-
gqPCR, se grafico el ciclo umbral (CT) con respecto a su
dilucibn  en nanogramos de cDNA correspondiente,
obteniendo una curva cuya pendiente permite calcular la
eficiencia de amplificacion (E) de los genes de interés y
endogeno mediante la ecuacion de Ramussen [11].

E=1 O(pendiente) -1

El procedimiento de cuantificacion fue por medio del
método delta delta Ct (AACT) empleando la formula
aritmética 2-aact [12], para el analisis estadistico se utilizo
el programa GraphPad Prism version 5.01.

3) Acoplamiento inmuno-magnético

Como un experimento inicial y con la finalidad de verificar
la viabilidad de utilizar un blanco molecular de superficie
celular, se realiz6 un bioconjugado generando una
nanosonda mediante la union del anticuerpo monoclonal
EpCAM (CD326, Biolegend) con nanoparticulas de ferrita-
cobalto de 100nm, recubiertas de silice, las cuales son
biocompatibles y con propiedades magnéticas (nanoscreen
MAG/G-ARA Chemicell). El proceso de bioconjugacion se
llevé a cabo mediante el método de carbodiimida, la cual
reacciona con los grupos amino-terminal de las
nanoparticulas provocando que se vuelvan altamente
reactivos a los productos intermedios de O-asilourea y a su
vez reaccionen con los grupos carboxilo presentes en la
region constante de las cadenas pesadas de los anticuerpos
monoclonales, 1o que permite una unién covalente y por lo
tanto la formacion de una nanosonda. (protocolo A-10,
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Chemicell). Posteriormente se realizé incubacion de la linea
celular MCF-7 con la nanosonda para el marcaje de las
mismas y se observo mediante el empleo del microscopio
de fluorescencia Eclipse Ti-U (Nikon) a un aumento de 40x.

III. RESULTADOS

La especificidad de la reaccion de RT-qPCR para los
genes de estudio se determind por medio de las curvas de
disociacién, donde se observa una Tm especifica
correspondiente a cada gen, asi como su blanco de reactivos
con ausencia de amplificacion. Figura 2.

HER-2 A

Fluorescencia-d{F1/dT)

Temperatura(°C)

EpCAM
B

EpCAM
——— BLANCO

Fluorescencia-d{F1/dT)

Temperatura(“C)

MuUC1 C

Fluorescencia-d(F1/dT)

Temperatura(°C)

ACTINA D

0.2

——ACTINA
01 1 ——BLANCO

Fluorescencia-d(F1/dT)

Fig. 2. Curvas de disociacion de los genes estudiados, las cuales se
obtuvieron al graficar la derivada negativa de la fluorescencia y la
temperatura. A) Her-2, B)EpCAM, C)Muc-1 y D) Actina.

Con el fin de corroborar los productos de PCR de los
genes de estudio posterior a la estandarizacion de los
procedimientos de deteccion por medio de curvas de
disociacion, se realizo un gel de agarosa al 3% con tincién
de bromuro de etidio donde se muestra los tamafios
esperados (151pb) de los productos de amplificacion de
cada gen con respecto a su blanco. Figura 3.
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Fig. 3. Productos de PCR de tamafos especificos con su correspondiente
blanco.

En la figura 4 se muestra la grafica de la expresion relativa
de los tres genes estudiados para cada linea celular. MCF-7
fue la linea que presentd mayor expresion en todos los
marcadores, destacando entre ellos EpCAM seguido de
Muc-1. MDA-MB-231 y SK-BR-3 presentaron niveles de
expresion bajos respecto a MCF-7, destacando Muc-1 para
MDA-MB-231 y Her-2 en SK-BR-3.
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Fig. 4. Se muestra la expresion relativa de los tres genes estudiados en cada
una de las lineas celulares.

Por medio de microscopia de fluorescencia fue posible
observar la presencia de nanosonda dirigida a la proteina de
superficie EpCAM en la linea celular MCF-7 indicando la
especificidad de la nanosonda y su funcionalidad al
reconocer dicha proteina. Figura 5.
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Fig. 5. Inmunofluorescencia posterior al acoplamiento con nanosonda “anti-
EpCAM - Nanoparticula Magnética” con células cancerigenas de la linea
MCF-7.

IV. DISCUSION

Se muestra la expresion relativa de Her-2, EpCAM y
Muc-1 las cuales codifican proteinas de superficie que
actualmente forman parte de una serie de estrategias para
detectar células tumorales circulantes [1,2,4], mostrando una
sobreexpresion de EpCAM como lo reportan Walid A. y
colaboradores [13]. En la linea celular de MCF-7, se puede
observar la diferencia en la expresion de los tres genes, sin
embargo predomino la expresion de EpCAM y Muc-1, esto
probablemente por las caracteristicas de dicha linea ya que
se emplea como un modelo de estadio temprano de CaMa
resultando en un sobreexpresion de genes relacionados con
el origen epitelial, a diferencia de un proceso de transicion
epitelial-mesenquimal [14]. Razén por la cual se podria
explicar una menor expresion de marcadores de origen
epitelial representados por EpCAM y Muc-1 en MDA-MB -
231 y en SK-BR-3, predominantemente en esta ultima ya
que se utiliza como un modelo de estadio avanzado.

V. CONCLUSION

Los resultados indican que los genes estudiados
presentan una expresion relativa diferenciada mayor para
EpCAM y Muc-1, por lo que las proteinas para las que
codifican tales genes representan los mejores candidatos a
blancos de nanosondas. Un primer experimento de
incubacién de nanosonda “anti-EpCAM - Nanoparticula
Magnética” con células cancerigenas de la linea MCF-7,
mostré la viabilidad de emplear tal marcador molecular
como blanco de nanosondas con propiedades magnéticas.
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