
 
 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
DIRECCION GENERAL DE ESTUDIOS DE POSGRADO

 
PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO 

EN CIENCIAS MEDICAS

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

CENTRO MEDICO NACIONAL SI

Correlación de la expresión del gen BIK con la expr esión de los 
genes hMAM y CK- 19 en células circulantes en sangre periférica y 
tejido mamario neoplásico de mujeres mexicanas con cáncer de 

 

Doctor en Cie

 
 
Tutor de la tesis:  Dr. Diego Julio Arenas Aranda
Comité tutoral:  Dr. Ramón Mauricio Coral Vázquez
 Dra. Rosenda Isabel Peñaloza Espinosa

Dirección del tutor y de la tesista: Laborat
Humana, Hospital de Pediatría, CMN SXXI, IMSS. Teléfono 56 27 69 41 
Fax 55 88 51 74. Correo Electrónico: 

 
México, Distrito Federal.

  

 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
DIRECCION GENERAL DE ESTUDIOS DE POSGRADO

PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO  
EN CIENCIAS MEDICAS, ODONTOLÓGICAS Y DE LA SALUD

 
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL  

 
HOSPITAL DE PEDIATRIA 

CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI 
 
 
 
 
 

Correlación de la expresión del gen BIK con la expr esión de los 
19 en células circulantes en sangre periférica y 

tejido mamario neoplásico de mujeres mexicanas con cáncer de 
mama  

 
 

TESIS 
Para obtener el grado de 

 
Doctor en Ciencias en el área de Genética 

P R E S E N T A 
Eunice López Muñoz 

 
 

Dr. Diego Julio Arenas Aranda 
Dr. Ramón Mauricio Coral Vázquez 
Dra. Rosenda Isabel Peñaloza Espinosa

 
 
 
 
 

Dirección del tutor y de la tesista: Laboratorio de Genética Molecular
Humana, Hospital de Pediatría, CMN SXXI, IMSS. Teléfono 56 27 69 41 
Fax 55 88 51 74. Correo Electrónico: astridkaryme2001@yahoo.com.mx

 

México, Distrito Federal. Agosto 2011.
 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO  
DIRECCION GENERAL DE ESTUDIOS DE POSGRADO 

 
, ODONTOLÓGICAS Y DE LA SALUD 

 

Correlación de la expresión del gen BIK con la expr esión de los 
19 en células circulantes en sangre periférica y 

tejido mamario neoplásico de mujeres mexicanas con cáncer de 

Dra. Rosenda Isabel Peñaloza Espinosa 

Genética Molecular, UIM Genética 
Humana, Hospital de Pediatría, CMN SXXI, IMSS. Teléfono 56 27 69 41  

yahoo.com.mx 

Agosto 2011. 

 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



  López Muñoz Eunice 

 

2 

 

DEDICATORIAS 

 

A mis padres Facundo y Lucila por darme las bases necesarias para subsistir en 

este maravilloso camino llamado vida. 

A Amilcar, quien a mi lado sufre, ríe, disfruta, motiva, vive…el gran hombre que me 

acompaña día a día. 

A Astrid Karyme, quien a su corta edad me ha enseñado tanto de la sencillez y a la 

vez de la grandeza de vivir. 

 

  



  López Muñoz Eunice 

 

3 

 

AGRADECIMIENTOS 

 

A Jehová por permitirme existir. 

A mis hermanos: Jaime, Mario y Elizabeth por estar ahí desde que nací. 

A Leticia y Magda por confiar en mí. 

A Dorell, Karla, Luis Mario, Arizbeth y Andrey por compartirme sus sueños y sus 

aspiraciones. 

Al Dr. Rafael Polanco† y a la Sra. Virginia de Polanco por educar y cuidar a mi gran 

compañero. 

Al Dr. Fabio Salamanca Gómez por compartir sus conocimientos y ofrecerme sus 

consejos. 

Al Dr. Diego Arenas Aranda por la dirección de éste proyecto. 

Al Dr. Normand García Hernández por su apoyo y su amistad. 

A la M. en C. Judith Villa Morales por su compañía y su amistad. 

Al Dr. Gelasio Zarco Espinosa por su gran colaboración, disponibilidad en la 

realización de mis proyectos, pero además por su gran valor humano. 

Al Dr. Mauricio E. Gómez del Toro por reafirmar en mí, el arte de la medicina. 

A Adelina Hernández Zarco por su esfuerzo y su confianza. 

A todos los pacientes, médicos, enfermeras, investigadores que han colaborado 

incondicionalmente en mi formación humana y profesional. 

 

 

  



  López Muñoz Eunice 

 

4 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lugar de realización del proyecto 

Laboratorio de Genética Molecular, Unidad de Investigación Médica en Genética 

Humana, Hospital de Pediatría, CMN SXXI, IMSS. 

  



  López Muñoz Eunice 

 

5 

 

 

 

 

 

El presente trabajo fue apoyado por: 

• El FOFOI-IMSS a través del proyecto titulado: “Búsqueda de células 

neoplásicas mamarias en sangre periférica a través de la cuantificación de la 

expresión del gen BIK mediante RT-PCR en tiempo real en mujeres 

mexicanas con cáncer mamario en diferentes estadios”, con el número 2005-

3603-0042. 

• El FIS-IMSS a través del proyecto titulado: “Correlación de la expresión del 

gen BIK con la expresión de los genes hMAM y CK-19 en células circulantes 

en sangre periférica y tejido mamario neoplásico de mujeres mexicanas con 

cáncer de mama”, con el número 2007-785-063.  

• El CONACYT a través del proyecto titulado: “Correlación de la expresión del 

gen BIK con la expresión de los genes hMAM y CK-19 en células circulantes 

en sangre periférica y tejido mamario neoplásico de mujeres mexicanas con 

cáncer de mama”, con el número Salud-2009-01-115296. 

  



  López Muñoz Eunice 

 

6 

 

 

 

 

 

 

Parte de este trabajo: 

• Ha sido publicado en The Open Biomarkers Journal 2011, 4:8-14. 

• Fue acreedor al Primer Lugar del Premio “Héctor Márquez Monter” 2009 

Otorgado por la Asociación Mexicana de Genética Humana. 

• Contribuyó a que la tesista resultara seleccionada como Fellow Biovision. Nxt 

2011 por Biovision. Org y French Academy of Sciences como uno de los 

mejores 100 jóvenes investigadores a nivel mundial para participar en el foro 

Biovision 2011 en Lyon, Francia del 27 al 29 de marzo de 2011. 

 

 

  



  López Muñoz Eunice 

 

7 

 

 

INDICE 
 Pág. 
Resumen 8 
Marco Teórico 10 
Generalidades 10 
Epidemiología 11 
Detección temprana de cáncer de mama 11 
Cuadro clínico 12 
Diagnóstico 12 
Diagnóstico diferencial 14 
Estadificación 14 
Tipos patológicos 14 
Receptores hormonales 15 
Receptor HER-2/Neu 16 
Tratamiento 16 
Pronóstico 18 
Metástasis 19 
Marcadores moleculares de metástasis 20 
Uso de la tecnología molecular para identificar biomarcadores candidato 21 
Antecedentes 22 
Gen BIK 23 
Estrógenos 24 
Justificación y objetivos 25 
Material y métodos 26 
Pacientes 26 
Tamaño de muestra 26 
Aspectos éticos 27 
Colección de muestras 28 
Extracción de RNA 28 
Síntesis de cDNA 29 
PCR punto final 29 
PCR en tiempo real 30 
PCR en tiempo real con Lux Fluorogenic Primers 30 
Inmunohistoquímica 32 
Análisis estadístico 32 
Resultados 33 
Expresión de BIK/NBK mediante RT-PCR en sangre  33 
Expresión de BIK/NBK mediante RT-qPCR en sangre  38 
Expresión de BIK/NBK mediante RT-qPCR con LUX Fluorogenic Primers 41 
Correlación de la expresión de BIK/NBK en tejido neoplásico y sangre 44 
Validación de la expresión con CK-19 y hMAM 46 
Expresión de receptores de estrógenos alfa y progesterona 48 
Correlación de la expresión de BIK/NBK con receptores de estrógenos alfa 50 
Correlación de la expresión de BIK/NBK con receptores de progesterona 50 
Discusión 51 
Conclusiones 55 
Referencias 56 
Anexo 1. Carta de consentimiento informado 65 
Anexo 2. Hoja de recolección de datos 67 
Anexo 3. Técnicas de biología molecular 68 
Anexo 4. Estadificación TNM de cáncer de mama 78 
 

  



  López Muñoz Eunice 

 

8 

 

I.RESUMEN 

 

“Correlación de la expresión del gen BIK con la exp resión de los genes hMAM 

y CK-19 en células circulantes en sangre periférica  y tejido mamario 

neoplásico de mujeres mexicanas con cáncer de mama” . 

 

El Cáncer mamario constituye un problema de salud pública a nivel mundial. En 

nuestro país ocupa el primer lugar como causa de muerte en mujeres mayores de 40 

años de edad. Con frecuencia el diagnóstico se efectúa en estadios avanzados de la 

enfermedad y aproximadamente el 55% de las mujeres ya presentan metástasis a 

nódulos linfáticos axilares al momento del diagnóstico con la consecuente 

disminución en la expectativa de vida para este grupo de pacientes.  

 

Debido a que las células tumorales pueden migrar a través de la membrana basal y 

matriz extracelular para introducirse y viajar a través del sistema linfático o 

sanguíneo a un nuevo sitio, la vía hematógena ofrece una fuente potencial de 

células circulantes tumorales y la obtención de muestras sanguíneas puede 

realizarse fácilmente y a intervalos frecuentes, permitiendo el seguimiento clínico de 

las pacientes.  

 

RT-PCR en tiempo real ha sido usado para la detección de marcadores específicos 

de células tumorales, de tal manera que cuando estos marcadores se encuentran 

con un cambio en el nivel de expresión con respecto al nivel basal en linfocitos de 

sangre periférica pueden ser indicadores de micrometástasis. 

 

Se ha identificado la expresión de algunos genes tales como mamoglobina, maspina 

y citokeratina-19 en células circulantes en sangre periférica como marcadores 

moleculares (mediante RT-PCR en tiempo real) para detectar células circulantes 

tumorales mamarias mostrando diversos niveles de sensibilidad y especificidad, sin 

embargo el uso de estos marcadores en la práctica clínica ha sido más difícil de lo 

esperado. 
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Debido a la escasa lista de biomarcadores disponibles, la detección e incorporación 

de nuevos biomarcadores con potencial valor diagnóstico, predictivo o de pronóstico 

en cáncer de mama constituye una prioridad. 

En un estudio realizado en nuestra unidad de investigación se identificó sobre-

expresión del gen BIK/NBK, en 90% de muestras de tejido mamario neoplásico. El 

gen BIK/NBK es un gen proapoptótico que ha sido reportado sobre-expresado en 

asociación con deprivación estrógenica en una línea celular de cáncer de mama. 

Debido a su participación relevante en la fisiopatología del cáncer de mama, 

decidimos estudiar la expresión de este gen como un potencial marcador de células 

neoplásicas circulantes en sangre periférica de mujeres con cáncer de mama, así 

como determinar su asociación con la expresión de receptores hormonales en tejido 

mamario neoplásico.  

 

En este estudio demostramos que la expresión de BIK/NBK no es un biomarcador 

significativo en la detección de células circulantes en sangre periférica de mujeres 

con cáncer de mama.  

 

Por otro lado demostramos la asociación de la expresión de este gen con la 

expresión de receptores de estrógenos alfa y progesterona, lo cual podría tener 

importantes implicaciones clínicas y constituir un marcador predictivo y blanco 

terapéutico en pacientes con cáncer de mama.  
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II.MARCO TEÓRICO 
GENERALIDADES 

 

El cáncer mamario en nuestro país ocupa el primer lugar como causa de muerte en 

mujeres mayores de 40 años de edad (1,2). Es heterogéneo en su presentación 

clínica, genética y bioquímica. La gran mayoría de mujeres afectadas presentan una 

masa mamaria o anormalidad en el estudio mamográfico como la única 

manifestación clínica de la enfermedad, lo que lleva a que aproximadamente 30% de 

las mujeres diagnosticadas con cáncer mamario lleguen a encontrarse en estadios 

avanzados (3,4). 

 

Se han identificado numerosos factores de riesgo para el desarrollo de cáncer 

mamario (Tabla 1). La historia familiar sugiere un componente hereditario en el 

desarrollo de algunos cánceres de mama y ha sido considerada como uno de los 

mayores factores de riesgo conocidos. Se estima que 15 a 20% de mujeres con 

cáncer mamario tienen una historia familiar de la enfermedad (5-12). 

 

Tabla 1. Factores asociados con incremento del ries go de cáncer de mama. 

Edad  Mayor de 40  años de edad  

Grupo poblacional Caucásico 

Antecedentes familiares Cáncer de mama en madre, hermana o hija, 

especialmente premenopáusico o bilateral 

Genética Mutación en BRCA1, BRCA2, ATM, TP53 

Antecedentes personales patológicos Enfermedad fibroquística 

• Proliferativa 

• Papilomatosis 

• Hiperplasia epitelial atípica 

Cáncer endometrial 

Cáncer en la otra mama 

Historia menstrual Menarca temprana (< de 12 años) 

Menopausia tardía (> de 50 años) 

Embarazo Nuliparidad 

Primer embarazo después de los 35 años de 

edad 

Hormonales Uso de estrógenos en la postmenopausia 

Alimentarios y ambientales Ingesta excesiva de grasas, alcohol, 

tabaquismo.  
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Algunos cánceres de mama hereditarios se han encontrado asociados a mutaciones 

en los genes BRCA1 o BRCA2; sin embargo la mayor parte de cáncer mamario 

corresponde a cáncer esporádico en donde se ha demostrado alteración en diversos 

factores de crecimiento y sus receptores, moléculas de señalización intracelular, 

moléculas de adhesión celular, reguladores de ciclo celular y proteasas (13-19). 

 

ASPECTOS CLÍNICOS DEL CÁNCER DE MAMA. 

Epidemiología 

El cáncer de mama constituye un problema de salud pública a nivel mundial ya que 

se ha presentado un incremento en su incidencia y mortalidad; tan solo en los 

Estados Unidos de Norteamérica se calculan cerca de 200,000 casos nuevos por 

año y 40,000 defunciones anuales (1). En México la incidencia calculada de cáncer 

de mama es de 38.4 por 100 000 mujeres y ocupa el primer lugar como causa de 

muerte en mujeres mayores de 40 años de edad (2). En el año 2007 la tasa de 

mortalidad por esta causa fue de 16.4 por cada 100 mil mujeres mayores de 25 años 

de edad, sin embargo estados de la República Mexicana como Baja California Sur, 

Coahuila, Colima, Distrito Federal, Chihuahua, Nuevo León, Sonora y Tamaulipas, 

reportaron una tasa de mortalidad superior a las 20 defunciones por cada 100 mil 

mujeres de este grupo de edad (20,21).  

Detección temprana de cáncer de mama 

Programas de detección. 

Se han realizado varios programas de detección de masas tumorales mamarias 

consistentes en exámenes físicos y mamográficos de mujeres asintomáticas. Estos 

procedimientos han logrado identificar aproximadamente cerca de diez cánceres por 

1000 mujeres mayores de 50 años y cerca de dos cánceres por 1000 mujeres 

menores de 50 años de edad. Casi el 80% de estas mujeres tiene ganglios linfáticos 

axilares negativos al momento de la cirugía, mientras que en la práctica médica 

ordinaria el 55% de las mujeres con cáncer de mama, tiene ganglios axilares 

afectados, lo cual disminuye notablemente la probabilidad de supervivencia.  

 

Tanto el examen físico como la mamografía resultan necesarios para lograr 

resultados óptimos en los programas de detección, ya que solo 35-50% de los 

cánceres mamarios tempranos pueden descubrirse sólo mediante mamografía y otro 
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40% puede detectarse únicamente por palpación, por ello todas las mujeres 

mayores de 40 años de edad son candidatas a la realización de estudio 

mamográfico anual (22-24). 

 

Autoexploración. 

Es una técnica útil de detección temprana de masas tumorales mamarias en donde 

todas las mujeres mayores de 20 años de edad deben examinar sus glándulas 

mamarias mensualmente a fin de detectar asimetría de las mamas, masas o 

alteraciones de la piel. En caso de detectar alteraciones deben acudir 

inmediatamente al médico para un examen físico (24). 

 

Mamografía 

Es la técnica más útil para la detección oportuna de cáncer de mama, llegando a 

detectarlo incluso antes de que la masa tumoral sea palpable. Los cánceres de 

crecimiento lento pueden ser detectados por mamografía al menos dos años antes 

de que el tamaño de éste sea suficientemente grande para ser detectable por 

palpación. 

 

Las calcificaciones son las alteraciones más frecuentemente reconocidas en los 

estudios mamográficos y de éstas las más asociadas con carcinoma son las 

microcalcificaciones polimórficas agrupadas. 

 

La mamografía debe ser realizada antes de la obtención de una biopsia a fin de 

encontrar otras áreas afectadas y examinar la mama contralateral. La mamografía 

nunca es sustituto de biopsia ya que no revela datos de cáncer en glándulas 

mamarias densas como en el caso de mujeres jóvenes con cambios fibroquísticos y 

no puede detectar algunos canceres medulares (25). 

 

Cuadro clínico. 

El 70% de los pacientes presenta una masa de tamaño y forma indefinida y cerca 

del 90% de los canceres mamarios son detectados por el propio paciente. Con 

menos frecuencia se presentan síntomas como dolor; secreción, erosión, retracción, 

agrandamiento e irritación del pezón; inflamación, endurecimiento e incremento del 

tamaño de la mama. 
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Raramente la presencia de ganglios axilares palpables o edema del brazo son el 

síntoma inicial. Dolor de espalda o dolor óseo, ictericia o pérdida de peso pueden ser 

el resultado de metástasis sistémicas, pero estos síntomas muy raramente son 

vistos en la presentación inicial. 

 

Diagnóstico. 

Ultrasonido 

Es efectuado para diferenciar lesiones quísticas de lesiones sólidas. Aunque no es 

una prueba diagnóstica, puede revelar lesiones altamente sugestivas de malignidad 

tales como márgenes irregulares o lesiones pequeñas sólidas asociadas. Puede 

detectar también la presencia de una masa irregular dentro de un quiste como en el 

caso del carcinoma intraquístico (26). 

 

Mamografía 

Cuando se detecta una lesión sospechosa por mamografía y no puede ser palpada 

por el clínico, la lesión debe ser biopsiada mediante técnica guiada por imagen 

(26,27). 

 

Otras modalidades de imagen 

Dentro de estas se encuentran la ultrasonografía automatizada de mama, 

ductografía, resonancia magnética y PET (Tomografía con emisión de positrones). 

Sin embargo cada una de estas técnicas tiene indicaciones precisas y no son 

utilizadas de rutina en el diagnóstico de cáncer de mama (28, 29). 

 

Citología 

En algunas ocasiones es útil para identificar células malignas procedentes de líquido 

obtenido por secreción del pezón o bien a través de biopsia por aspiración con aguja 

fina (30). 

 

Biopsia 

El diagnóstico de cáncer de mama depende del análisis microscópico de células o 

tejido removido durante la biopsia. Cerca del 60% de las biopsias de pacientes con 

sospecha de cáncer resultan benignas y el 30% de las biopsias de pacientes con 

sospecha de lesión benigna resultan malignas. Esto confirma la necesidad de 
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realizar biopsia para confirmar el diagnóstico. La obtención de células para su 

análisis puede ser a través de: 

1. Citología por aspiración con aguja fina 

2. Biopsia con aguja larga 

3. Biopsia abierta 

La evaluación adicional para detectar metástasis y opciones terapéuticas se discute 

con el paciente después que el diagnóstico histológico o citológico de cáncer se ha 

establecido. 

 

Diagnóstico diferencial  

Las lesiones que deben ser consideradas con más frecuencia en el diagnóstico 

diferencial son: displasia mamaria (enfermedad quística de la mama), fibroadenoma, 

papiloma intraductal, lipoma y necrosis grasa (31). 

 

Estadificación 

Actualmente la American Joint Comité on Cancer y la Internacional Union Against 

Cancer (Anexo 4) han acordado utilizar el sistema de estadificación TNM (Tumor, 

Nódulos linfáticos y Metastásis). El uso de este sistema pretende potenciar la 

comunicación entre investigadores y clínicos (32).  

 

Tipos patológicos 

Se pueden identificar numerosos subtipos patológicos de cáncer de mama. Estos 

subtipos se distinguen por su apariencia histológica y patrón de crecimiento tumoral. 

En general, el cáncer de mama surge del linaje de células epiteliales de los ductos 

grandes o medianos (ductal) o bien del epitelio de ductos terminales de los lóbulos 

(lobular). El cáncer puede ser invasivo o in situ. La mayoría de los cánceres surge de 

los ductos intermedios y son invasivos (ductal invasivo, ductal infiltrante). La mayor 

parte de los tipos histológicos son meramente subtipos del cáncer invasivo ductal 

con patrones inusuales de crecimiento (coloide, medular, escirro). El carcinoma 

ductal que no ha invadido el tejido extraductal se denomina intraductal o ductal in 

situ. El carcinoma lobular puede ser invasivo o in situ. 

 

Excepto para los cánceres in situ, los subtipos histológicos tienen leves diferencias 

en cuanto al pronóstico una vez que se ha estadificado la enfermedad. Se han 
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estudiado varios parámetros histológicos, tales como invasión de vasos sanguíneos, 

diferenciación tumoral, invasión de nódulos linfáticos mamarios y necrosis tumoral, 

sin embargo ninguno de ellos parece tener un valor pronóstico importante. 

 

Aún cuando los cánceres no invasivos por definición se encuentran restringidos a la 

membrana basal de los ductos y no tienen la capacidad para extenderse o 

diseminarse, en pacientes cuyas biopsias muestran cáncer no invasivo intraductal, 

se ha encontrado en 1-3% de los casos metástasis de células invasivas malignas 

ductales a los nódulos linfáticos (33,34). 

 

El carcinoma lobular in situ es una lesión premaligna que no corresponde a un 

verdadero cáncer, pero es un factor de riesgo asociado con el desarrollo 

subsecuente de cáncer invasivo en al menos 20% de los casos (Tabla 2). 

Tabla 2. Tipos histológicos de cáncer de mama  

Tipo Frecuencia 

Ductal Infiltrante 

• Medular 

• Coloide (Mucinoso) 

• Tubular 

• Papilar 

80-90% 

5-8% 

2-4% 

1-2% 

1-2% 

Lobular invasivo 6-8% 

No invasivo 

• Intraductal 

• Lobular in situ 

4-6% 

2-3% 

2-3% 

Tipos raros de cáncer 

• Juvenil (secretorio) 

• Adenoide quístico 

• Epidermoide 

• Sudorífero 

< 1% 

 

 

Receptores hormonales 

La presencia o ausencia de receptores de estrógenos y progesterona en el 

citoplasma de las células tumorales es de gran importancia en el manejo de los 

pacientes con cáncer de mama. Los pacientes cuyos receptores son positivos tienen 

un pronóstico favorable en comparación con los que son receptores negativos. 

También, los receptores son de gran valor en la elección de terapia adyuvante y 

para el tratamiento de enfermedad avanzada. Cerca del 60% de los pacientes con 
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metástasis de cáncer de mama responderán a manipulación hormonal si sus 

tumores contienen células con receptores de estrógenos. Mientras que solo el 5% de 

los pacientes con metástasis y receptores negativos a estrógenos pueden ser 

tratados exitosamente en este contexto. 

 

El estado de los receptores es valioso no solo en el manejo de la enfermedad 

metastásica sino también ayuda a seleccionar pacientes para terapia adyuvante. La 

terapia hormonal adyuvante (Tamoxifen) en tumores con receptor de hormonas 

positivo y con quimioterapia en tumores con receptor de hormonas negativo mejora 

considerablemente la tasa de supervivencia aún en ausencia de metástasis a 

nódulos linfáticos. 

 

Los receptores de progesterona pueden ser un indicador aun más sensible que los 

receptores de estrógenos en pacientes que responderán a manipulación hormonal. 

Cerca del 80% de los pacientes con tumores metástasicos y con receptores 

positivos de progesterona mejoran considerablemente con la terapia hormonal 

adyuvante, sin embargo los receptores no tienen relación con la respuesta a 

quimioterapia (34-38). 

 

Receptor HER-2/neu 

La presencia de receptores HER-2/neu positivos en células tumorales mamarias ha 

tenido implicaciones tanto en la selección de tratamiento, como en el pronóstico y 

monitorización de los pacientes con cáncer de mama. 

Receptores HER-2/neu positivos se han asociado con un fenotipo agresivo de las 

células tumorales, así como con disminución en la tasa de supervivencia y una 

respuesta adecuada a Trastuzumab (39,40). 

 

Tratamiento 

El tratamiento puede ser curativo o paliativo. El tratamiento curativo está indicado en 

pacientes en estadios clínicos I y II de la enfermedad. Los pacientes con tumor 

localizado pero de gran tamaño (Estadio III) y aun los tumores inflamatorios pueden 

ser curados con terapia multimodal. El tratamiento paliativo es apropiado para todos 

los pacientes en estadio IV de la enfermedad y para pacientes previamente tratados 
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quienes desarrollaron metástasis a distancia o quienes presentan cánceres locales 

irresecables. 

 

Elección de la terapia primaria 

La extensión de la enfermedad y su agresividad biológica son las principales 

determinantes de la elección de la terapia primaria. La estadificación clínica y 

patológica ayuda a evaluar la extensión de la enfermedad, sin embargo puede ser 

altamente imprecisa. Otros factores tales como la citometría de flujo de DNA, grado 

tumoral, estado de receptores hormonales y amplificación oncogénica pueden tener 

valor pronóstico pero no son importantes en determinar el tipo de terapia local. 

Cerca de dos terceras partes de los pacientes eventualmente manifiestan 

enfermedad residual distante después de la terapia primaria, por lo que hay una 

tendencia a pensar que efectivamente el cáncer mamario está diseminado al 

momento del diagnóstico. 

 

Existe una controversia en cuanto a la elección de la terapia primaria para el cáncer 

mamario en los estadios I, II y III, sin embargo actualmente la elección estándar en 

estadios I y II es la resección quirúrgica. 

 

Terapia conservadora 

El tamaño tumoral es la mayor consideración para la conservación de la mama. Para 

llevara a cabo un resultado cosméticamente aceptable el paciente debe tener una 

mama de tamaño suficiente para escindir un tumor de 4 cm sin deformidad 

considerable. Un tumor multifocal es una contraindicación relativa para cirugía 

conservadora (41-43). 

 

La disección axilar es valiosa en la prevención de recurrencias axilares, en 

estadificación del cáncer y en la elección del tratamiento, sin embargo en la 

actualidad se prefiere la biopsia de nódulo centinela como medio de estadificación. 

Incluso se han realizado múltiples investigaciones para identificar pacientes con alto 

riesgo de enfermedad metástasica a través de marcadores moleculares a diversos 

niveles (DNA, RNA y proteico) capaces de detectar micrometástasis en biopsias de 

médula ósea, ganglio centinela o sangre periférica (44). 
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Pronóstico 

El estadio del cáncer de mama es el más directo indicador de pronóstico. Los 

pacientes con enfermedad localizada a la mama y sin evidencia de diseminación 

regional después de examen histopatológico de los nódulos linfáticos tienen el 

pronóstico más favorable. El estado de los nódulos linfáticos es el factor pronóstico 

más estudiado y correlacionado con la tasa de supervivencia en todos los tumores 

mamarios. Además el incremento en el número de nódulos axilares involucrados 

correlaciona directamente con las tasas de baja supervivencia (45).  

 

El estado de los receptores de estrógeno y progesterona son variables pronósticas 

cuando los pacientes con tumores receptor hormonal negativos y sin evidencia de 

metástasis a nódulos linfáticos axilares tienen una alta tasa de recurrencia en 

comparación con los pacientes que presentan tumores receptor hormonal positivos y 

sin metástasis regional (35,36). 

 

El subtipo histológico del cáncer de mama, por ejemplo medular, lobular y coloide 

parece tener poca significancia en el pronóstico ya que estos tumores son 

verdaderamente invasivos.  

 

La citometría de flujo de células tumorales para analizar índice de DNA y frecuencia 

de la fase S ayudan en el pronóstico. Los tumores con marcada aneuploidía tienen 

un mal pronóstico.  

 

La presencia de receptores HER-2/neu positivos se ha asociado con incremento de 

recurrencia y mal pronóstico (44). 

 

Cuando el cáncer está localizado a la mama, sin evidencia de diseminación después 

de examen histopatológico, la tasa de curación clínica con el tratamiento estándar es 

de 75-90%. Excepciones a esta generalización son las relacionadas al contenido de 

receptores hormonales del tumor, tamaño tumoral, resistencia del hospedero o 

enfermedad asociada.  

 

Los pacientes con tumores mamográficamente pequeños y receptores hormonales 

positivos y sin evidencia de diseminación ganglionar linfática tienen una tasa de 
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supervivencia de 90% a 5 años. Cuando los nódulos linfáticos se encuentran 

afectados, la tasa de supervivencia disminuye al 40-50% a 5 años y alrededor de 

25% a 10 años (Tabla 3). 

 

Tabla 3. Supervivencia (%) de pacientes con cáncer de mama por estadificación TNM. 

Estadio TNM 5 años 10 años 

0 95 90 

I 85 70 

IIA 70 50 

IIB 60 40 

IIIA 55 30 

IIIB 30 20 

IV 5-10 2 

Todos 65 30 

 

En general el cáncer de mama parece ser de mayor malignidad en mujeres jóvenes 

que en adultas y esto puede estar en relación al hecho que pocas mujeres jóvenes 

tienen receptores hormonales positivos (42,45). 

 

Metástasis 

El potencial de crecimiento de los tumores y la resistencia del hospedero varían 

ampliamente de paciente a paciente y pueden ser alterados durante el curso de la 

enfermedad. El tiempo de duplicación de células cancerosas mamarias puede ir 

desde algunas semanas en lesiones de rápido crecimiento hasta varios años en 

lesiones de lento crecimiento. Asumiendo que la tasa de duplicación es constante y 

que la neoplasia se origina de una solo célula, un carcinoma con un tiempo de 

duplicación de 100 días puede no ser clínicamente detectable (1 cm.) por cerca de 8 

años. Sin embargo los canceres de crecimiento rápido tienen un curso preclínico 

mucho más corto y una gran tendencia a metastatizar en el tiempo en que la masa 

mamaria es descubierta. 

 

La fase de crecimiento preclínico y la tendencia de los cánceres de mama a 

metastatizar han llevado a los clínicos a creer que el cáncer de mama es una 

enfermedad sistémica al tiempo del diagnóstico. Aunque es cierto que las células 

cancerosas mamarias pudieron haberse liberado antes del diagnóstico hacia lugares 

distantes a través del sistema linfático o hematógeno, hay variaciones en la relación 
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tumor-hospedero que pueden evitar o propiciar el crecimiento de enfermedad 

metástasica en muchos pacientes. Está claro que histopatológicamente no todos los 

pacientes tienen enfermedad metástasica o sistémica al momento del diagnóstico, 

por lo que esto nuevamente invita a la búsqueda de marcadores moleculares que 

permitan identificar células neoplásicas en nódulos linfáticos, médula ósea o en 

sangre periférica (44). 

 

Marcadores moleculares de metástasis 

Avances en genómica, proteómica y patología molecular han generado muchos 

biomarcadores candidatos con potencial valor clínico. Su uso para pruebas en 

cáncer y personalización de la terapia en el momento del diagnóstico pueden 

mejorar considerablemente la supervivencia de los pacientes (44), sin embargo, la 

transmisión de la información obtenida en la investigación hacia la clínica ha sido 

más difícil de lo esperado. Entender cómo y cuando los biomarcadores pueden ser 

integrados dentro de la práctica clínica es crucial si se desea aplicarlo en la realidad. 

Se han realizado múltiples estudios de métodos moleculares y de biomarcadores 

para detectar células neoplásicas ocultas o no identificadas por estudios 

histopatológicos convencionales en diversos tipos de cáncer, incluyendo cáncer de 

mama, como indicadores de diagnóstico, pronóstico y selección de tratamiento. 

 

Dado que la metástasis es una cascada de pasos secuenciales en donde las células 

neoplásicas poseen múltiples alteraciones genéticas y las células tumorales pueden 

migrar a través de la membrana basal y matriz extracelular e introducirse y viajar a 

través del sistema linfático o sanguíneo a un nuevo sitio, se ha propuesto la vía 

hematógena como una fuente potencial para identificar células tumorales ocultas. 

Así, el desarrollo de una prueba no dolorosa, de fácil acceso, rápida y segura para 

detectar células mamarias neoplásicas metastásicas constituye una prioridad (44). 

 

Se ha utilizado inmunohistoquímica  y citometría de flujo para detectar células 

mamarias neoplásicas metastásicas, ambas con considerables limitaciones, sin 

embargo se ha demostrado que las técnicas moleculares son mucho más sensibles 

para la detección de un bajo número de células neoplásicas.  
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Una de las técnicas moleculares que ha demostrado ser sensible en la detección de 

una pequeña cantidad de células neoplásicas circulantes, llegando incluso a detectar 

1 célula neoplásica circulante por 1x106  linfocitos en sangre periférica es la 

transcripción reversa - reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (qRT-

PCR) (46, 47).  

 

RT-PCR en tiempo real ha sido usado para la detección de marcadores específicos 

de células tumorales tanto en muestras de sangre periférica como de médula ósea 

de pacientes con cáncer de mama a fin de identificar la correlación de la expresión 

de los marcadores con el estadio clínico de la enfermedad (principalmente con 

nódulos linfáticos axilares positivos o negativos) así como con la supervivencia de 

los pacientes después del tratamiento. 

 

Aun cuando se ha buscado la expresión de múltiples genes como marcadores 

moleculares para detectar células neoplásicas mamarias circulantes en sangre 

periférica, tales como fracción beta de la hormona gonadotropina coriónica (β-hCG), 

antígeno carcinoembrionario (CEA), receptor de factor de crecimiento epidérmico 

(EGFR) y mucina epitelial polimórfica (MUC-1), solo se ha logrado identificar a la 

citoqueratina 19 (CK-19) con alta sensibilidad y a la mamoglobina (hMAM) con alta 

especificidad como potenciales marcadores moleculares por RT-PCR en tiempo real, 

capaces de detectar células neoplásicas mamarias circulantes en sangre periférica. 

También se ha propuesto en diversos estudios el gen de la MASPINA como 

marcador para micrometástasis en sangre periférica de pacientes con cáncer de 

mama con una alta especificidad (47-48). 

 

Uso de la tecnología molecular para identificar mar cadores candidato 

La identificación de marcadores moleculares por lo regular inicia a partir de patrones 

diferenciales de expresión génica en células neoplásicas procedentes de un tumor 

primario en diferentes estadios clínicos de la enfermedad mediante: 1)la técnica de 

microarreglos de expresión, 2)verificación a nivel de mRNA de la expresión de los 

genes candidato a través del diseño de oligonucleótidos específicos para su 

amplificación 3) corroboración de la expresión a nivel proteíco y 4)evidencia 

científica de la participación de los genes candidato que en la fisiopatología del 

cáncer. 
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Una vez que se han identificado genes candidato como potenciales biomarcadores 

de células neoplásicas mamarias circulantes de cáncer en sangre periférica (en este 

caso de cáncer de mama) por su participación en la fisiopatología del cáncer así 

como por la identificación de patrones de expresión diferencial en tejido obtenido por 

biopsias de pacientes con diversos estadios de la enfermedad se procede a verificar 

que dichos genes no se encuentren expresados en sangre periférica de pacientes 

sanos así como las diferencias de expresión en sangre periférica del gen candidato 

en pacientes con cáncer de mama según estadios clínicos de la enfermedad (44). 

 

III.ANTECEDENTES 

 

En un estudio realizado en nuestra unidad de investigación a fin de identificar 

patrones diferenciales de expresión en un grupo de genes involucrados en 

apoptosis, se encontró por análisis de microarreglos en células tumorales mamarias 

provenientes de biopsias de pacientes con cáncer de mama en diversos estadios, 

principalmente en estadios II y III, sobre-expresión del gen BIK/NBK (fig. 1) (49). 

 

 

 

 

 

Fig. 1. A)Cluster y dendograma. Muestran los perfiles de expresión de 588 genes relacionados 
con Cáncer. B)Dendograma, Genes de la familia BCL-2 y Escala de colores. Muestran los 
subgrupos que se forman entre muestras; se ejemplifica el comportamiento de 8 genes de la 
familia BCL-2 relacionados con apoptosis y se muestra la escala de colores utilizada para 
identificar el estado de expresión de los genes. 
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GEN BIK/NBK 

El gen humano BIK/NBK codifica una proteína de 160 aminoácidos con función 

proapoptótica denominada BIK. La proteína BIK cuenta con un dominio funcional 

denominado BH3 y contiene un dominio transmembranal c-terminal (50,51). Se ha 

localizado este gen en 22q13.3, consta de 5 exones y 4 intrones y se extiende cerca 

de 19 Kb. El dominio transduccional y el dominio BH3 fueron localizados en el exon 

2 y 3 respectivamente.  

 

BIK tiene fuerte actividad apoptótica en un gran número de tipos celulares in vitro. 

Se ha reportado su participación en apoptosis en células de melanoma humano (52), 

y se ha encontrado mutado en cáncer glial, colorectal, mieloma y linfoma de células 

B (53-56). El dominio BH3 juega un papel central en inducir la muerte celular y 

dimerización proteica. Al parecer BIK induce apoptosis por la vía mitocondrial (57-

59).  

 

Dadas su propiedades proapoptóticas descritas, a la fecha se han realizado estudios 

in vitro a fin de identificar sustancias que aumenten los niveles de expresión del gen 

BIK/NBK encontrándose que diversos inhibidores del proteasoma logran incrementar 

su expresión (60-62).  

 

Por otro lado, el gen BIK/NBK ha sido introducido en diversos vectores a fin de 

determinar su utilidad en terapia génica, observándose que las células tumorales 

disminuyen su índice de crecimiento y proliferación (63,64).  

 

Con respecto a la expresión del gen BIK/NBK son pocos los datos publicados. En 

ratones se ha reportado expresión del gen homólogo a BIK/NBK en diversas células 

hematopoyéticas y en células epiteliales (65). En estudios de tejidos en humano, 

Verma y colaboradores reportaron expresión del gen BIK/NBK en corazón y músculo 

esquelético (66), sin embargo, Daniel PT y colaboradores (67) realizaron estudios en 

donde se mostró que el gen BIK/NBK tiene una distribución de expresión restringida, 

siendo mayormente detectada en células epiteliales. En su estudio demostraron 

altos niveles de expresión del tejido en riñones, páncreas y niveles bajos en 

placenta, pulmón, hígado, próstata y testículos, mientras que, no se encontró 
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expresión del gen en corazón, cerebro, músculo esquelético, bazo, timo, ovario, 

intestino delgado, colón y linfocitos de sangre periférica. 

Se ha demostrado también que el mRNA del gen BIK/NBK esta expresado 

ectópicamente en algunas líneas celulares de tumores, por ejemplo fue detectado en 

células EBV (Virus de Epstein Barr) positivas tipo III de Linfoma de Burkitt y SW480 

de adenocarcinoma de colón. La expresión del gen BIK/NBK fue detectada en 

epitelio pero no en el compartimiento linfoide. Dadas las propiedades pro-

apoptóticas de BIK, éste debería estar también involucrado en el mantenimiento de 

la homeostasis tejido específico en tejidos del adulto (51). 

 

Hur y colaboradores reportaron que el mRNA de BIK/NBK y su proteína fueron 

inducidos intensamente por deprivación estrogénica o tratamiento con el anti-

estrogénico Fulvestrant en una sublínea de células de cáncer de mama MCF-7 

denominada MCF-7/BUS (caracterizada por su crecimiento dependiente de la dosis 

de estrógenos). La inducción de BIK/NBK ocurrió antes de la muerte celular por 

apoptosis, misma que podía ser bloqueada por zVAD.FMK (Benzyloxycarbonyl-Val-

Ala-Asp [OMe] fluoromethylketone), un inhibidor de pancaspasas. La cantidad de 

proteínas relacionadas a la familia de BCL-2, tales como BCL-2 propiamente, BCL-

xL(BCL2-like 1) o BAX (BCL2-associated X protein) mostró cambios marginales en 

presencia o ausencia de estrógenos o anti-estrógenos. La supresión del gen 

BIK/NBK por un siRNA pequeño, bloqueo en forma efectiva la apoptosis inducida por 

Fulvestrant en células cáncerosas mamarias. Sus resultados indican que BIK/NBK 

es inducido en células MCF-7/BUS en ausencia de la señalización por estrógenos y 

juega un papel importante en la apoptosis provocada por anti-estrógenos en células 

de cáncer de mama (68) 

 

ESTRÓGENOS 

Existe evidencia que los estrógenos son requeridos para el desarrollo, crecimiento, 

control y diferenciación del epitelio mamario normal, sin embargo también se ha 

descrito que los estrógenos son mitógenos poderosos con participación en la 

iniciación y progresión del cáncer de mama (69-73)  

 

También se ha reportado la participación de los estrógenos tanto en la proliferación 

celular como en la supervivencia de células de cáncer de mama positivas a 
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receptores de estrógenos alfa (71). Incluso, se ha demostrado la participación de los 

estrógenos en la supresión de apoptosis (74,75). 

La apoptosis puede ser iniciada por una gran variedad de estímulos, tales como, 

señales de desarrollo, daño celular y alteración del ciclo celular (76). Se han 

identificado un gran número de factores clave que participan en la regulación, 

coordinación y ejecución de apoptosis, entre ellos, la familia de proteínas BCL-2 (B-

cell CLL/lymphoma 2), la cual juega un papel crítico como regulador de apoptosis al 

inhibir o promover la muerte celular (77)  

 

En diversos estudios se ha evaluado la regulación de apoptosis por estrógenos en 

células de cáncer de mama demostrando la importancia de la vía apoptótica 

mitocondrial o vía intrínseca, la cual involucra a la familia de proteínas BCL-2 (74, 

78-83). 

 

JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 

Debido a la importante participación del gen BIK/NBK en la regulación génica en 

cáncer de mama y dada la probabilidad de que la expresión del gen BIK/NBK 

pudiera constituir un marcador de micrometástasis en sangre periférica de mujeres 

con cáncer de mama, inicialmente determinamos la expresión de BIK/NBK mediante 

RT-PCR en sangre periférica de mujeres con y sin cáncer de mama, para demostrar 

que el marcador propuesto no estaba expresado o se expresaba diferencialmente en 

ambos grupos de individuos.  

 

Posteriormente efectuamos la cuantificación relativa de BIK/NBK mediante RT-

qPCR, una metodología con alta sensibilidad, en sangre periférica de otro grupo de 

mujeres con cáncer de mama esporádico clasificadas por estadios clínicos para 

identificar si existían diferencias en la expresión.  

 

Por último efectuamos la cuantificación relativa de la expresión de BIK/NBK 

mediante RT-qPCR con LUX (Light Upon eXtension) Fluorogenic Primers, en sangre 

periférica de un tercer grupo de mujeres con y sin cáncer de mama, en donde 

además, a las mujeres con cáncer de mama se efectuó la correlación de la 

expresión de BIK/NBK en tejido mamario neoplásico con la expresión de BIK/NBK 
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en células circulantes en sangre periférica, y se validaron los resultados mediante la 

determinación de la expresión de los genes CK-19 y hMAM.  

Además se efectuó la correlación de la expresión a nivel mRNA del gen BIK/NBK 

con la expresión a nivel proteína de los receptores de ERα (receptores de 

estrógenos alfa) y progesterona en tejido mamario neoplásico.  

 

IV.MATERIAL Y MÉTODOS 

PACIENTES 

Se analizaron un total de 85 muestras. Todas las participantes fueron mexicanas en 

al menos tres generaciones previas y las pacientes con cáncer de mama fueron 

obtenidas por muestreo de casos consecutivos del Servicio de Tumores de mama, 

del Hospital de Oncología del CMN SXXI, IMSS.  

 

En el primer grupo se incluyeron muestras de sangre periférica de 28 mujeres sin 

cáncer de mama y sin antecedentes personales o familiares de cáncer y fueron 

comparadas con muestras de sangre periférica de 11 mujeres con cáncer de mama 

esporádico, sin antecedentes heredofamiliares de cáncer o de tumor primario de 

origen diferente al de la mama y sin tratamiento al momento de la toma de la 

muestra.  

 

En el segundo grupo se incluyeron muestras de sangre periférica de 29 mujeres con 

cáncer de mama esporádico clasificadas por estadios clínicos, sin antecedentes 

heredofamiliares de cáncer o de tumor primario diferente al de la mama y sin 

tratamiento al momento de la toma de la muestra.  

 

En el tercer grupo se incluyeron muestras de sangre periférica de 6 mujeres sin 

cáncer de mama y sin antecedentes personales o familiares de cáncer y muestras 

de sangre periférica así como de tejido mamario neoplásico de 11 mujeres con 

cáncer de mama sin antecedentes heredofamiliares de cáncer o de tumor primario 

diferente al de la mama y sin tratamiento al momento de la toma de la muestra.  

 

CÁLCULO DE TAMAÑO DE MUESTRA. 

Cabe mencionar que para los primeros dos grupos no se efectuó cálculo de tamaño 

de muestra debido a que se trataba de un estudio exploratorio inicial. Sin embargo 
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para el caso del tercer grupo se efectuó un cálculo de tamaño de muestra basado en 

los siguientes supuestos: 

La magnitud de la correlación a encontrar (rho) en base a estudios previos en donde 

hay alta correlación entre los marcadores moleculares identificados en tejido 

mamario neoplásico y en células circulantes en sangre periférica, sobre todo cuando 

estos marcadores no se expresan en forma habitual en células del torrente 

sanguíneo fue de rho= 0.70 entre las dos variables, indicando así que a mayor 

expresión de los genes BIK/NBK, hMAM y CK-19 en tejido tumoral mamario, 

también existiría mayor expresión de estos en células circulantes en sangre 

periférica dada la diseminación de las células neoplásicas mamarias a través del 

torrente sanguíneo (micrometástasis).  

 

Para la correlación de BIK/NBK y receptores de estrógenos alfa y progesterona en 

tejido mamario neoplásico también se esperaba encontrar una rho=0.70. 

 

El α utilizado para el cálculo de tamaño de muestra fue de 0.05, con un poder del 

80%, con un contraste de hipótesis con planteamiento unilateral. 

 
 
 
 
 

 

 

Sustituyendo los valores y efectuando el cálculo se obtuvo una n= 11. 

 

ASPECTOS ÉTICOS 

Se trató de un estudio con riesgo mínimo de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana en 

materia de Investigación en Salud, dado que únicamente se utilizaron 8 mL de 

sangre periférica en una sola toma así como tejido tumoral mamario proveniente de 

la biopsia realizada como procedimiento de rutina para la confirmación diagnóstica 

de cáncer de mama en mujeres con alta sospecha del mismo. El protocolo fue 

aprobado por la Comisión Nacional de Investigación Científica del IMSS con el 

número 2007-785-063. Todas las participantes aceptaron participar voluntariamente 

en el estudio y firmaron carta de consentimiento informado (Anexo 1).  
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COLECCIÓN DE LAS MUESTRAS 

Sangre  

Se colectaron 8 mL de sangre venosa de cada una de las participantes en dos tubos 

BD Vacutainer K3 EDTA. Para evitar colectar células epiteliales de la piel durante la 

venopunción se descartó el primer tubo. Se separaron las células blancas mediante 

gradiente con Ficoll-Paque PLUS (Amersham Biosciences) de acuerdo a 

instrucciones del fabricante (Anexo 2). 

Tejido mamario 

Se colectaron muestras de tejido mamario neoplásico con el sistema Vacora Breast 

Biopsy (C.R. Bard, Inc), a través de la biopsia realizada a 11 mujeres para la 

confirmación diagnóstica histopatológica inicial. Las muestras fueron colocadas en 

nitrógeno líquido para su transporte y se seleccionaron para su análisis por 

confirmación histopatológica de cáncer de mama por dos patólogos, demostrando 

que las muestras contenían al menos 70% de células tumorales.  

 

EXTRACCIÓN DE RNA 

Muestras de sangre 

Se efectuó la extracción de RNA usando RNeasy Mini Kit (QIAGEN) de acuerdo a 

las instrucciones del fabricante (Anexo 3) y se disolvió en agua libre de RNasa para 

una concentración final de 100ng/µL. El RNA total extraído se almacenó a -70°C 

hasta su uso. Se confirmo la integridad del RNA mediante electroforesis en gel de 

agarosa y la cuantificación se realizó con espectofotómetro (NanoDrop 1000, 

Thermo Fisher Scientific). 

 

Muestras de tejido 

Se pesaron 30 mg de tejido, se colocaron en mortero con nitrógeno líquido y se 

molieron con pistilo, posteriormente se colocaron en tubo Eppendorf de 1.5 mL libre 

de RNasa previamente enfriado en nitrógeno líquido. Se efectuó la extracción de 

RNA de acuerdo a las instrucciones de RNeasy Mini Kit (QIAGEN) y se disolvió en 

agua libre de RNasa para una concentración final de 100ng/µL. El RNA extraído se 

almacenó a -70°C hasta su uso. Se confirmó la integ ridad del RNA mediante 

electroforesis en gel de agarosa y la cuantificación se realizó con espectofotómetro 

(NanoDrop 1000, Thermo Fisher Scientific). 
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Síntesis de cDNA 

La síntesis de cDNA se llevó a cabo a partir de 100 ng de RNA total, usando 

Superscript First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen Life Technologies) 

y oligo-dT de acuerdo a instrucciones del fabricante (Anexo 4). El cDNA fue 

almacenado a -70 °C hasta su uso.  

 

Ensayo de PCR punto final 

Se diseñaron oligonucleótidos para el gen control HPRT1 (Hypoxanthine 

phosphoribosyltransferase 1) con el programa Oligo 4.1 (Wojciech Rysclik) usando la 

secuencia reportada en el Gen Bank con número de acceso NM 0000194.  Forward 

5'AATTATGGACAGGACTGAACGTC3', y Reverse 

5'CTTGCTGGTGAAAAGGACCCCACG3', con un fragmento de amplificación 

esperado de 387 pb. 

 

Se diseñaron oligonucleótidos para el gen blanco BIK/NBK con el programa Oligo 

4.1 (Wojciech Rysclik), usando la secuencia reportada en el Gen Bank con número 

de acceso NCBI U34584. Forward 5'GAGACATCTTGATGGAGACC3' y reverse 

5'ACATCAGGGATGTTCTTAGA3', con un fragmento de amplificación esperado de 

290 pb. 

 

La reacción de PCR fue realizada en tubos separados para amplificar el gen control 

y el gen blanco en cada una de las muestras, con un volumen final de 20 µL que 

contenía 1 µL de oligonucleótido sentido 20 pmol y 1 µL de oligonucleótido 

antisentido 20 pmol, 2 µL de amortiguador 10X, 1 µL de MgCl2 50 mM (para HPRT1) 

y 0.5 µL de MgCl2 50 mM (para BIK/NBK), 2 µL de DNTPs 2mM, 0.2 µL de Taq 

polimerasa 0.5 UI y 1 µL de cDNA.  

 

La amplificación se llevó a cabo en termociclador Gene Amp PCR System 9700, con 

las siguientes condiciones: desnaturalización inicial (94ºC durante 5 minutos), 45 

ciclos con tres pasos, desnaturalización (94ºC durante 20 segundos), alineamiento 

(58ºC para HPRT1 y 55ºC para BIK/NBK durante 1 minuto) y elongación (72ºC 

durante 1 minuto) y fase de elongación final (72ºC durante 7 minutos).  
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Posteriormente los productos de amplificación fueron analizados por electroforesis 

en gel de agarosa al 2%. Como control negativo se utilizó cDNA sintetizado a partir 

de RNA total de la línea celular MCF-7 el cuál no expresó el gen BIK/NBK y como 

control positivo se utilizó cDNA sintetizado a partir de RNA total extraído de tejido 

tumoral renal el cuál expresó el gen BIK/NBK.  

 

Ensayo de PCR en tiempo real  

Se utilizaron los mismos oligonucleótidos mencionados en el apartado previo y fue 

realizada en tubos separados para el gen control y el gen de interés, con un volumen 

final de 25µL que contenía 1µL de oligonucleótido sentido 10µM y 1 µL de 

oligonucleótido antisentido 10µM, 2µL de MgCl2 50mM (para HPRT1) y 3µL de MgCl2 

50mM (para BIK/NBK), 12.5 µL de Platinum SYBR Green qPCR Super Mix-UDG 

(Invitrogen Life Technologies) y 1 µL de cDNA. 

 

La amplificación se llevó a cabo en instrumento de qPCR Rotor-Gene 3000 (Corbett 

Research), con las siguientes condiciones: desnaturalización inicial (94ºC durante 5 

minutos), 45 ciclos con tres pasos, desnaturalización (94 ºC durante 20 segundos), 

alineamiento (58ºC para HPRT1 y 56ºC para BIK/NBK durante 59 segundos) y 

elongación (72 ºC durante 59 segundos). Análisis de curvas meelting (67-95ºC, 1ºC 

por cada paso, 45 segundos en el primer paso y esperar 5 segundos en cada paso).  

 

Como control negativo se utilizó agua en lugar de cDNA y como control positivo se 

utilizó cDNA sintetizado a partir de RNA total extraído de tejido tumoral mamario el 

cuál expresó el gen BIK/NBK. 

 

Todas las reacciones se realizaron por triplicado. Se efectuó cuantificación relativa 

mediante el software Rotor-Gene 6.0.19 (Corbett Research) por el método ∆CT
 (85).  

 

Ensayo de PCR en tiempo real con LUX Fluorogenic Pr imers 

Los oligonucleótidos específicos fueron diseñados con el programa D-LUX Designer 

(Invitrogen life Technologies) usando las secuencias reportadas en GenBank como 

sigue: Para el gen control HPRT1 GCTGAGGATTTGGAAAGGGTGT y JOE-labeled 

primer cgagatCCATCTCCTTCATCACATCTcG. Para el gen blanco BIK/NBK 
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CCTGAGGCTCACGTCCATCTC and FAM-labeled primer 

cgaagtGGACCCTATGGAGGACTTcG.  

Además se diseñaron oligonucleótidos específicos para el gen CK19 

CCCGCGACTACAGCCACTACT and FAM-labeled primer 

cgaacTCCGTCTCAAACTTGGTTcG y para el gen hMAM 

CACTTGTGGATTGATTGTCTTGGA and FAM-labeled primer 

gtagcaCCCTCTCCCAGCACTGCcAC, ambos reportados con mayor sensibilidad y 

especificidad en la detección de células mamarias cancerosas en sangre periférica y 

que utilizamos para validar los resultados en algunas de las muestras. 

 

Se realizaron ensayos de qPRC siguiendo las instrucciones del manual Platinum 

Quantitative PCR SuperMix-UDG (Invitrogen life Technologies) y de LUX (Light Upon 

eXtension) Fluorogenic Primers Instrument Protocols  (Invitrogen life Technologies) 

para el instrumento de qPCR Rotor-Gene 3000 (Corbett Research).  

 

Se efectuó PCR de todas las muestras en reacción diplex con el gen control HPRT1 

para el gen BIK/NBK y, de algunas de las muestras para los genes CK19 y hMAM, 

con un volumen final de 25µL que contenía 0.5µL de LUX labeled primer 10µM y 

0.5µL de LUX unlabeled primer10µM del gen control y 1µL de LUX labeled primer 

10µM y 1µL de LUX unlabeled primer 10µM del gen de interés, 1.5µL de MgCl2 

50mM, 12.5 µL de Platinum qPCR Super Mix-UDG (Invitrogen Life Technologies) y 2 

µL de cDNA. 

 

Como control negativo se utilizó agua en lugar de cDNA y como control positivo se 

utilizó cDNA sintetizado a partir de RNA total extraído de tejido tumoral mamario el 

cuál expresó el gen BIK/NBK. 

 

La amplificación se efectuó en instrumento de qPCR Rotor-Gene 3000 (Corbett 

Research) con las siguientes condiciones: Reacción UDG (uracil DNA glycosylase-

mediated carry-over prevention) 50°C por 2 minutos, Inactivación/desnaturalización 

del templado UDG 95°C por 2 minutos, 40 ciclos de tres segmentos de amplificación 

(5 segundos a 95°C, 15 segundos a 55°C con adquisición y 10 segundos a 72°C) y 

un ciclo de análisis de curva de desnaturalización (“melting”) de 60-95°C con un 
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tiempo de elevación de 1°C/paso (esperar 60 segundos en el primer paso y 5 

segundos/pasos subsecuentes).  

 

Todas las reacciones se realizaron por triplicado. Se efectuó cuantificación relativa 

mediante el software Rotor-Gene 6.0.19 (Corbett Research) por el método ∆CT. 

Inmunohistoquímica 

Para la identificación de la expresión de los ERα, se utilizó el método del complejo 

estreptoavidina-biotina peroxidasa (DAKO LSAB + System- HRP Kit, Carpentry, CA, 

USA) con diaminobenzidina como cromógeno. Los epítopes fueron recuperados por 

autoclave en 10 mM de amortiguador de ácido cítrico, pH 6.1 por 2 minutos. Se uso 

un anticuerpo primario policlonal para ERα en un suero bovino al 1% albumina-

fosfato amortiguado en solución salina (BSA-PBS). Los tejidos de cáncer de mama 

fueron fijados en formalina por 24-72 hrs y posteriormente embebidos en parafina y 

diversas secciones fueron evaluadas para la selección y corte de blancos (Anexo 5). 

 

Análisis estadístico 

En el primer grupo, la expresión del gen BIK/NBK fue medida en escala nominal 

dicotómica por la presencia o ausencia del fragmento esperado de amplificación en 

gel de agarosa. Se aplicó prueba exacta de Fisher para determinar diferencias en la 

expresión del gen BIK/NBK en las mujeres con y sin cáncer de mama. 

 

En el segundo grupo, la expresión del gen BIK/NBK fue medida en escala 

cuantitativa continua por el método ∆CT. Se aplicó prueba de Krhuskall Wallis para 

determinar diferencias significativas en la expresión del gen BIK/NBK en las mujeres 

con cáncer de mama clasificadas por estadios clínicos. 

 

En el tercer grupo la expresión del gen BIK/NBK fue medida en escala cuantitativa 

continua por el método ∆CT. Se aplicó prueba U de Mann-Whitney para determinar 

diferencias en la expresión del gen BIK/NBK en las mujeres con y sin cáncer de 

mama; y prueba de correlación de Spearman para determinar la correlación de la 

expresión del gen BIK/NBK en sangre periférica y tejido mamario canceroso de 

mujeres con cáncer de mama.  
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Se aplicó prueba de correlación de Sperman para determinar la correlación de la 

expresión a nivel mRNA del gen BIK/NBK con la expresión a nivel proteína de los 

receptores de estrógeno alfa y progesterona en tejido mamario neoplásico. 

 

V.RESULTADOS 

PRIMER GRUPO 

Expresión del gen BIK/NBK mediante RT-PCR en sangre  de mujeres con y sin 

cáncer de mama. 

Las 28 mujeres sin cáncer de mama donadoras de muestras de sangre periférica se 

encontraban en un rango de edad de 23-52 años, promedio de 33.96 años y 

desviación estándar + 8.30 años (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
Figura 2. Distribución de la variable edad. Histograma de la 
variable edad de 28 mujeres sin cáncer de mama 
pertenecientes al primer grupo de comparación. 
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En cuanto a las 11 mujeres con cáncer de mama donadoras de muestras de sangre 

periférica se encontraban en un rango de edad de 31-82 años, promedio de 58.36 

años y desviación estándar de 17.59 años (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las 11 mujeres con cáncer de mama del primer grupo de comparación fueron 

clasificadas por el análisis histopatológico como cáncer ductal invasivo. La figura 4 

muestra el porcentaje de pacientes con cáncer de mama que se encontraba en cada 

uno de los estadios clínicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3. Distribución de la variable edad. Histograma de la 
variable edad de 11 mujeres con cáncer de mama 
pertenecientes al primer grupo de comparación. 

 

 
Figura 4. Estadio clínico de cáncer de mama. Porcentaje de 
mujeres con cáncer de mama de acuerdo al estadio clínico, en el 
primer grupo de comparación. 
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Las 39 muestras de sangre, incluyendo las provenientes de mujeres con y sin cáncer 

de mama amplificaron el fragmento esperado de 387 pb correspondiente al gen 

control HPRT1, sin embargo, ninguna de las 28 muestras de sangre provenientes de 

mujeres sin cáncer de mama amplificó el fragmento esperado de 289 pb, 

correspondiente al gen BIK/NBK (Figura 5 y 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
 
Figura 6. Expresión del gen HPRT1 y BIK/NBK  mediante RT-PCR en muestras de sangre 
periférica de mujeres sin cáncer de mama. Gel de agarosa al 1% para HPRT1 con un fragmento 
esperado de 387 pb (H) y BIK/NBK con un fragmento esperado de 290 pb en las muestras de 
sangre 20-28 de mujeres sin cáncer de mama del primer grupo de comparación. Marcador de peso 
molecular de 123pb (MW). 

Figura 5. Expresión del gen HPRT1 y BIK/NBK  mediante RT-PCR en muestras de sangre 
periférica de mujeres sin cáncer de mama. Gel de agarosa al 1% para HPRT1 con un 
fragmento esperado de 387 pb (H) y BIK/NBK con un fragmento esperado de 290 pb en las 
muestras de sangre 1-19 de mujeres sin cáncer de mama del primer grupo de comparación. 
Marcador de peso molecular de 123pb (MW). 
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En el caso de las muestras de sangre de mujeres con cáncer de mama, 10 no 

amplificaron el fragmento esperado para el gen BIK/NBK (Figura 7 y 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la figura 8 además se observa el fragmento de amplificación de 290 pb 

correspondiente al gen BIK/NBK en solo una de las muestras de sangre proveniente 

de una mujer con cáncer de mama (por duplicado) y en una muestra control positivo 

de tejido tumoral renal (el cuál se sabe expresa el gen BIK/NBK). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7. Expresión del gen HPRT1 y BIK/NBK  mediante RT-PCR en muestras de sangre 
periférica de mujeres con cáncer de mama. Gel de agarosa al 1% para HPRT1 con un fragmento 
esperado de 387 pb (H) y BIK/NBK con un fragmento esperado de 290 pb en las muestras de sangre 
1-9 de mujeres con cáncer de mama del primer grupo de comparación. Marcador de peso molecular 
de 123pb (MW). 

 

 Figura 8. Expresión del gen HPRT1 y BIK/NBK  mediante RT -PCR en muestra s de 
sangre periférica de mujeres con cáncer de mama. Gel de agarosa al 1% para HPRT1 
con un fragmento esperado de 387 pb (H) y BIK/NBK con un fragmento esperado de 290 
pb en las muestras de sangre 10 y 11 de mujeres con cáncer de mama y en el control 
positivo proveniente de un tumor renal el cuál amplifica el gen BIK/NBK (CP). La muestra 
11 y CP se observan por duplicado. Marcador de peso molecular de 123pb (MW). 
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Al aplicar la prueba exacta de Fisher no se encontraron diferencias estadísticamente 

significativas (p= 0.282) en la expresión del gen BIK/NBK entre las 28 muestras de 

sangre provenientes de mujeres sin cáncer de mama y las 11 muestras de sangre 

provenientes de mujeres con cáncer de mama (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
Figura 9. Prueba exacta de Fisher. No se observan diferencias estadísticamente 
significativas en la expresión del gen BIK/NBK en las muestras provenientes de 
mujeres con y sin cáncer de mama del primer grupo de comparación (p= 0.282) 
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SEGUNDO GRUPO 

Expresión del gen BIK/NBK mediante RT-PCR en tiempo  real en sangre de 

mujeres con cáncer de mama en diferentes estadios c línicos.  

 

Las 29 muestras de sangre periférica provenían de mujeres con cáncer de mama en 

un rango de edad de 31-80 años, promedio de 56.69 años y desviación estándar de 

+ 13.56 años (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El 89% de las 29 mujeres con cáncer de mama donadoras de las muestras de 

sangre periférica fueron clasificadas por análisis histopatológico como carcinoma 

ductal (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
Figura 11. Tipo histopatológico de cáncer de mama. Porcentaje de 
mujeres con cáncer de mama de acuerdo al tipo histopatológico, en el 
segundo grupo de comparación. 

 
Figura 10. Distribución de la variable edad. Histograma de la 
variable edad de 29 mujeres con cáncer de mama pertenecientes 
al segundo grupo de comparación. 



  López Muñoz Eunice 

 

39 

 

En la figura 12 se observa el porcentaje de mujeres con cáncer de mama de acuerdo 

al estadio clínico en que fueron clasificadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las 29 muestras de sangre provenientes de mujeres con cáncer de mama en 

diversos estadios clínicos de la enfermedad mostraron amplificación del gen control 

HPRT1 (Figura 13) y del gen BIK/NBK (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
Figura 12. Estadio clínico de cáncer de mama. Porcentaje de 
mujeres con cáncer de mama de acuerdo al estadio clínico, en 
el segundo grupo de comparación. 

 
Figura 13. Expresión del gen HPRT1 mediante RT-qPCR en 29 muestras de sangre 
periférica de mujeres con cáncer de mama. a)  Curvas de amplificación del gen control 
HPRT1 y tres controles negativos (sin cDNA). La abscisa muestra las unidades de 
fluorescencia relativa y la ordinal el número de ciclos. b) Análisis de curvas de disociación del 
gen control HPRT1 y tres controles negativos. La señal de fluorescencia (F) fue monitorizada 
continuamente durante la elevación de la temperatura y graficada contra la temperatura (T). 
Estas curvas fueron transformadas a curvas de disociación derivativas [(2dF/dT) vs T]. Gráfico 
generado por Rotor Gene 3000 real time PCR thermocycler (Corbett Research).  
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El análisis de la expresión del gen BIK/NBK se realizó mediante el método ∆CT y 

posteriormente se efectuó la prueba de Krhuskall Wallis, sin embargo no se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas en la expresión del gen 

BIK/NBK por estadio clínico (p=0.469). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 14. Expresión del gen BIK/NBK  mediante RT-qPCR en 29 muestras de sangre 
periférica de mujeres con cáncer de mama. a)  Curvas de amplificación del gen BIK/NBK y 
tres controles negativos (sin cDNA). La abscisa muestra las unidades de fluorescencia relativa y 
la ordinal el número de ciclos. b) Análisis de curvas de disociación del gen BIK/NBK y tres 
controles negativos. La señal de fluorescencia (F) fue monitorizada continuamente durante la 
elevación de la temperatura y graficada contra la temperatura (T). Estas curvas fueron 
transformadas a curvas de disociación derivativas [(2dF/dT) vs T]. Gráfico generado por Rotor 
Gene 3000 real time PCR thermocycler (Corbett Research).  
 

 
Figura 15. Prueba de Kruskal Wallis. No se observan diferencias 
estadísticamente significativas en la expresión del gen BIK/NBK en las muestras 
provenientes de mujeres con cáncer de mama en función del estadio clínico 
(p=0.469). 
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TERCER GRUPO 

Expresión del gen BIK/NBK mediante RT-qPCR con LUX Fluorogenic Primers, 

en sangre de mujeres con y sin cáncer de mama 

Las 6 mujeres sin cáncer de mama donadoras de muestras de sangre periférica se 

encontraban en un rango de edad de 28-60 años, promedio de 39.33 años y 

desviación estándar de + 11.86 años (Figura 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En cuanto a las 11 mujeres con cáncer de mama donadoras de muestras de sangre 

periférica se encontraban en un rango de edad de 34-83 años, promedio de 59.09 años y 

desviación estándar de + 14.83 años) (Figura 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 16. Distribución de la variable edad. Histograma de 
la variable edad de 6 mujeres sin cáncer de mama 
pertenecientes al tercer grupo de comparación. 

 
Figura 17. Distribución de la variable edad. Histograma de 
la variable edad de 11 mujeres con cáncer de mama 
pertenecientes al tercer grupo de comparación. 
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El 91% de las 6 mujeres con cáncer de mama donadoras de las muestras de sangre 

periférica fueron clasificadas por análisis histopatológico como carcinoma ductal 

infiltrante (Figura 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la figura 19 se observa el porcentaje de mujeres con cáncer de mama de acuerdo 

al estadio clínico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las 17 muestras de sangre, incluyendo las provenientes de mujeres con y sin cáncer 

de mama mostraron amplificación del gen HPRT1 (Figura 20) y del gen BIK/NBK 

(Figura 21).  

  

 

 

Figura 18. Tipo histopatológico de cáncer de mama. Porcentaje de 
mujeres con cáncer de mama de acuerdo al tipo histopatológico, en el 
tercer grupo de comparación. 

 

 

Figura 19. Estadio clínico de cáncer de mama. Porcentaje de mujeres 
con cáncer de mama de acuerdo al estadio clínico, en el tercer grupo de 
comparación. 
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El análisis de la expresión del gen BIK/NBK se realizó mediante el método ∆CT y 

posteriormente se efectuó la prueba U de Mann-Whitney para determinar diferencias 

en la expresión del gen BIK/NBK en sangre periférica de las 11 mujeres con y 6 sin 

cáncer de mama, sin embargo no se encontraron diferencias estadísticamente 

significativas en la expresión del gen BIK/NBK entre ambos grupos de mujeres 

(p=0.615) (Figura 22). 

 
Figura 20. Expresión del gen HPRT1 mediante RT-qPCR con LUX Fluorogenic Primers en 17  
muestras de sangre periférica de mujeres con y sin cáncer de mama. a)  Curvas de amplificación 
del gen control HPRT1. La abscisa muestra las unidades de fluorescencia relativa y la ordinal el 
número de ciclos. b) Análisis de curvas de disociación del gen control HPRT1. La señal de 
fluorescencia (F) fue monitorizada continuamente durante la elevación de la temperatura y graficada 
contra la temperatura (T). Estas curvas fueron transformadas a curvas de disociación derivativas 
[(2dF/dT) vs T]. Gráfico generado por Rotor Gene 3000 real time PCR thermocycler (Corbett 
Research).  
 

 

 

Figura 21. Expresión del gen BIK/NBK  mediante RT-qPCR con LUX Fluorogenic Primers en 17  
muestras de sangre periférica de mujeres con y sin cáncer de mama. a)  Curvas de amplificación 
del gen control BIK/NBK. La abscisa muestra las unidades de fluorescencia relativa y la ordinal el 
número de ciclos. b) Análisis de curvas de disociación del gen control BIK/NBK. La señal de 
fluorescencia (F) fue monitorizada continuamente durante la elevación de la temperatura y graficada 
contra la temperatura (T). Estas curvas fueron transformadas a curvas de disociación derivativas 
[(2dF/dT) vs T]. Gráfico generado por Rotor Gene 3000 real time PCR thermocycler (Corbett 
Research).  
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Correlación de la expresión del gen BIK/NBK mediant e RT-qPCR con LUX 

Fluorogenic Primers en tejido mamario neoplásico y sangre de mujeres con 

cáncer de mama. 

Las 11 muestras de tejido mamario neoplásico mostraron amplificación del gen 

HPRT1 (Figura 23) y del gen BIK/NBK (Figura 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figura 23. Expresión del gen HPRT1 mediante RT-qPCR con LUX Fluorogenic Primers en 
11 muestras de tejido mamario neoplásico. a)  Curvas de amplificación del gen control 
HPRT1. La abscisa muestra las unidades de fluorescencia relativa y la ordinal el número de 
ciclos. b) Análisis de curvas de disociación del gen control HPRT1. La señal de fluorescencia (F) 
fue monitorizada continuamente durante la elevación de la temperatura y graficada contra la 
temperatura (T). Estas curvas fueron transformadas a curvas de disociación derivativas 
[(2dF/dT) vs T]. Gráfico generado por Rotor Gene 3000 real time PCR thermocycler (Corbett 
Research).  

 

 

Figura 22. Prueba U de Mann-Whitney. No se observan diferencias 
estadísticamente significativas en la expresión del gen BIK/NBK en las 
muestras provenientes de mujeres con y sin cáncer de mama (p=0.615). 
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El análisis de la expresión del gen BIK/NBK en tejido mamario neoplásico de las 11 

mujeres con cáncer de mama se realizó mediante el método ∆CT y posteriormente se 

efectuó correlación de Spearman entre la expresión relativa de BIK/NBK en tejido 

mamario neoplásico y sangre periférica, sin embargo no se encontró significancia 

estadística (p=0.405) (Figura 25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figura 24. Expresión del gen BIK/NBK mediante RT-qPCR con LUX Fluorogenic Primers 
en 11 muestras de tejido mamario neoplásico. a)  Curvas de amplificación del gen BIK/NBK. 
La abscisa muestra las unidades de fluorescencia relativa y la ordinal el número de ciclos. b) 
Análisis de curvas de disociación del gen BIK/NBK. La señal de fluorescencia (F) fue 
monitorizada continuamente durante la elevación de la temperatura y graficada contra la 
temperatura (T). Estas curvas fueron transformadas a curvas de disociación derivativas 
[(2dF/dT) vs T]. Gráfico generado por Rotor Gene 3000 real time PCR thermocycler (Corbett 
Research). 

 

 

Figura 25. Correlación de Spearman. No se encontró significancia estadística en la correlación 
de la expresión del gen BIK/NBK en tejido mamario neoplásico y sangre periférica de 11 mujeres 
con cáncer de mama (p=0.405). 
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Validación de la expresión de los genes CK-19 y hMA M mediante RT-qPCR con 

LUX Fluorogenic Primers en tejido mamario neoplásic o y en sangre periférica 

de mujeres sin cáncer de mama. 

9 de las 11 muestras de tejido mamario neoplásico de mujeres con cáncer de mama 

mostraron amplificación del gen CK-19 (Figura 26) y todas las muestras de tejido 

mamario neoplásico de mujeres con cáncer de mama mostraron amplificación del 

gen hMAM (Figura 27), sin embargo ninguna de las 6 muestras de sangre periférica 

de mujeres sin cáncer de mama mostró amplificación de estos genes (Figura 28). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Expresión del gen CK-19 mediante RT-qPCR con LUX Fluorogenic Primers en 11 
muestras de tejido mamario neoplásico. a)  Curvas de amplificación del gen CK-19. La abscisa 
muestra las unidades de fluorescencia relativa y la ordinal el número de ciclos. b) Análisis de 
curvas de disociación del gen CK-19. La señal de fluorescencia (F) fue monitorizada 
continuamente durante la elevación de la temperatura y graficada contra la temperatura (T). Estas 
curvas fueron transformadas a curvas de disociación derivativas [(2dF/dT) vs T]. Gráfico generado 
por Rotor Gene 3000 real time PCR thermocycler (Corbett Research). 

 

 

Figura 27. Expresión del gen hMAM mediante RT-qPCR con LUX Fluorogenic Primers en 11 
muestras de tejido mamario neoplásico. a)  Curvas de amplificación del gen hMAM. La abscisa 
muestra las unidades de fluorescencia relativa y la ordinal el número de ciclos. b) Análisis de curvas 
de disociación del gen hMAM. La señal de fluorescencia (F) fue monitorizada continuamente durante la 
elevación de la temperatura y graficada contra la temperatura (T). Estas curvas fueron transformadas a 
curvas de disociación derivativas [(2dF/dT) vs T]. Gráfico generado por Rotor Gene 3000 real time 
PCR thermocycler (Corbett Research). 
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Figura 28. Expresión del gen CK-19 mediante RT-qPCR con LUX Fluorogenic Primers en 
muestras de sangre periférica de 6 mujeres sin cánc er de mama y una muestra de tejido 
mamario neoplásico como control positivo. a)  Curvas de amplificación del gen CK-19. La 
abscisa muestra las unidades de fluorescencia relativa y la ordinal el número de ciclos. b) 
Análisis de curvas de disociación del gen CK-19. La señal de fluorescencia (F) fue monitorizada 
continuamente durante la elevación de la temperatura y graficada contra la temperatura (T). 
Estas curvas fueron transformadas a curvas de disociación derivativas [(2dF/dT) vs T]. Gráfico 
generado por Rotor Gene 3000 real time PCR thermocycler (Corbett Research). 

 

 

Figura 29. Expresión del gen hMAM mediante RT-qPCR con LUX Fluorogenic Primers en 
muestras de sangre periférica de 6 mujeres sin cánc er de mama y una muestra de tejido 
mamario neoplásico como control positivo. a)  Curvas de amplificación del gen hMAM. La 
abscisa muestra las unidades de fluorescencia relativa y la ordinal el número de ciclos. b) Análisis 
de curvas de disociación del gen hMAM. La señal de fluorescencia (F) fue monitorizada 
continuamente durante la elevación de la temperatura y graficada contra la temperatura (T). Estas 
curvas fueron transformadas a curvas de disociación derivativas [(2dF/dT) vs T]. Gráfico generado 
por Rotor Gene 3000 real time PCR thermocycler (Corbett Research). 
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Determinación de la expresión de los receptores de estrógenos alfa y 

progesterona mediante inmunohistoquímica en tejido mamario neoplásico de 

11 mujeres con cáncer de mama. 

Independientemente y en forma cegada, se determinó la distribución y abundancia 

(en porcentaje) de los receptores de estrógeno alfa y progesterona sobre las 

laminillas obtenidas de las mismas muestras de tejido usadas para el diagnóstico 

histopatológico y ensayo de RT-qPCR. En la figura 30 (magnificación 400x) se 

ejemplifica la determinación de los ERα en una de las muestras de cáncer mamario. 

La presencia de ERα fue específica ya que cuando el anticuerpo primario fue 

obtenido, no se observó señal en el tejido neoplásico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 muestras (45%) de tejido mamario neoplásico fueron negativas a receptores de 

estrógenos y 6 muestras (55%) fueron positivas (Figura 31). 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figura 30 . Distribución del receptor de 
estrógenos αααα en tejido mamario neoplásico . 
Anticuerpo-receptor de estrógeno α (anticuerpo 
policlonal) colocado con anticuerpo secundario-
HRP y revelado con DAB. Se uso Hematoxilina 
como contra tinción.  

 
Figura 31. Receptores de estrógenos alfa. Porcentaje de mujeres 
con cáncer de mama de acuerdo al estado de receptores de 
estrógenos alfa, en el tercer grupo de comparación 
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En la figura 32 (magnificación 400x) se ejemplifica la determinación de los 

receptores de progesterona en una de las muestras de cáncer mamario. La 

presencia de receptores de progesterona fue específica ya que cuando el anticuerpo 

primario fue obtenido, no se observó señal en el tejido neoplásico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6 muestras (45%) de tejido mamario neoplásico fueron negativas a receptores de 

progesterona y 5 muestras (55%) fueron negativas (Figura 33). 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figura 32 . Distribución del receptor de 
progesterona en tejido mamario neoplásico . 
Anticuerpo-receptor de progesterona (anticuerpo 
policlonal) colocado con anticuerpo secundario-
HRP y revelado con DAB. Se uso Hematoxilina 
como contra tinción. 

 
Figura 33. Receptores de progesterona. Porcentaje de mujeres con 
cáncer de mama de acuerdo al estado de receptores de progesterona, 
en el tercer grupo de comparación 
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Correlación de la expresión del gen BIK/NBK mediant e RT-qPCR con LUX 

Fluorogenic Primers con la expresión de receptores de estrógenos alfa en 11 

muestras de tejido mamario neoplásico. 

El análisis de la expresión del gen BIK/NBK en tejido mamario neoplásico de las 11 

mujeres con cáncer de mama se realizó mediante el método ∆CT (mostrado con 

anterioridad) y posteriormente se efectuó correlación de Spearman con el estado de 

receptores de estrógenos (rho= 0.751 y p=0.004 ) (Figura 34). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Correlación de la expresión del gen BIK/NBK mediant e RT-qPCR con LUX 

Fluorogenic Primers con la expresión de receptores de progesterona en 11 

muestras de tejido mamario neoplásico. 

El análisis de la expresión del gen BIK/NBK en tejido mamario neoplásico de las 11 

mujeres con cáncer de mama se realizó mediante el método ∆CT (mostrado con 

anterioridad) y posteriormente se efectuó correlación de Spearman con el estado de 

receptores de progesterona (rho= 0.808 y p=0.003 ) (Figura 35). 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figura 34. Correlación de Spearman. Se encontró correlación con significancia 
estadística entre la expresión del gen BIK/NBK y la expresión de receptores de 
estrógenos alfa en tejido mamario neoplásico (p=0.004). 

 
Figura 35. Correlación de Spearman. Se encontró correlación con significancia estadística 
entre la expresión del gen BIK/NBK y la expresión de receptores de progesterona en tejido 
mamario neoplásico (p=0.003). 
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VI.DISCUSIÓN 

El cáncer de mama constituye un problema de salud pública a nivel mundial (1). En 

México, esta neoplasia ocupa el primer lugar como causa de muerte en mujeres 

mayores de 40 años de edad (20). Uno de los factores que ha tenido considerable 

influencia en el pronóstico y la expectativa de vida de estas pacientes es el estadio 

clínico en el cuál se diagnóstica la enfermedad (86). 

 

Recientemente se han efectuado diversos estudios para identificar nuevas técnicas 

moleculares y biomarcadores con potencial uso clínico para la detección de células 

neoplásicas mamarias circulantes en sangre periférica en estadios tempranos de la 

enfermedad (87). 

 

Se han observado considerables limitaciones con técnicas como 

inmunohistoquímica y citometría de flujo, se ha preferido el uso de técnicas 

moleculares con alta sensibilidad, tales como RT-qPCR, para la detección de 

biomarcadores específicos de células neoplásicas mamarias en sangre. Sin 

embargo, aunque la expresión de múltiples genes ha sido probada, solo algunos de 

ellos tales como citoqueratina 19, mamoglobina y maspina, han sido identificados 

con mayor sensibilidad y especificidad para la detección de células neoplásicas 

mamarias circulantes (46, 47, 88-91). 

 

La necesidad de nuevos marcadores para mejorar la detección de células 

neoplásicas circulantes en sangre nos llevo a investigar un nuevo gen con potencial 

uso clínico. Se decidió determinar si la expresión del gen BIK/NBK (el cuál fue 

encontrado sobre-expresado a nivel mRNA y proteína en un estudio realizado en 

nuestra unidad de investigación) (49), podría constituir un biomarcador para la 

detección de células neoplásicas mamarias circulantes en sangre periférica. 

 

Inicialmente se determinó la expresión del gen BIK/NBK mediante RT-PCR en 

muestras de sangre de mujeres con y sin cáncer de mama. Todas las muestras 

expresaron el gen control HPRT1, demostrando una síntesis apropiada del cDNA y 

un funcionamiento adecuado del sistema de amplificación. Con respecto al gen 

BIK/NBK, se encontró su expresión en una sola muestra de sangre proveniente de 

una mujer con cáncer de mama. Debido a que ninguna de las muestras de sangre 
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provenientes de mujeres sin cáncer mama mostró expresión del gen BIK/NBK y la 

prueba estadística no mostró diferencias significativas entre los dos grupos 

comparados, este resultado llevo a pensar que el sistema de detección usado no 

había sido lo suficientemente sensible o que las pacientes podrían encontrarse en 

un estadio clínico muy temprano o incipiente. Por esta razón se determinó la 

expresión del gen BIK/NBK con una técnica molecular más sensible, en muestras de 

sangre periférica de mujeres con cáncer de mama esporádico, tomando en 

consideración el estadio clínico de cada una de ellas (88). 

 

Se realizó la cuantificación relativa de la expresión del gen BIK/NBK mediante RT-

qPCR en muestras de sangre de mujeres con cáncer de mama clasificadas por 

estadios clínicos, usando como gen control al gen HPRT1. Sorprendentemente, 

todas las muestras amplificaron ambos genes y cuando se determinaron las 

diferencias en la expresión génica entre mujeres con cáncer de mama en diferentes 

estadios, no se encontraron diferencias significativas. Se pensó que una de las 

posibles razones por las que no se habían encontrado diferencias, era que no todas 

las muestras de sangre sobre-expresaban el gen BIK/NBK debido a que no todos los 

tumores sobre-expresaban dicho gen. Este resultado llevo a utilizar el sistema LUX 

Fluorogenic Primers (una metodología molecular que ha sido reportada como con 

alta especificidad en la detección de productos de amplificación) (92), en otro grupo 

de pacientes con cáncer de mama, para determinar la correlación de la expresión 

del gen BIK/NBK entre tejido neoplásico mamario y sangre periférica. Se esperaba 

que las mujeres con sobre-expresión del gen BIK/NBK en tejido mamario neoplásico 

también tuvieran sobre-expresión en sangre, sin embargo, no se encontró 

correlación estadísticamente significativa en la expresión de dicho gen en los dos 

tejidos analizados, lo cual indicó que la expresión de este gen en sangre es 

aparentemente independiente de la expresión encontrada en tejido mamario 

neoplásico. 

 

Para confirmar la posible función de la expresión del gen BIK/NBK como 

biomarcador de células neoplásicas mamarias circulantes en sangre periférica, 

mediante una técnica de alta sensibilidad y un sistema de alta especificidad, se 

comparó su expresión en 11 muestras de sangre periférica de mujeres con cáncer 

de mama con 6 muestras de sangre periférica de mujeres sin cáncer de mama. 
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Inesperadamente los resultados fueron contrarios a lo que ha sido reportado (67) y a 

lo previamente se observó mediante RT-PCR. Se encontró que todas las muestras 

de sangre periférica de mujeres con y sin cáncer de mama expresaban tanto el gen 

control HPRT1 como el gen BIK/NBK. La prueba estadística no mostró diferencias 

estadísticamente significativas entre ambos grupos, lo cual indicó que el gen 

BIK/NBK tiene un nivel basal de expresión en células de sangre periférica. 

 

Adicionalmente y para validar que los resultados de expresión del gen BIK/NBK 

provenían de células epiteliales mamarias, se determinó la expresión de los genes 

CK-19 y hMAM, encontrando ambos genes expresados en la mayoría de las 

muestras de tejido mamario neoplásico y en ninguna de las muestras de sangre 

periférica de mujeres sin cáncer de mama. 

 

En lo que respecta a la función de BIK/NBK como biomarcador de células 

neoplásicas mamarias circulantes en sangre periférica, no se encontraron 

diferencias significativas en su expresión entre los diversos grupos de individuos y 

aunque pudiera encontrarse mayor significancia estadística con un gran número de 

muestras, la necesidad de marcadores de alta sensibilidad y especificidad demanda 

diferencias significativas aun en un pequeño número de pacientes.  

 

Sin embargo se considero necesario continuar el estudio de este gen y su papel en 

el desarrollo y progresión de cáncer de mama, su valor pronóstico y su potencial uso 

como blanco terapéutico. 

 

Aunque diversos reportes han sugerido que BIK/NBK puede funcionar como gen 

pro-apoptótico tumor supresor en tejidos específicos (53, 56, 67, 93-95), también se 

ha reportado la correlación de la sobre-expresión de este gen con mal pronóstico en 

cáncer pulmonar de células no pequeñas (96). La sobre-expresión de otro miembro 

de la familia BH3, BNIP3, también ha sido reportada como asociado a mal 

pronóstico en cáncer de mama (97) y en cáncer pulmonar de células no pequeñas 

(98). Esto puede sugerir que existe un fenómeno adaptativo de las células tumorales 

a pesar de la sobre-expresión de genes pro-apoptóticos, con la subsecuente 

progresión hacia una conducta tumoral agresiva (99). 
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Además, diversos estudios han evaluado la regulación de apoptosis por estrógenos 

en células de cáncer de mama, demostrando la importancia de la vía mitocondrial o 

vía intrínseca, la cual involucra a la familia de proteínas BCL-2 y dentro de estas al 

gen BIK/NBK, en la apoptosis de células de cáncer de mama regulada por 

estrógenos (74). 

 

Los estrógenos juegan un papel esencial en las señales de proliferación celular 

mediadas por receptores de estrógenos, los cuales funcionan como transductores de 

señales y factores de transcripción para regular la expresión de genes blanco (100). 

 

Los receptores de estrógenos pertenecen a la familia de receptores esteroideos de 

factores de transcripción, y han sido identificados dos subtipos ERα (receptores de 

estrógenos alfa) y ERβ (receptores de estrógenos beta) (101). Estos receptores de 

estrógenos generalmente pueden formar homo o heterodímeros antes de unirse al 

DNA. La regulación transcripcional de genes blanco en respuesta a E2 (17 β-

estradiol) es mediada por dos mecanismos importantes. En uno, el complejo E2-ER 

se une directamente a secuencias de DNA genómico llamados ERE (elementos de 

respuesta a estrógenos), este complejo interactúa con proteínas reguladoras, 

promoviendo el remodelamiento de la cromatina y atrayendo a la maquinaria de la 

transcripción con la consencuente iniciación de la transcripción (102). 

 

Adicionalmente el estradiol tiene efectos no genómicos iniciados en la membrana, 

los cuáles ocurren minutos después de la administración de estradiol y son 

independientes de la transcripción mediada por receptores de estrógenos. 

(103).  

 

En este trabajo, además encontramos correlación de la expresión del gen BIK/NBK 

con la expresión de receptores de estrógenos alfa y progesterona en tejido mamario 

neoplásico, demostrando que la asociación previamente reportada en cultivos de 

células MCF-7/BUS (68), también está presente en muestras de tejido neoplásico 

mamario directamente obtenidas de pacientes con cáncer de mama. Sin embargo en 

este estudio se observó mayor expresión del gen BIK/NBK a nivel mRNA en el caso 

de la muestras estrógeno receptor positivas y menor expresión del gen BIK/NBK en 

muestras estrógeno receptor negativas, indicando que la expresión de este gen 
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podría estar implicada en el pronóstico y en la respuesta terapéutica de las 

pacientes.  

 

Además encontramos que la correlación es mayor entre la expresión del gen 

BIK/NBK y la expresión de los receptores de progesterona,  aún cuando estos 

últimos están íntimamente relacionados con los receptores de estrógenos, sería 

conveniente estudiar más a fondo este hallazgo. 

 

VII. CONCLUSIONES 

La expresión del gen BIK/NBK no es un biomarcador estadísticamente significativo 

en la detección de células neoplásicas mamarias circulantes en sangre periférica, sin 

embargo existe una correlación significativa entre la expresión de receptores de 

estrógeno y progesterona que hace necesario continuar el estudio de este gen y 

evaluar su papel en el desarrollo y progresión de cáncer de mama, así como su valor 

pronóstico y de blanco terapéutico en el manejo de los pacientes con cáncer de 

mama. 
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ANEXO 1. 
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL PROTOCOLO DE 
INVESTIGACIÓN:
Correlación de la expresión del gen BIK con la expr esión de los 
genes hMAM y CK
y tejido mamario neoplásico de mujeres mexicanas co n

 
1. Información sobre el estudio.

Se le ha invitado a participar en un estudio de investigación. El estudio de 
investigación involucra a personas afectadas con Cáncer de mama en diferentes 
estadios. La gran mayoría de mujeres afectadas present
anormalidad en estudio mamográfico de rutina como la única manifestación 
clínica de la enfermedad, lo que lleva a que aproximadamente 30% de las 
mujeres diagnosticadas con cáncer mamario lleguen a encontrarse ya con 
enfermedad metastásica (diseminación de células tumorales a distancia).

Por este conducto se le solicita su consentimiento informado para realizar la 
búsqueda de expresión de 
y HPRT1 en muestras de tejido tumoral mamario y
permitirá conocer si el gen 
células tumorales circulantes en sangre periférica de pacientes con cáncer de 
mama en diferentes etapas de su enfermedad.
 

2. Procedimiento. 
Se tomaran 6 mL de sangre perifér
criterios de inclusión establecidos previamente y solo si desean participar de 
manera libre en este protocolo de investigación. 

a. Riesgos:  
Son exclusivos de la punción venosa
punción en más de una ocasión en casos excepcionales. También puede 
desarrollarse hematoma, mismo que se resuelve espontáneamente.
cuanto a la toma de la biopsia no tiene mayor implicación que la informada 
por su médico oncólogo.
b. Beneficios. 
El estudio en búsqueda de la expresión del gen BIK en sangre periférica 
de pacientes con cáncer de mama podría constituir 
herramienta para identificar células tumorales mamarias ocultas en 
pacientes con cáncer de mama.

 
3. Confidencialidad. 

La información que se obtenga de este estudio, incluyendo registros clínicos 
y/o de hospital será tratada como privilegiada y confidencial y no será 
divulgada o revelada a ninguna persona sin su consentimiento por escrito.
 

4. Participación / suspensión.
La participación de u
de decidir no participar en el mismo al no autorizar la toma de muestra 
sanguínea o el análisis molecular de la muestra de tejido tumoral obtenido en 
la biopsia. El rehusarse a participar en este p
afectará su atención médica.
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y tejido mamario neoplásico de mujeres mexicanas co n

de mama  

Información sobre el estudio. 
Se le ha invitado a participar en un estudio de investigación. El estudio de 
investigación involucra a personas afectadas con Cáncer de mama en diferentes 
estadios. La gran mayoría de mujeres afectadas presentan una masa mamaria o 
anormalidad en estudio mamográfico de rutina como la única manifestación 
clínica de la enfermedad, lo que lleva a que aproximadamente 30% de las 
mujeres diagnosticadas con cáncer mamario lleguen a encontrarse ya con 

sica (diseminación de células tumorales a distancia).

Por este conducto se le solicita su consentimiento informado para realizar la 
búsqueda de expresión de cinco genes denominados BIK/NBK

muestras de tejido tumoral mamario y sangre
permitirá conocer si el gen BIK/NBK puede funcionar como marcador de 
células tumorales circulantes en sangre periférica de pacientes con cáncer de 
mama en diferentes etapas de su enfermedad. 

mL de sangre periférica del paciente siempre y cuando reúnan los 
criterios de inclusión establecidos previamente y solo si desean participar de 
manera libre en este protocolo de investigación.  

Son exclusivos de la punción venosa y se refiere a la necesidad de 
ón en más de una ocasión en casos excepcionales. También puede 

desarrollarse hematoma, mismo que se resuelve espontáneamente.
cuanto a la toma de la biopsia no tiene mayor implicación que la informada 
por su médico oncólogo. 

squeda de la expresión del gen BIK en sangre periférica 
de pacientes con cáncer de mama podría constituir en el futuro una

para identificar células tumorales mamarias ocultas en 
pacientes con cáncer de mama. 

e se obtenga de este estudio, incluyendo registros clínicos 
y/o de hospital será tratada como privilegiada y confidencial y no será 
divulgada o revelada a ninguna persona sin su consentimiento por escrito.

Participación / suspensión. 
La participación de usted en este estudio es voluntaria. Usted está en libertad 

decidir no participar en el mismo al no autorizar la toma de muestra 
sanguínea o el análisis molecular de la muestra de tejido tumoral obtenido en 
la biopsia. El rehusarse a participar en este proyecto de investigación no 
afectará su atención médica. 
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y tejido mamario neoplásico de mujeres mexicanas co n cáncer 

Se le ha invitado a participar en un estudio de investigación. El estudio de 
investigación involucra a personas afectadas con Cáncer de mama en diferentes 

an una masa mamaria o 
anormalidad en estudio mamográfico de rutina como la única manifestación 
clínica de la enfermedad, lo que lleva a que aproximadamente 30% de las 
mujeres diagnosticadas con cáncer mamario lleguen a encontrarse ya con 

sica (diseminación de células tumorales a distancia). 

Por este conducto se le solicita su consentimiento informado para realizar la 
/NBK, CK-19, hMAM 

sangre periférica que 
puede funcionar como marcador de 

células tumorales circulantes en sangre periférica de pacientes con cáncer de 

ica del paciente siempre y cuando reúnan los 
criterios de inclusión establecidos previamente y solo si desean participar de 

y se refiere a la necesidad de 
ón en más de una ocasión en casos excepcionales. También puede 

desarrollarse hematoma, mismo que se resuelve espontáneamente. En 
cuanto a la toma de la biopsia no tiene mayor implicación que la informada 

squeda de la expresión del gen BIK en sangre periférica 
en el futuro una 

para identificar células tumorales mamarias ocultas en 

e se obtenga de este estudio, incluyendo registros clínicos 
y/o de hospital será tratada como privilegiada y confidencial y no será 
divulgada o revelada a ninguna persona sin su consentimiento por escrito. 

sted en este estudio es voluntaria. Usted está en libertad 
decidir no participar en el mismo al no autorizar la toma de muestra 

sanguínea o el análisis molecular de la muestra de tejido tumoral obtenido en 
royecto de investigación no 
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5. Consentimiento. 
La Dra. Eunice López Muñoz, investigador asociado al proyecto y el Dr. Diego 
Julio Arenas Aranda, investigador responsable del proyecto se han encargado 
de explicarle los pormenores del mismo y los riesgos y beneficios potenciales 
que éste implica. Usted ha tenido la oportunidad de hacer preguntas. Si tiene 
alguna duda deberá comunicarse con los responsables del estudio al teléfono 
56 27 69 41 o acudir personalmente a la Unidad de Investigación Médica en 
Genética Humana en el Hospital de Pediatría del CMN SXXI del IMSS. 
 
Al firmar este documento, usted accede voluntariamente a participar en este 
estudio. 
 
Lugar:_______________________________________________________ 
 
Fecha:_______________________________________________________ 
 
Nombre del paciente:___________________________________________ 
 
Firma del paciente:_____________________________________________ 
 
Nombre del testigo:_____________________________________________ 
 
Firma del testigo:_______________________________________________ 
 
Nombre del testigo:_____________________________________________ 
 
Firma del testigo:_______________________________________________ 
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ANEXO 2. HOJA DE RECOLECCION DE DATOS. 
 
Nombre:______________________________________Afiliación_____________ 
Edad:_____________Lugar de nacimiento:______________________________ 
Abuelos 
mexicanos:______________________________________________________ 
 
Estadio clínico según clasificación TNM:_________________________________ 
 
Expresión del gen BIK en tejido fresco de biopsia de tejido tumoral 
mamario:______________________________________________ 
Expresión del gen BIK en células circulantes en sangre periférica:____________ 
Expresión del gen hMAM en tejido fresco de biopsia de tejido tumoral 
mamario:______________________________________________ 
Expresión del gen hMAM en células circulantes en sangre periférica:_____________ 
Expresión del gen CK-19 en tejido fresco de biopsia de tejido tumoral 
mamario:______________________________________________ 
Expresión del gen CK-19 en células circulantes en sangre periférica:_____________ 
Expresión del gen HPRT1 en tejido fresco de biopsia de tejido tumoral 
mamario:______________________________________________ 
Expresión del gen HPRT1 en células circulantes en sangre 
periférica:_____________ 
 
Fecha:____________________________________________________________ 
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ANEXO 3. TÉCNICAS DE BIOLOGÍA MOLECULAR. 
 
EXTRACCIÓN Y COLECCIÓN DE SANGRE PERIFÉRICA. 

1. A través de punción en vena periférica obtener 6 mL de sangre. 

2. Colocar inmediatamente en tubos BD Vacutainer™ K3 EDTA de 10 mL. 

3. Homogenizar la sangre con el EDTA. 

4. Mantener en hielo hasta el momento de efectuar el aislamiento del RNA total, 

mismo que se realiza en menos de una hora después de la extracción de 

sangre. 

 

EXTRACCION DE RNA TOTAL DE SANGRE PERIFÉRICA. 

1. Colocar 3 mL de Ficoll-Paque ™ PLUS (Amersham Biosciences®) en tubo 

de ensayo de cristal de 13 x 100 mm nuevo. 

2. Agregar 2 mL de sangre periférica en la parte superior del Ficoll-Paque, 

evitando que se mezclen. (Paso 1 y 2 se realiza por duplicado). 

3. Centrifugar por 25 minutos a 1500 rpm (Centrífuga clínica Solbat, 

modelo J-12). 

4. Con pipeta Pasteur recolectar las células de la interfase blanca y 

colocarlas en tubo Eppendorf de 1.5 mL. 

5. Centrifugar 10 minutos a 10,000 rpm (Centrífuga Eppendorf, modelo 

54150). 

6. Retirar el sobrenadante. 

7. De acuerdo al manual del paquete comercial RNeasy® Mini Kit 

(QIAGEN®) para aislamiento de RNA total, agregar 350µL de 

amortiguador RLT previamente preparado con β-Mercaptoetanol (β-ME) a 

una dilución de 10 µL β-ME por 1 mL de amortiguador RLT. 

8. Agitar con vortex por 3- 4 minutos (Vortex-Genie, modelo K-550-G). 

9. Agregar un volumen de 350 µL de etanol al 70% y homogenizar. 

10. Transferir el contenido del tubo (700µL) a la columna RNeasy mini. 

11. Centrifugar 15 segundos a 12,000 rpm y quitar el líquido del tubo de 

recolección transparente. 

12. Adicionar un volumen de 700 µL de RW1 a la columna y centrifugar 15 

segundos a 12,000 rpm. 

13. Desechar el tubo de colección con el líquido recolectado. 
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14. Colocar la columna en otro tubo de colecta de 2 mL nuevo y agregar 500 

µL de RPE a la columna. 

15. Centrifugar 15 segundos a 12,000 rpm. 

16. Desechar el líquido. 

17. Agregar nuevamente 500 µL de RPE a la columna y centrifugar dos 

minutos a 12,000 rpm. 

18.  Desechar el tubo de colección y colocar la columna en un tubo nuevo y 

centrifugar un minuto a 12,000 rpm para eliminar residuos de RPE. 

19. Transferir la columna a un tubo Eppendorf de 1.5 mL y agregar 30 µL de 

agua libre de RNasa en la membrana blanca y cerrar el tubo. Centrifugar 

un minuto a 12,000 rpm. 

20. Almacenar a –30 °C, hasta su uso. 

 

COLECCIÓN DE MUESTRAS DE TEJIDO TUMORAL MAMARIO FRE SCO. 

1. Colocar muestra de tejido fresco en criotubo. 

2. Transportar en contenedor de nitrógeno líquido. 

3. Almacenar a -70° C o bien procesar inmediatament e  

 

EXTRACCIÓN DE RNA TOTAL DE TEJIDO TUMORAL MAMARIO F RESCO POR 

EL MÉTODO DE TRIZOL 

 

1. Pulverizar tejido en nitrógeno líquido con mortero y pistilo previamente 

esterilizado y sin RNA asas. 

2. Homogeneizar el tejido con Trizol, la cantidad a utilizar dependerá del número 

de células. Agregar 1 mL de Trizol para 3 x 107 células. 

3. Colocarlo en un tubo Eppendorf de 1.5 mL 

4. Incubar 5 minutos a temperatura ambiente. 

5. Agregar 40 µL de cloroformo y agitar fuertemente durante 15 segundos 

6. Centrifugar a 13 000 rpm durante 15 segundos a 4° C. 

7. Transferir la fase acuosa a un tubo Eppendorf nuevo (ahí esta el RNA) 

8. Precipitar el RNA agregando isopropanol helado vol/vol. 

9. Incubar por 10 minutos a 4° C y decantar sobrena dante. 

10. Lavar la pastilla con etanol al 75% en agua tratada DEPC. 

11. Incubar por 10 minutos a temperatura ambiente. 
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12. Centrifugar a 7500 rpm 10 minutos a 4°C y decan tar sobrenadante. 

13. Secar la pastilla a temperatura ambiente. 

14. Resuspender el RNA en 30-50 µL de agua tratada DEPC.  

15. Almacenar a -70°C. 

 

ELABORACIÓN DE GEL DE AGAROSA PARA CONFIRMAR INTEGR IDAD DE 

RNA TOTAL. 

1. Lavar cámara de electroforesis con NaOH 10N por una hora y enjuagar con 

agua destilada antes de su uso. 

2. Colocar 50 mL de TBE 1X y 1 g de agarosa grado molecular en vaso de 

precipitado. 

3.  Fundir la agarosa a aproximadamente 50°C.  

4. Agregar 3µL de bromuro de etidio (concentración 1µg/mL) y homogenizar. 

5.  Colocar en la cámara de electroforesis, dejar polimerizar.  

6. Agregar amortiguador TBE 1X hasta que se cubran ligeramente los pozos. 

7. Cargar 2 µL de muestra mezclada con 1 µL de azul de bromofenilo (6X).  

8. Separar los ácidos nucleicos mediante 70 Volts durante 120 minutos. 

9. Visualizar el gel a través de transiluminador de luz ultravioleta (Mighty bright, 

Hoefer Scientific Ins™). 

 
CUANTIFICACION DE RNA CON ESPECTROFOTOMETRO. 

Una alícuota de RNA total (2µL) se mezcla con 98 µL de agua y se coloca en una 

celdilla para análisis en espectrofotómetro a 260nm y 280 nm (Ultrospect 2000, 

Pharmacia Biotech®), asumiendo que una densidad óptica equivale a 40µg/mL. 
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DISEÑO DE OLIGONUCLEOTIDOS. 

Secuencia del gen HPRT1 (Hypoxanthine phosphoribosyltransferase) 

Se diseñó un par de oligonucleótidos, con el programa Oligo 4.1 (Wojciech Rysclik) y 

se sintetizaron por Invitrogen life technologies, a partir de la secuencia reportada 

en el Gen Bank, NCBI con el número NM 000194 y con una Tm de 58 °C para cada 

uno.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

En  letras negras y mayúsculas se muestran las secuencias de los oligonucleótidos 

utilizados para la amplificación de un fragmento de 387 pb. 

ORIGIN       

        1 tcttgctgcg cctccgcctc ctcctctgct ccgccaccgg cttcctcctc ctgagcagtc 

       61 agcccgcgcg ccggccggct ccgttatggc gacccgcagc cctggcgtcg tgattagtga 

      121 tgatgaacca ggttatgacc ttgatttatt ttgcatacct aatcattatg ctgaggattt 

      181 ggaaagggtg tttattcctc atggactAAT TATGGACAGG ACTGAACGTC ttgctcgaga 

      241 tgtgatgaag gagatgggag gccatcacat tgtagccctc tgtgtgctca aggggggcta 

      301 taaattcttt gctgacctgc tggattacat caaagcactg aatagaaata gtgatagatc 

      361 cattcctatg actgtagatt ttatcagact gaagagctat tgtaatgacc agtcaacagg 

      421 ggacataaaa gtaattggtg gagatgatct ctcaacttta actggaaaga atgtcttgat 

      481 tgtggaagat ataattgaca ctggcaaaac aatgcagact ttgctttcct tggtcaggca 

      541 gtataatcca aagatggtca aggtcgcaag CTTGCTGGTG AAAAGGACCC CACGaagtgt 

      601 tggatataag ccagactttg ttggatttga aattccagac aagtttgttg taggatatgc 

      661 ccttgactat aatgaatact tcagggattt gaatcatgtt tgtgtcatta gtgaaactgg 

      721 aaaagcaaaa tacaaagcct aagatgagag ttcaagttga gtttggaaac atctggagtc 

      781 ctattgacat cgccagtaaa attatcaatg ttctagttct gtggccatct gcttagtaga 

      841 gctttttgca tgtatcttct aagaatttta tctgttttgt actttagaaa tgtcagttgc 

      901 tgcattccta aactgtttat ttgcactatg agcctataga ctatcagttc cctttgggcg 

      961 gattgttgtt taacttgtaa atgaaaaaat tctcttaaac cacagcacta ttgagtgaaa 

     1021 cattgaactc atatctgtaa gaaataaaga gaagatatat tagtttttta attggtattt 

     1081 taatttttat atatgcagga aagaatagaa gtgattgaat attgttaatt ataccaccgt 

     1141 gtgttagaaa agtaagaagc agtcaatttt cacatcaaag acagcatcta agaagttttg 

     1201 ttctgtcctg gaattatttt agtagtgttt cagtaatgtt gactgtattt tccaacttgt 

     1261 tcaaattatt accagtgaat ctttgtcagc agttcccttt taaatgcaaa tcaataaatt 

     1321 cccaaaaatt t 
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Secuencia del gen BIK. 

Se diseñaron un par de oligonucleótidos, con el programa Oligo 4.1 (Wojciech 

Rysclik) y se sintetizaron por Invitrogen life technologies, a partir de la secuencia 

reportada en el Gen Bank, NCBI con el número U34584 y con una Tm de55 °C para 

cada uno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En  letras negras y mayúsculas se muestran las secuencias de los oligonucleótidos 

utilizados para la amplificación de un fragmento de 290 pb (“Forward” 5’ 

GAGACATCTTGATGGAGACC 3’ y “Reverse” 5’ ACATCAGGGA TGTTCTTAGA 3’). 

 

 

 

 
 

ORIGIN       

        1 cagcatcgcc gccgccagag gagaaatgtc tgaagtaaga cccctctcca GAGACATCTT 

       61 GATGGAGACC ctcctgtatg agcagctcct ggaacccccg accatggagg ttcttggcat 

      121 gactgactct gaagaggacc tggaccctat ggaggacttc gattctttgg aatgcatgga 

      181 gggcagtgac gcattggccc tgcggctggc ctgcatcggg gacgagatgg acgtgagcct 

      241 cagggccccg cgcctggccc agctctccga ggtggccatg cacagcctgg gtctggcttt 

      301 catctacgac cagactgagg ACATCAGGGA TGTTCTTAGA agtttcatgg acggtttcac 

      361 cacacttaag gagaacataa tgaggttctg gagatccccg aaccccgggt cctgggtgtc 

      421 ctgcgaacag gtgctgctgg cgctgctgct gctgctggcg ctgctgctgc cgctgctcag 

      481 cgggggcctg cacctgctgc tcaagtgagc ccccggcggc tcaggcgtgg ctggccccac 

      541 ccccatgacc actgccctga ggtggcggcc tgctgctgtt atctttttaa ctgttttctc 

      601 atgatgcctt ttatattaac cccgtgatag tgctggaaca ctgctgaggt tttatactca 

      661 ggttttttgt ttttttttta ttccagtttt cgttttttct aaaagatgaa ttcctatggc 

      721 tctgcaattg tcaccggtta actgtggcct gtgcccagga agagccattc actcctgccc 

      781 ctgcccacac ggcaggtagc agggggagtg ctggtcacac ccctgtgtga tatgtgatgc 

      841 cctcggcaaa gaatctactg gaatagattc cgaggagcag gagtgctcaa taaaatgttg 

      901 gtttccagca aaaaaaaaaa aaa 
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Secuencia del gen MAMOGLOBINA (hMAM). 

Se diseñaron dos pares de oligonucleótidos, con el programa Oligo 4.1 (Wojciech 

Rysclik) y se sintetizaron por Invitrogen life technologies, a partir de la secuencia 

reportada en el Gen Bank, NCBI con el número NM 002411. 

 

 

 

 

 

 

 

 

ORIGIN 
1   gacagcggct tccttgatcc ttgccacccg cgactgaaca ccgacagcag cagcctcacc 
61  atgaagttgc tgatggtcct catgctggcg gccctctccc agcactgcta cgcaggctct 
121 ggctgcccct tattggagaa tgtgatttcc aagacaatca atccacaagt gtctaagact 
181 gaatacaaag aacttcttca agagttcata gacgacaatg ccactacaaa tgccatagat 
241 gaattgaagg aatgttttct taaccaaacg gatgaaactc tgagcaatgt tgaggtgttt 
301 atgcaattaa tatatgacag cagtctttgt gatttatttt aactttctgc aagacctttg 
361 gctcacagaa ctgcagggta tggtgagaaa ccaactacgg attgctgcaa accacacctt 
421 ctctttctta tgtcttttta ctacaaacta caagacaatt gttgaaacct gctatacatg 
481 tttattttaa taaattgatg gca 
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Secuencia del gen CITOKERATINA 19  

Se diseñaron dos pares de oligonucleótidos, con el programa Oligo 4.1 (Wojciech 

Rysclik) y se sintetizaron por Invitrogen life technologies, a partir de la secuencia 

reportada en el Gen Bank, NCBI con el número NM002276. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   1 agatatccgc ccctgacacc attcctccct tcccccctcc accggccgcg ggcataaaag 
  61 gcgccaggtg agggcctcgc cgctcctccc gcgaatcgca gcttctgaga ccagggttgc 
 121 tccgtccgtg ctccgcctcg ccatgacttc ctacagctat cgccagtcgt cggccacgtc 
 181 gtccttcgga ggcctgggcg gcggctccgt gcgttttggg ccgggggtcg cctttcgcgc 
 241 gcccagcatt cacgggggct ccggcggccg cggcgtatcc gtgtcctccg cccgctttgt 
 301 gtcctcgtcc tcctcggggg cctacggcgg cggctacggc ggcgtcctga ccgcgtccga 
 361 cgggctgctg gcgggcaacg agaagctaac catgcagaac ctcaacgacc gcctggcctc 
 421 ctacctggac aaggtgcgcg ccctggaggc ggccaacggc gagctagagg tgaagatccg 
 481 cgactggtac cagaagcagg ggcctgggcc ctcccgcgac tacagccact actacacgac 
 541 catccaggac ctgcgggaca agattcttgg tgccaccatt gagaactcca ggattgtcct 
 601 gcagatcgac aatgcccgtc tggctgcaga tgacttccga accaagtttg agacggaaca 
 661 ggctctgcgc atgagcgtgg aggccgacat caacggcctg cgcagggtgc tggatgagct 
 721 gaccctggcc aggaccgacc tggagatgca gatcgaaggc ctgaaggaag agctggccta 
 781 cctgaagaag aaccatgagg aggaaatcag tacgctgagg ggccaagtgg gaggccaggt 
 841 cagtgtggag gtggattccg ctccgggcac cgatctcgcc aagatcctga gtgacatgcg 
 901 aagccaatat gaggtcatgg ccgagcagaa ccggaaggat gctgaagcct ggttcaccag 
 961 ccggactgaa gaattgaacc gggaggtcgc tggccacacg gagcagctcc agatgagcag 
1021 gtccgaggtt actgacctgc ggcgcaccct tcagggtctt gagattgagc tgcagtcaca 
1081 gctgagcatg aaagctgcct tggaagacac actggcagaa acggaggcgc gctttggagc 
1141 ccagctggcg catatccagg cgctgatcag cggtattgaa gcccagctgg gcgatgtgcg 
1201 agctgatagt gagcggcaga atcaggagta ccagcggctc atggacatca agtcgcggct 
1261 ggagcaggag attgccacct accgcagcct gctcgaggga caggaagatc actacaacaa 
1321 tttgtctgcc tccaaggtcc tctgaggcag caggctctgg ggcttctgct gtcctttgga 
1381 gggtgtcttc tgggtagagg gatgggaagg aagggaccct tacccccggc tcttctcctg 
1441 acctgccaat aaaaatttat ggtccaaggg aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 
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TRANSCRIPCION REVERSA 
KIT SuperScript™ First-Strand Síntesis System for RT-PCR (Invitrogen™ life 

technologies) para síntesis de cDNA mediante transcripción reversa. Con las 

siguientes especificaciones: 

1. Mezclar y centrifugar brevemente cada componente antes de usar. 

2. Preparar una mezcla de RNA total/Iniciador en tubos estériles de 0.2 µL como 

sigue: 

COMPONENTE VOLUMEN 
RNA (100ng) xµL de acuerdo a la concentración 
Mezcla de dNTP 1µL 
Oligonucleótido (dT)12-18 1µL 
Agua DEPC Ajustar a 10µL 
 
3. Incubar cada muestra a 65 °C en un termociclador  (RoboCycler, Gradient40, 

Stratagene ®) durante cinco minutos y colocar en hielo. 

4. Preparar la siguiente mezcla de reacción, adicionando cada componente en el 

orden indicado. 

COMPONENTE VOLUMEN 
Amortiguador de síntesis de cDNA 10X 2µL 
25 mM MgCl2 4µL 
DTT 0.1 M 2µL 
RNaseOUT™ 1µL 
  

5. Agregar 9 µL de la mezcla de reacción a cada mezcla de RNA 

total/oligonucleótido, mezclar gentilmente y centrifugar brevemente. 

6. Incubar a 42 °C durante dos minutos en un termoc iclador (RoboCycler, 

Gradient 40, Stratagene ®). 

7. Agregar 1µL (50 unidades) de SuperScript™ II “Reverse Transcriptase” a 

cada tubo e incubar a 42 °C durante 50 minutos. 

8. Terminar las reacciones a 70°C durante 15 minuto s. Colocarlas en hielo. 

9. Centrifugar las reacciones. Agregar 1 µL de RNase H a cada tubo e incubar 

por 20 minutos a 37 °C antes de proceder al qPCR. A lmacenar a –30 °C. 
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qPCR 
Platinum ® SYBR® Green qPCR Suoer Mix- UDG  Cat. No. 11733-038 
 

1. Colocar 5 µL de cDNA no diluido o 10 µL de cDNA diluido generado a partir 
de 10 pg a 1 µg de RNA total. 

2. Programar el aparato de qPCR (Rotor Gene) de la siguiente manera 
a. 50°C por 2 minutos 
b. 95°C por 2 minutos 
c. 40 ciclos de  

i. 95°C por 15 segundos 
ii. 60°C por 30 segundos (60 segundos en el modelo 7900HT) 

3. Preparar las reacciones en volúmenes de 50 µL por reacción. Para múltiples 
reacciones preparar master mix de componentes comunes.  

 
Platinum ® SYBR® Green qPCR Suoer Mix- UDG   25 µL 
Forward primer, 10 µM        1 µL  
Reverse primer, 10 µM        1 µL 
ROX Referente Dye (opcional)     1 µL/0.1 µL  
cDNA generado de 10 pg a 1 µg de RNA total    < a 10 µL 
Agua DEPC        aforar a 50 µL 
 
 
4. Tapar el tubo de reacción y mezclar gentilmente. Asegurarse que todos los 

componentes se encuentren en el fondo del tubo, si es necesario centrifugar 
brevemente. 

5. Colocar las reacciones en el instrumento de qPCR pre-programado. 
6. Colectar datos 
7. Analizar resultados 
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ANEXO 4. ESTADIFICACION TNM DE CANCER DE MAMA 
 
Tumor primario 
Las definiciones para clasificar el tumor primario (T) son las mismas para la 
clasificación clínica y patológica. Si las mediciones son hechas por exploración 
física, el médico debe usar los estadios mayores (T1, T2 o T3). Si se realizan otras 
mediciones tales como la mamografía o estudio histopatológico puede usarse los 
subgrupos de los estadios mayores (30). 
Tx El tumor primario no puede ser evaluado 
T0 No hay evidencia de tumor primario 
Tis Carcinoma in situ 
Tis (DCIS) Carcinoma Ductal in situ 
Tis (LCIS) Carcinoma lobular in situ 
Tis (Paget) Enfermedad de Pager del pezón sin tumor 
T1 Tumor de 2 cm o menor 
T1mic Microinvasión de 0.1 cm o menos 
T1a Tumor mayor de 0.1 cm y menor de 0.5 cm 
T1b Tumor mayor de 0.5 cm y menor de 1 cm 
T1c Tumor mayor de 1 cm y menor de 2 cm 
T2 Tumor mayor de 2 cm y menor de 5 cm 
T3 Tumor mayor de 5 cm 
T4 Tumor de cualquier tamaño con extensión a pared torácica o piel 
T4a Extensión a pared torácica sin incluir músculo pectoral 
T4b Edema (incluye piel de naranja) o ulceración de la piel de la mama 
T4c Ambos T4a y T4b 
T4d Carcinoma inflamatorio 
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Ganglios linfáticos regionales 
Clínico 
NX Ganglios linfáticos no pueden ser evaluados 
N0 Sin metástasis a ganglios linfáticos 
N1 Metástasis a ganglios linfáticos axilares, móviles ipsilaterales 
N2 Metástasis a ganglios linfáticos axilares, fijos o ganglios linfáticos mamarios 

internos en ausencia de ganglios linfáticos axilares. 
N2a Metástasis en ganglios linfáticos axilares ipsilaterales fijos 
N2b Metástasis en ganglios linfáticos mamarios internos 
N3 Metástasis en ganglios linfáticos infraclaviculares con o sin afección de 

ganglios linfáticos axilares 
N3a Metástasis en ganglios linfáticos infraclaviculares ipsilaterales 
N3b Metástasis en ganglios linfáticos axilares  y en ganglios mamarios internos 

ipsilaterales 
N3c Metástasis en ganglios linfáticos supraclaviculares ipsilaterales 
Patológico (pN) 
pNX No pueden evaluarse ganglios linfáticos regionales 
pN0 No hay metástasis a ganglios linfáticos histológicamente. Pruebas 

adicionales (moleculares o inmunohistoquímicas negativas). 
pN0(i-) No hay metástasis a ganglios linfáticos regionales. Inmunohistoquímica 

negativa. 
pN0 (i+) No hay metástasis histológicamente en ganglios linfáticos regionales. 

Inmunohistoquímica positiva. 
pN0 (mol-) No hay metástasis a ganglios linfáticos regionales. RT-PCR negativa. 
pN0 (mol+) No hay metastásis histológicamente en ganglios linfáticos regionales. RT-

PCR positiva. 
pN1 Metástasis en 1 a 3 ganglios linfáticos axilares y/o ganglios mamarios 

internos con enfermedad microscópica detectada por disección de ganglio 
centinela pero no identificable clínicamente. 

pN1mic Micrometástasis (mayor de 0.2 mm y menor de 2.0 mm) 
pN1a Metástasis en 1 a 3 ganglios linfáticos axilares 
pN1b Metástasis en ganglios mamarios internos con enfermedad microscópica 

detectada por ganglio centinela 
pN1c Metástasis en 1 a 3 ganglios linfáticos axilares y en ganglios mamarios 

internos 
pN2 Metástasis en 4 a 9 ganglios linfáticos axilares o clínicamente con ganglios 

mamarios internos 
pN2a Metástasis en 4 a 9 ganglios linfáticos axilares 
pN2b Metástasis en apariencia clínica en ganglios mamarios internos en 

ausencia de ganglios linfáticos axilares 
pN3 Metástasis en 10 o más ganglios linfáticos axilares 
pN3a Metástasis en 10 o más ganglios linfáticos axilares o metástasis a ganglios 

infraclaviculares ipsilaterales 
pN3b Metástasis clínicamente aparentes en ganglios mamarios internos 

ipsilaterales en presencia de 1 o más ganglios linfáticos axilares positivos; 
o en más de 3 ganglios linfáticos axilares y en ganglios mamarios internos 
con enfermedad microscópica detectada por un ganglio centinela sin 
afección clínica aparente. 

pN3c Metástasis en ganglios superclaviculares ipsilaterales 
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Metástasis a distancia 
MX No puede evaluarse metástasis a distancia 
M0 No hay metástasis a distancia 
M1 Metástasis a distancia 
 
 
Clasificación por estadios 
 
ESTADIO 0 Tis N0 M0 
ESTADIO I T1 N0 M0 
ESTADIO IIA T0 

T1 
T2 

N1 
N1 
N0 

M0 
M0 
M0 

ESTADIO IIB T2 
T3 

N1 
N0 

M0 
M0 

ESTADIO IIIA T0 
T1 
T2 
T3 
T3 

N2 
N2 
N2 
N1 
N2 

M0 
M0 
M0 
M0 
M0 

ESTADIO IIIB T4 
T4 
T4 

N0 
N1 
N2 

M0 
M0 
M0 

ESTADIO IIIC CUALQUIER T N3 M0 
ESTADIO IV CUALQUIER T CUALQUIER N M1 
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