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Resumen

L cancer de mama es una patologia que afecta a millones de mujeres en el mundo.
En nuestro pais es la segunda causa de muerte general en mujeres de 30 a 50 anos
y la primera por cancer desde el afio 2006. Cabe destacar que en los paises en vias
de desarrollo se registra el 45% de los decesos anuales.

Al ser una enfermedad heterogénea, su comportamiento clinico es variado por lo
que su tratamiento debe adecuarse a la clasificacién correspondiente. Sin embargo, es
precisamente la heterogeneidad del cancer de mama lo que hace dificil su diagndstico
por lo que, éste se realiza en estadios avanzados de la enfermedad. Generalmente las
mujeres afectadas con esta patologia descubren un problema en su autoexploracion y es
por esta razon que acuden a un médico. Para descartar o corroborar la sospecha clinica de
cancer, el médico tratante se auxilia de los métodos de imagen, los cuales a pesar de ser
sensibles, al igual que cualquier método tienen sus limitantes. Ademas, una vez realizado
el diagnéstico, las terapias son agresivas e incomodas para las pacientes y la incidencia de
recaida es muy alta a pesar de la reseccion oportuna de los tumores solidos, que puede
deberse a las metastasis generadas por células tumorales circulantes o diseminantes (CTCs
y DTCs, respectivamente).

Lo anteriormente expuesto muestra la necesidad de contar con métodos diagndsticos
que nos permitan tomar decisiones médicas oportunas para las pacientes afectadas, y sobre
todo en etapas tempranas. Por lo que el objetivo de este trabajo fue establecer un método
diagnéstico molecular sensible, econémico y reproducible, empleando sangre periférica
para evaluar células tumorales circulantes y de esta manera adelantar el prondstico asi
como el tratamiento, al predecir la preferencia metastasica de dichas células.

En el Banco de Sangre del Hospital Regional “1° de Octubre” del ISSSTE, se evaluaron
1501 muestras de mujeres donadoras de sangre consideradas sanas clinicamente de acuerdo
a los parametros establecidos para la donacién, conforme a la NOM-253-SSA1-2012. Una
vez que se consideré que dichas mujeres eran aptas para la donacion, se les hizo saber
del proyecto de investigacion “Identificacién de células tumorales circulantes de cancer de
mama en mujeres clinicamente sanas que acuden a donar sangre” y aquellas mujeres que
mostraron interés por participar firmaron una carta de consentimiento informado. Después
de haber realizado el proceso de flebotomia, la sangre fue fraccionada en sus diferentes
componentes y el concentrado leucocitario se entregd para su procesamiento al personal
del “Laboratorio de Medicina Gendémica” del mismo hospital.

Se empled el concentrado leucocitario para realizar una extracciéon del mRNA total
con el método del trizol. Una vez obtenido el acido nucleico, se verificé su integridad y
se cuantifico, eliminandose las muestras degradadas. Se retrotranscribieron las muestras
aptas y se verificd este proceso amplificando el gen constitutivo [-actina mediante PCR
de punto final. Al obtenerse el amplicén esperado, se procedié a llevar a cabo una qPCR
para evaluar la expresion de genes considerados para establecer una sospecha de cancer
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de mama. Estos fueron MAM-«o, HER-2 y CK17. S6lo se consideraron positivas aquellas
muestras que amplificaron antes de 35 ciclos, resultando positivas 11 muestras.

Las muestras positivas a MAM-a se evaluaron con un panel ampliado de perfil
molecular donde se incluyeron los genes ID1, PTGS2 y MMP2. Obteniéndose 6 fenotipos
diferentes de células tumorales: 1) negativo a los tres marcadores; 2) positivo a los tres;
3) ID1 (-), MMP2 (+) y PTGS2 (+); 4) ID1 (-), MMP2 (-) y PTGS2 (+); 5) ID1 (+),
MMP2 (-) y PTGS2 (+); y 6) ID1 (4), MMP2 (-) y PTGS2 (-).

Ademas se evalio la expresion del gen NTSRI1, el cual fue positivo en 10 de las
11 muestras estudiadas para este gen, lo que, de acuerdo a los estudios en los cuales
se ha valorado NTSR1, advierte que el cancer en dichas pacientes sera agresivo y de
rapida progresion. La expresion de NTSR1 permitira el disefio de una terapia dirigida y
personalizada para las pacientes.

La expresion de NTSR1 genera la perspectiva de enfocar una terapia génica empleando
polyplex, lo cual permitiria tratar el principal problema del cancer: las CTCs y DTCs. De
esta manera podrian reemplazarse los tratamientos actuales que a pesar de ser agresivos
no son eficiente para evitar las metastasis.

Palabras Clave: Cancer de mama, CTCs, DTCs, Metastasis.

http://www.zaragoza.unam.mx/main.php
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Capitulo

Marco tedrico

1.1 Cancer de mama

Desde el punto de vista biologico, el cancer es una proliferacion descontrolada de células,
debido a la alteracién del equilibrio en la programacion normal de las mismas, lo que
incluye las vias de senalizacion involucradas en el ciclo celular: proliferacion, apoptosis,
adhesion y metabolismo celular; de esta manera se crea una clona capaz de invadir tejido
adyacente y propagarse hacia sitios distantes.!

En la practica médica, el cancer de mama es una enfermedad heterogénea que engloba
distintas entidades con diferentes caracteristicas biolégicas y comportamientos clinicos.?

El cancer de mama muestra una etiologia genética, que puede originarse por mutaciones
en las células de la linea germinal (hereditario), o en células sométicas (esporadico). De
5-10% de los casos diagnosticados se deben a cancer de mama hereditario. Por lo que el
cancer de mama esporadico representa aproximadamente el 90-95% restante.?

El cancer de mama hereditario se encuentra asociado a la presencia de mutaciones en
los genes de susceptibilidad BRCA1 y BRCA2 presentes en las células de la linea germinal.
Estudios realizados indican que existe un riesgo relativo aumentado de aproximadamente
un 27% de padecer cancer de mama debido a factores hereditarios.*

Las mutaciones en BRCA1/2 correlacionan directamente con el fenotipo basal,
mientras que el cancer no asociado a este gen se relaciona con el fenotipo basal A y
ERBB2.°

1.1.1 Clasificaciéon radiolégica

El BI-RADS (Breast Imaging Reporting and Data System) fue creado por el American
College of Radiology para estandarizar el informe y lenguaje mastografico y, de esta manera
generar un entendimiento entre los especialistas implicados en el cancer de mama. Ademas
se ha empleado como herramienta en la mejora continua de la calidad en diagnostico. En
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dicho sistema, se categorizan las lesiones de la mama en funcién del grado de sospecha

de malignidad, que van del 0 al 6. Asi mismo, se establecen recomendaciones para el

seguimiento de las lesiones.% 7

7 Categoria 0. Es una categoria de evaluacion incompleta, por lo que es necesario
realizar otros estudios de imagen para recategorizar el hallazgo.

7 Categoria 1. Corresponde a una mastografia normal. Se recomienda control
rutinario periodico.

T Categoria 2. Cuando se encuentra un hallazgo benigno como: fibroadenoma
calcificado, calcificaciones de tipo secretor, lesiones con contenido graso o mixto. Se
recomienda control rutinario periodico.

T Categoria 3. Lesion probablemente benigna. Presenta nédulo sélido circunscrito
sin calcificaciones, asimetrias focales, microcalcificaciones redondeadas o puntiformes
y/o lesiones no palpables. Se recomienda control a los 6 meses y adicionales si precisa
durante 2 anos o mas, para demostrar la estabilidad de la lesion.

T Categoria 4. Se trata de un hallazgo que no exhibe aspecto de malignidad, pero la
probabilidad de malignidad es lo suficiemtemente alta, por lo que la biopsia se
debe considerar.

T Categoria 5. Més del 95% de malignidad. Las lesiones mds representativas de este
grupo son masas de contornos irregulares y especulados.

T Categoria 6. Para aquellos hallazgos en la mama confirmados como malignos.
Debe realizarse la accién terapéutica mas adecuada.

1.1.2 Estadificacion

La estadificacion describe la gravedad del cancer de mama que aqueja a un paciente
baséndose en el tamano o en la extensién del tumor original (primario) y si tiene o no,

metastasis clinicas.®

Sistema TNM

El sistema TNM es uno de los sistemas de estadificaciéon de cancer de mayor uso. Este
sistema se ha aceptado por la Union for International Cancer Control (UICC), y por el
American Joint Committee on Cancer(AJCC). La mayoria de los establecimientos médicos
usan el sistema TNM como método principal al dar algin informe sobre el cancer.®

El sistema TNM se basa en el tamano o extension (alcance) del tumor primario (7T)
(Tabla 1.1), el grado de diseminacién a los ganglios linfaticos (N) cercanos (Tabla 1.2),y

la presencia de metéstasis (M) (Tabla 1.3) o de tumores secundarios que se formen

2015 2
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Tabla 1.1: Tumor primario (T)

Fuente: http://www.cancer.gov

Tabla 1.2: Ganglios linfaticos regionales (N

Fuente: http://www.cancer.gov

Tabla 1.3: Metastasis distante (M)

Fuente: http://www.cancer.gov
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por la diseminacion de las células cancerosas a otras regiones del cuerpo. Un ntimero
se anade a cada letra para indicar el tamano o extension del tumor primario y el grado de
diseminacién del cancer. De esta manera se agrupan en estadios clinicos (Tabla 1.4) para
elegir una terapéutica y observar el pronéstico.®

La ultima modificacién a la clasificacion TNM se llevd a cabo en el afio 2010. En dicho
documento se hace énfasis en el uso de imagenologia (mastografia, ultrasonido y RM)

como ayuda para determinar el tamafio del tumor primario®

Tabla 1.4: Agrupacién de estadios clinicos de acuerdo a su clasificaciéon TNM.10

Tis NO MO
T1 NO MO
TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
T2 N1 MO
T3 NO MO
T0 N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1, N2 MO
T4 Cualquier N MO
Cualquier T N3 MO
Cualquier T Cualquier N M1

Fuente: http://www.cancer.gov

1.1.3 Clasificacién histopatologica

El componente basico del seno es la "glandula mamaria”. Cada glandula mamaria se
compone de l6bulos conectados a conductos y al tejido fino circundante que incluye los
vasos sanguineos’ (Figura 1.1).

Los tumores malignos pueden presentarse en cualquiera de las estructuras mencionadas.
Los carcinomas ductales son los mas comunes, seguidos por los carcinomas lobulillares.
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Figura 1.1: Estructura de la glandula mamaria: Esquema que muestra los componentes béasicos de

la mama.

Fuente: http://www.sabelotodo.org/anatomia/mamas.html

De acuerdo a la Comisién Americana Mixta Sobre el Céncer (AJCC) la clasificacién

histolégica del cdncer de seno es la siguiente:®

e Ductal

Intraductal (in situ)

Invasor con el componente intraductal predominante

Invasor, NOS (no especificado de otra manera)
Comedén

Inflamatorio

Medular con linfocitico infiltrante

Mucinoso (coloide)

Papilar

Sirroso

Tubular
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— Otro
o Lobulillar

— In situ
— Invasor con el componente in situ predominante

— Invasor
e Pezén

— Enfermedad de Paget, NOS
— Enfermedad de Paget con carcinoma intraductal

— Enfermedad de Paget con carcinoma ductal invasor
o Carcinoma sin diferenciacion

Los carcinomas ductales invasores son caracterizados por sus bases sélidas, que son
generalmente duras y firmes a la palpacién. El carcinoma ductal invasor se extiende a
los ganglios linfaticos regionales y cominmente tiene el prondstico mas pobre entre varios
tipos ductales. El grado nuclear e histolégico ha demostrado ser un indicador eficaz del
pronéstico.?

Hay cinco subtipos histolégicos del DCIS, llamados comedén, papilar, micropapilar,
cribriforme, y sélido. El subtipo comedén presenta alto grado alto nuclear, micro-invasién,
y la sobre-expresion del oncogene HER-2/neu. La caracteristica mamografica mas anormal
asociada al DCIS es "microcalcificaciones en racimo”.!?

Los carcinomas lobulares invasores son caracterizados por una mayor proporcion de
multicentricidad en el mismo seno o el opuesto. Las lesiones tienden a tener margenes mal
definidos, y la unica evidencia es el espesamiento o induracién sutil.'?

El Carcinoma lobulillar ”in-situ” (LCIS, por sus siglas en inglés) carece generalmente
de muestras clinicas o mamograficas especificas, y ocurre con mas frecuencia en mujeres
antes de la menopausia. Por su definicién, estas células de cancer son confinadas a
los 16bulos mamarios sin invasion. El LCIS es caracterizado microscépicamente por
una proliferacién solida de células pequenas. Las células tienen una tarifa proliferativa
baja, tienen tipicamente el receptor de estrégeno positivo, y raramente sobre-expresan el
oncogene de HER-2/neu.'?

El carcinoma medular se caracteriza por linfocitos prominentes infiltrantes. Las
pacientes con el carcinoma medular tienden ser més jovenes que las mujeres con otros
tipos de cancer de seno. El prondstico también se cree ser mejor que para el cancer ductal
invasor.

El carcinoma inflamatorio de seno es caracterizado por edema difusa de la piel, rojez
de la piel y del seno y firmeza del tejido fino subyacente sin una masa palpable. La
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manifestacion clinica es sobre todo debido a la embolizacién del tumor a los canales
linfaticos cutdneos (canales de la linfa de la piel) con congestién asociada a los capilares
superficiales. El cancer del seno inflamatorio tiene un mal prondstico.?

La enfermedad de Paget del pezén es una forma rara de cancer del seno que es
caracterizada clinicamente por cambios en forma de eczema del pezén. Se cree que
la enfermedad de Paget representa la migracion de células malignas de los conductos
mamarios subyacentes en el pezon. El prondstico de pacientes con la enfermedad de Paget

aparece ser similar al de mujeres con otros tipos de carcinoma del seno.'¢

1.1.4 Clasificacion molecular

La variacién en la programacién transcripcional es la responsable, en la mayoria de los

casos, de la diversidad biolégica de los tumores.!”

Por lo anterior, el tratamiento y
pronostico de los pacientes con cancer de mama se realiza de acuerdo a los subtipos
moleculares establecidos: tipo luminal A, luminal B, Her2 positivo, triple negativo, y tipo
basal'® (Tabla 1.5).

La subtipificacién tumoral de mama se realiza mediante un anélisis de la expresion
génica. Este puede ser llevado a cabo con el empleo de microarreglos,!” o bien,

20 o por técnicas de

utilizando una combinacién de marcadores inmunohistoquimicos
biologia molecular como PCR de punto final o PCR en tiempo real.

Los resultados de diversos estudios han proporcionado evidencia de que los subtipos

de tumores de mama representan entidades de la enfermedad biolégicamente diferentes,
21

por lo que requieren tratamientos con distintas estrategias terapéuticas.

Tabla 1.5: Clasificacién molecular del cincer de mama.

RITGNEINLE Positivo  y/o Positivo  Negativo < 14%
NI NEINEE Positivo  y/o Positivo  Negativo > 14%
HER-2 Negativo  Negativo Positivo  Cualquiera
TNBC Negativo  Negativo  Negativo Cualquiera

RE: Receptor a estrégenos.
RP: Receptor a progesterona.
HER2: v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2.
Ki-67: nuclear non-histone protein.
Fuente: Park 2012.22
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1.1.5 Epidemiologia

La agencia internacional para investigacion sobre el cancer, en su tltimo reporte
estadistico, revelé que 1,677,000 mujeres se diagnosticaron con cancer en 2012 y 577,000
murieron a causa directa de esta enfermedad.??

La mortalidad del cancer de mama en el mundo se estima en 411,000 decesos anuales,
y se calcula que en los ultimos 5 anos 4.4 millones de mujeres se han diagnosticado con
dicha patologia. El 45% de los casos, asi como la mayoria de las muertes por céncer de
mama, se registran en los pafses en vias de desarrollo.?*

En México, se estima que doce mujeres mueren diariamente por esta causa, es decir
una tercera parte de todas las pacientes diagnosticadas. La mortalidad de esta enfermedad
en nuestro pais muestra un incremento constante; basta mencionar que en el periodo
comprendido entre 1980 y 2005 se registraron un total de 67,854 defunciones, con un
incremento anual del 3.6%% (Figura 1.1).

0 25 S0 75 100

Figura 1.2: Incidencia mundial del cancer de mama: La intensidad del color en la figura indica el
impacto epidemiolégico en cada pais. Fuente: GLOBOCAN 2012.

La letalidad en los paises de ingresos bajos, medio-bajo y medio-alto es 56%, 44% y 39%
respectivamente; siendo alto comparado con el 24% observado en los paises de ingresos
altos®* (Figura 1.2).

A partir de 2006 el cancer de mama se ha convertido en la segunda causa de muerte
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general en mujeres de 30 a 50 afios; y la primera por cancer, desplazando al cdncer cérvico-
uterino.?%

La frecuencia histopatologica del cancer de mama es variable, los tumores in situ de
origen ductal representan 5% del total, el lobulillar tienen una frecuencia del 2% y el
microinvasor representa el 1%. Los tipos histopatoldgicos méds comunes estan encabezados
por el carcinoma ductal sin un patrén especifico y en conjunto representa el 72% de los
casos, el lobulillar 12%, el tubular y/o cribiforme se presenta en el 3%, medular 1%,
mucinoso 2% y otros tipos histolégicos entre los que encontramos el adenoideo quistico,
células en anillo de sello, ap6crino, metaplésico, sarcomatoide y epidermoide los que en

conjunto conforman el 2% de todos los tumores de mama.?’

0 10 20 30

Figura 1.3: Mortalidad mundial del cancer de mama: la intensidad del color en la figura indica el
impacto epidemiolégico en cada pais. Fuente: GLOBOCAN 2012

1.1.6 Historia Clinica

Obtener una historia clinica detallada de la paciente permite identificar el historial de
salud personal y familiar de la mujer, para determinar si existe la patologia en la paciente
o si ésta cuenta con factores de riesgo condicionantes, desencadenantes o de susceptibilidad
a la patologia.
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Evaluacién de riesgo

Los antecedentes heredo-familiares de la paciente estan implicados en el padecimiento de
cancer, ya que existe un riesgo de 1.5-3 veces mayor de presentarlo si se tiene un familiar
de primer grado que haya padecido cancer de mama.?®

Los genes de susceptibilidad genética para el cancer de mama y de ovario son BRCAT1,
el cual se localiza en el brazo largo del cromosoma 17 especificamente en la banda 17¢21,
mientras que BRCA2 se codifica en el brazo largo del cromosoma 13 especificamente
en la banda 13q13. Las mutaciones en esos genes se transmiten de manera autosémica
dominante y se asocian a un riesgo del 85% de desarrollar céncer de mama, sobre todo a
edades tempranas.?? En estudios previos se observé que la frecuencia de las mutaciones en
dichos genes fue mayor en los casos de pacientes con CaMa diagnosticados antes de los 35
anos, y con el aumento de niimero de familiares afectados con la patologia. La penetrancia
a los 80 anos es de un 48% para los portadores de las mutaciones BRCA1 y del 74% para
los portadores de la mutacién BRCA2.%°

Las proteinas derivadas de la transcripcion de los genes BRCA1 y BRCA2 desempenan
una funcién inhibitoria de las senales desencadenadas por las hormonas esteroideas en
el epitelio de la mama; por lo que, una alteraciéon en la funcién de dichas proteinas
desencadena un descontrol sobre la senalizacién intracelular en la activacion estrogénica,
predisponiendo a la carcinogénesis.!
La exposicion excesiva a los estrogenos se ha asociado con un mayor riesgo de desarrollar

cancer de mama.>?

En un estudio prospectivo donde se consideraron los niveles de
hormonas sexuales, se establecié un riesgo relativo mayor en mujeres posmenopausicas
expuestas a estradiol.?® De esta manera, una menarca temprana, menopausia tardia,
nuliparidad o primigravidez tardia, asi como terapia hormonal sustitutiva y uso de

anticonceptivos hormonales, son factores que aumentan la incidencia del cancer de mama.

Evaluacién de acuerdo a la escala de Karnofsky

La escala de Karnofsky (KPS) es un indicador generalizado para estratificar el pronéstico
del paciente y determinar una gestion adecuada. Permite conocer la capacidad del paciente
para poder realizar actividades cotidianas. Los bajos valores de KPS preoperatorias se han
asociado con supervivencia normal més corta.**

Exploracién fisica

Para realizar el examen clinico, el mejor momento es de cinco a siete dias después de la

menstruacion.>®

1. En la primera parte de la exploracién se observa la forma y simetria de ambas
glandulas mamarias, asi como el tamano y posicion, coloracion, textura de la piel,
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presencia de depresiones, nodulos, induraciones, integridad y forma, tanto de la
areola, pezon y piel circundante®.

2. Localizacién y tamano de la tumoracion.

3. Presencia y caracteristicas de adenopatias.

Exploracién general

En caso de paciente histerectomizada pero con preservacion de ovarios, determinar los
niveles hormonales de: FSH > 40; 17 f-Estradiol < 20 y Estrona > 40.

Mastografia

La mastografia es una imagen radiografica de la glandula mamaria donde se reconocen
lesiones pequeiias (< 0.5 cm).3” Este tipo de estudio, permite detectar 4.7 casos por cada
mil estudios realizados en mujeres de 40-49 afios con historia familiar de cancer, mientras
que solamente se detectan 2.7 casos en mujeres sin antecedentes. En cambio, en mujeres
de 50 a 59 afios, se detectan 6.6 y 4.6 casos respectivamente.®® Sin embargo, este método
se considera el estandar de oro para realizar el diagnostico.

Para el diagnostico de anomalias del tejido mamario existen tres tipos de mastografia
(Figura 1.3):

Figura 1.4: Mastografia digital: Es uno de los métodos diagnésticos mas utilizados para el estudio de
céncer de mama, la figura muestra una fotografia representativa de los eventos mastograficos diagnésticos
del cadncer de mama.

Mastografia de tamizaje Su objetivo es detectar mujeres sanas y asintomaticas a
partir de los 40 anos de edad. Debe comprender un seguimiento con base en los resultados

de radiodiagnéstico.3
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Mastografia diagnéstica Se realiza en mujeres que presentan un estudio radiolégico
de tamizaje sospechoso o bajo alguna de las siguientes premisas:
M Masa o tumor palpable
Secrecion sanguinolenta del pezén
Cambios en la piel del pezén o de la areola (Piel en cdscara de naranja)
Mama densa
Densidad asimétrica
Distorsion de la arquitectura

Microcalcificaciones sospechosas
7

29 9 9 9 99

Ectasia ductal asimétrica®

Mastografia oportunista Se efectiia en mujeres asintématicas, por lo regular se indica
por el personal de salud cuando las pacientes acuden a los servicios de salud por motivos
no relacionados con patologia de la mama.?”

La sensibilidad de la mastografia oscila de 71 a 96% vy, la sensibilidad disminuye con
mujeres menores de 50 anos, debido a que la densidad del tejido de la mama aumenta en
mujeres mas jovenes, por lo cual se dificulta la interpretacién de la mastografia.®®

Los factores involucrados en la disminucién de la sensibilidad son:

A) Caracteristicas de los pacientes, como la densidad mastografica, uso de
hormonas anticonceptivas o como terapéutica de reemplazo.

B) Factores técnicos (Calidad del estudio).

C) Experiencia del radidlogo, para interpretacion de la radiografia sin propension a
clasificar los estudios como anormales por temor a equivocarse.

Por el contrario la especificidad es del 94 a 97%, lo que indica que el total de falsos
positivos es muy bajo.?®

El personal técnico y el fisico-médico especialista en radiodiagnostico, tienen las
siguientes responsabilidades primordiales:

1. Garantizar la calidad de la imagen diagnostica.

2. Optimizar la dosis de radiacion que impactara al paciente durante el estudio.

3. Verificar la aplicacion de las medidas de proteccién radioldgica pertinentes durante
el proceso.

4. Aplicar junto con el titular de la instalacion un programa de garantia de calidad
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En México, este procedimiento esta reglamentado por la norma oficial mexicana NOM-
041-SSA2-2011 que establece que el conjunto de personas involucradas en el proceso
de adquisicion de imédgenes mastograficas (personal médico, técnico, administrativo y
de servicio) deben observar lo establecido en un programa de garantia de calidad en el
servicio de mastografia.'’ La Secretaria de Salud, a través de la Comisién Federal para la
Proteccién Contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS), es la responsable de verificar que los
gabinetes que cuenten con equipo de rayos X de diagndstico cumplan con los requisitos
técnicos indicados en la NOM-229-SSA1-2002, pero a menudo y debido a la falta de
personal no es posible realizar este tipo de procedimiento con la frecuencia requerida. Por
tales circunstancias el papel que debe tener el fisico-médico en un programa de garantia
de calidad es de suma importancia y es por tanto necesario asegurar su participacion para
establecer la mayor calidad de los servicios de mastografia.

A pesar de todas estas medidas el cancer de mama se diagnostica de forma correcta
pero tardia.

Identificaciéon de practicas de tamizaje de salud de los senos

Frecuencia y fecha del ultimo autoexamen y examen clinico. Hacer constar si estaba en un
programa de deteccién precoz o si se realizaba mastografias periddicas y si el diagndstico
fue en la mastografia de cribado o en el intervalo, anotar entonces la fecha de la tltima
mastografia de cribado.

Ultrasonido

Es un estudio complementario de la mastografia diagnéstica. Permite la diferenciacién
entre masas quisticas y solidas, por lo que se ha convertido en la técnica de imagen
complementaria y fundamental para el diagnéstico (Figura 1.4). La realizacién de este
estudio con un buen equipo y un ultrasonografista experimentado, aumenta la precisién
para localizar lesiones benignas y malignas.*’

El ultrasonido (Figura 1.5) es recomendable para pacientes menores de 35 anos,

40, 41

embarazadas o que estén lactando y con sospecha de cancer de mama. Ademas,

debera realizarse si existe alguna de las siguientes condiciones:
o Mama densa
o Necesidad de caracterizar un tumor
e Densidad asimétrica
e Paciente con implantes mamarios
e Masa palpable

o Datos clinicos de mastitis o abscesos
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e Mirocalcificaciones sospechosas

Pot B8 %

CI

y Right

Figura 1.5: Ultrasonido diagnéstico: Este método diagndstico permite diferenciar entre tumores
solidos y quistes, no esta indicado para fines de tamizaje y deteccién oportuna de cancer de mama.

Resonancia Magnética

La resonancia magnética, o IRM, es una tecnologia que utiliza imanes y ondas de radio
para generar imagenes transversales de alta definicion del interior del cuerpo (Figura 1.6).
Es una técnica de imagenologia con mayor especificidad que la mastografia, sobre todo en
mamas densas. Se recomienda, de acuerdo a la Reunién Nacional de expertos del 2008,
para:

® Estadificacion del tumor conforme a las caracteristicas de multifocalidad,
multicentricidad, bilateralidad y evaluaciéon axilar.

® Valoracion de margenes después de la escisiéon de un tumor.

® Seguimiento de pacientes con cancer mamario, con la finalidad de detectar
recurrencia local.

® Evaluacion de la respuesta al tratamiento.

©® Biusqueda de tumor mamario oculto con metéstasis axilares (primario desconocido).
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® Valoracion de la integridad de los implantes mamarios, particularmente en sospecha
de ruptura intracapsular u otras complicaciones.

®» Embarazo y sospecha de cancer mamario.
®» Mama densa.

» Tamizaje en paciente de alto riesgo.

Slice 14

Figura 1.6: Resonancia magnética nuclear diagndstica: Es un excelente método para la deteccion
oportuna y precoz del cancer de mama.

Debe realizarse en pacientes con diagnostico reciente de cancer de mama, ya que define
la extension del cancer, la presencia de cancer multicéntrico en mujeres con tejido mamario
denso en la mamografia, y para determinar la enfermedad en mujeres con cancer localmente
avanzado.*?

La sensibilidad de la RM se encuentra entre 85% y 100% y la especificidad entre 47% y
67%. Este estudio tiene mayor ntiimero de falsos negativos en tumores menores de 3 mm,
asf como en carcinoma in situ y en el carcinoma de tipo lobulillar.*?

Tomografia

La tomografia es un técnica radiografica que permite obtener informacién sobre los
organos internos del cuerpo en cuadros bidimensionales o secciones transversales. La
tomografia por emisién de positrones (PET) con [**F] fluoro-2-desoxi-D-glucosa (FDG)
es una modalidad diagndstica valiosa en diversas enfermedades (Figura 1.7), al ser una
imagen que combina un estudio de medicina nuclear con tomografia computarizada lo
que permite realizar simultdneamente un estudio funcional y morfolégico, asi como la
localizacién precisa de una lesién.**
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Se recomienda para realizar la estratificacién tumoral, valoraciéon de recurrencias,
metastasis, asi como para la evaluaciéon de respuesta a tratamientos médicos y para el
seguimiento.?”

Figura 1.7: Tomografia computarizada: Es un excelente método para la deteccién oportuna y precoz
del cdncer de mama.

Biopsia

Es un procedimiento de investigacion clinica que consiste en separar una porcién de un
6rgano determinado para confirmar o completar un diagndstico. Es necesario realizar una
biopsia del tejido sospechoso para determinar la estirpe celular que lo genera, este estudio
se debe realizar por personal calificado con el fin de evitar iatrogenias y falsos positivos.

Las diferentes técnicas para realizar una biopsia son:*6

Biopsia por aspiracion

Recomendable para lesiones palpables. La técnica implica la introduccién de una aguja fina
dentro de la lesion y la succiéon con una jeringa. Lo anterior permite obtener fragmentos
pequenos del tumor para estudiarlos histolégicamente. La correlacion entre diagnostico
citolégico e histopatologico es menor al 100%.47
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Biopsia percutanea con aguja de corte o aspiracién por vacio

Emplea una aguja de calibre mayor, algunas veces equipada con un instrumento de corte.
Debe obtenerse de una lesion palpable, o bien, bajo la guia de un método de imagen como
mastografia y/o ultrasonido, cuando la lesién no es palpable. El resultado se reporta de B1
(benigno) a B5 (células malignas). Si el resultado corresponde a las lesiones potencialmente
malignas (B3) o sospechosas de malignidad (B4) se recomienda biopsia escisional.*®

Biopsia abierta

1. Incisional: Se obtiene parte del tejido de una lesiéon palpable con fines diagnésticos
y determinaciéon de marcadores por inmunohistoquimica.

2. Escisional: Se extrae completamente la lesion mamaria, palpable o no, sin resecciéon

total del tejido de la mama.*’

=+ Biopsia escisional guiada por arpén: Para reseccion de una lesion mamaria
no palpable, detectada en una mastografia, mediante la colocaciéon de un arpén
metalico en la zona sospechosa.

=+ Biopsia escisional sin arpon: Para reseccion de una lesion mamaria palpable.

1.1.7 Tratamiento

El tratamiento es multidisciplinario e involucra al cirujano oncélogo, oncologo clinico,
patologo, radidlogo, radioterapeuta, psico-oncologo, cirujano plastico y el médico general
o familiar.

Los aspectos a considerarse para definir el tratamiento mas adecuado se centran en
una historia clinica completa con factores de riesgo y antecedentes familiares de cancer
de mama, asi como la etapa clinica de la enfermedad y el reporte histopatolégico que
incluya estudios de inmunohistoquimica para receptores hormonales y determinacion de
HER2neu.

Quirurgico
Cirugia conservadora

También conocida como cuadrantectomia, telectomia, resecciéon amplia, tumorectomia o
lumpectomia. Su objetivo es la extirpaciéon completa del tumor con un aceptable resultado
estético. La reseccion se realiza dejando margenes suficientes libres de tumor. En conjunto,
debe realizarse el tratamiento quirirgico de la axila.?

Sin embargo, esta cirugia estd contraindicada si existe una lesion multicéntrica (clinica
o radiolégica), un componente intraductal extenso, tamano tumoral relativo, localizacién

2015

17



Preferencia metastasica “CaMa” Morén-Mendoza Esmeralda

central, embarazo, enfermedades de la coldgena y/o si no se puede administrar terapia

postoperatoria.®’

Cirugia radical curativa

Conocida también como mastectomia radical modificada, en la cual se extirpa la mama, la
aponeurosis del musculo pectoral mayor, el musculo pectoral menor y el contenido axilar.
Al contrario de la cirugia conservadora, las indicaciones para realizarla, son las siguientes:
consentimiento informado de la mujer, enfermedad multicéntrica, embarazo, enfermedades

de la coldgena y no poder administrar radioterapia postoperatoria.®!

Tratamiento axilar

La diseccion axilar contribuye con la informacion necesaria para definir la etapa clinica
del padecimiento e incrementa la supervivencia en un subgrupo pequeno de pacientes. Es
importante mencionar que esta diseccion tiene complicaciones agudas y crénicas, como
linfedemas y heridas neuropléxicas que pueden incapacitar temporal o permanentemente
a la paciente."?

Ganglio centinela

Se emplea la técnica de mapeo linfatico y biopsia de ganglio centinela en tumores menores
de 5 cm y con una axila clinicamente negativa. La diseccién axilar transoperatoria de la
axila no es necesaria, hasta contar con el reporte definitivo de patologia.

Cirugia radical paliativa

El objetivo de las intervenciones quirtrgicas, cuando se considera que la neoplasia maligna
es incurable, es atenuar las consecuencias de la enfermedad para incrementar la calidad

de vida y la supervivencia.®®

Cirugia reconstructiva

Es parte del manejo multidisciplinario de la paciente. Permite a la mujer tener mejor
autopercepcion de su imagen corporal, la cual le otorga una mejor calidad de vida y
bienestar. Cuando una mujer es sometida a mastectomia radical, el médico debe informar
a la mujer sobre esta posibilidad y sobre las diferentes técnicas.?

Quimioterapia

Corresponde al uso de medicamentos por via intravenosa que se aplican mediante catéter
cuya funcion es destruir células neoplasicas y detener su division y proliferacion. Puede
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ser utilizada como neoadyuvante, adyudante y de manera paliativa.®*

Quimioterapia neoadyuvante

Indicada antes de un tratamiento radical (cirugia o radioterapia), cuando éste no esta
indicado o puede ser menos efectivo. Las principales ventajas del tratamiento® son:

¢Z Inicio temprano de terapia sistémica

& in vivo para valorar sensibilidad al tratamiento

& Incremento de las posibilidades de cirugia conservadora

2 Obtencién de respuestas patolégicas completas con valor prondstico

2 Realizar estudios clinicos y valorar estrategias de tratamientos novedosos y
especificos

Quimioterapia adyuvante

Se administra después del tratamiento quirtirgico radical. El objetivo de la terapia es
incrementar el periodo libre de enfermedad, reducir recurrencias locales y sistémicas e
incrementar la supervivencia sin disminuir la calidad de vida. Se recomienda en pacientes
que presenten metastasis en los ganglios axilares en la pieza quirtrgica y en aquellas con
ganglios negativos y con alto riesgo de recaida.®

Se aconseja iniciar el tratamiento entre la segunda y cuarta semana de la intervencion
quirurgica. Se requiere de un oncoélogo médico para indicar y vigilar el tratamiento, asi
como de una enfermera especializada. Ademads, es necesario contar con antieméticos
necesarios para disminuir la toxicidad digestiva, asi como con factores estimulantes de
colonias en caso de neutropenia.®®

Independientemente del resultado de los receptores hormonales, la quimioterapia es
recomendable para pacientes menores de 70 anos con indicacién de tratamiento adyuvante.
En pacientes mayores de 70 afios no hay evidencia suficiente del beneficio y cada caso
debera tratarse de forma individualizada, considerando los padecimientos concomitantes

y la morbilidad del tratamiento.?®

Quimioterapia paliativa

Se emplea en mujeres cuyos tumores son metastasicos. Tiene como objetivo mejorar y
extender la vida de la paciente, ya que no tiene intencién curativa.
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Radioterapia

Es el uso de radiacién de alta energia de rayos X o gamma, neutrones, protones, y
otras fuentes para destruir las células cancerosas y reducir el tamano de los tumores.
La radiacién puede ser generada por una méquina fuera del cuerpo (radioterapia externa),
o bien, puede producirse por material radiactivo colocado en el cuerpo cerca de las células
cancerosas (radioterapia interna), la cual puede usar un anticuerpo monoclonal marcado
radioactivamente.®”

Es un complemento indispensable en el manejo conservador del cancer de mama y se
recomienda que todas las pacientes la reciban, a menos que la cirugia radical la vuelva
innecesaria. Reduce la tasa de recurrencia local de 26 a 6%.%®

Radioterapia complementaria

Su finalidad es la disminucién de recidivas locorregionales. Se emplea de manera adjunta
a la cirugfa.®

Radioterapia paliativa

Principalmente, se emplea en pacientes con metastasis 0seas y cerebrales. Sin embargo, se
usa también en los siguientes casos: metastasis a piel y tejidos blandos, lesiones ulceradas,
fungantes o sangrantes sin respuesta al manejo médico; en metéastasis oculares se han

reportado beneficios.?

Terapia enddécrina u hormonoterapia

Debido a que el cancer de mama tiene una fuerte relacion con las hormonas, la presencia de
los receptores hormonales refleja su grado de sensibilidad a las hormonas, permite predecir
con cierto grado de confianza la respuesta a la terapia endocrina.

Esta terapia dependera del periodo en relacion con la menopausia, edad de la paciente,
tamano del tumor, grado histolégico y determinacion de receptores tumorales. Se divide
principalmente en:

Terapia endocrina neoadyuvante

En pacientes con receptores hormonales positivos y para quienes requieran un tratamiento

inicial sistémico, se recomienda el uso de tamoxifeno o inhibidores de la aromatasa.5°

Terapia endocrina adyuvante

Indicado tinicamente para pacientes con receptores hormonales positivos, indistintamente
de si reciben quimioterapia o no. Sin embargo, para pacientes mayores de 70 anos con
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receptores hormonales positivos es recomendable administrar hormonoterapia adyuvante
como tnico tratamiento.®’

Tratamiento con Trastuzamab (Herceptin)

La investigacion sobre el manejo del cancer de mama ha contribuido al incremento en los
indices de supervivencia y curacion de los pacientes con esta enfermedad. Se ha demostrado
por ejemplo, que Docetaxel en combinacién con Trastuzamab es superior a Docetaxel
solo, como tratamiento de primera linea en pacientes con sobreexpresion de la proteina
HER2neu en cancer metastasico, muestra un incremento en la supervivencia y en la tasa

de respuesta, con muy poca toxicidad adicional.®!

1.1.8 Prondéstico

Los factores pronésticos y predictivos necesarios en cancer de mama son los receptores
hormonales para estrogenos (RE) y para progesterona (RP), los cuales pueden estar
contenidos en el citoplasma de las células tumorales, y la sobreexpresion de la proteina
HER2neu.%?

Los tumores RE positivos presentan una tasa de respuesta de 50-60% al tratamiento
hormonal, mientras que solo se obtiene respuesta en el 10% de los RE negativos. Por
otro lado, el RP es un marcador de accién estrogénica, por lo tanto es mas probable que
un tumor positivo a estos dos receptores responda mejor al tratamiento hormonal. De
acuerdo a estudios realizados se ha comprobado que los tumores con receptores positivos
a hormonas tienen mejor pronéstico a corto plazo, pero a largo plazo la frecuencia de
recidivas y la supervivencia de ambos grupos tiende a ser igual.®?

Se ha observado la amplificacion y sobreexpresion del gen HER2neu en
adenocarcinomas de senos y ovarios en los andlisis gendmicos de tumores primarios.
Representa un factor prondstico independiente y se correlaciona con una supervivencia
més corta.%

1.1.9 Biologia celular del cAncer de mama
Activacion de las senales de crecimiento

Las células normales requieren de factores de crecimiento para pasar de un estado
quiescente a un estado de proliferacion activa. Por el contrario, las células cancerosas
presentan un desbalance proliferativo debido a cinco alteraciones:

1. Autoproduccion de factores de crecimiento y estimulacién autocrina.

2. Sobre-expresion de los receptores de los factores de crecimiento.
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3. Alteraciones estructurales de los receptores.
4. Expresién de los receptores de la matriz extracelular (integrinas).
5. Modificaciones en las vias de senalizacion inducidas por los factores de crecimiento.

Estas alteraciones conllevan al crecimiento anormal del parénquima de la mama, asi
como también de las diferentes estirpes celulares que la conforman, pudiendo generar desde
un fibroma hasta un cancer de mama triple negativo. Todas las neoplasias de la mama y
en general cualquier tipo de cancer cursa con:

$ Insensibilidad a las senales inhibitorias del crecimiento.
$ Evasion de la apoptosis.

$ Potencial replicativo ilimitado.

$ Angiogénesis sostenida.

$ Metéstasis.

1.1.10 Teoria monoclonal molecular

Las células que conducen al cancer pueden mostrar, en su mayoria, alteraciones en las
secuencias del acido dexosirribonucleico (ADN) que contienen una aberracién heredable.
En general el cancer no es causado por un solo evento, sino, es el resultado de varios
cambios independientes ocurridos en una célula con efectos acumulativos.%

La regulacion de la proliferacion celular en el organismo incluye dos genes: los proto-
oncogenes y los genes supresores de tumor. Los proto-oncogenes generan proteinas que
se expresan en diferentes momentos del ciclo y son imprescindibles para su regulacion.
Sin embargo, determinados cambios estructurales y/o funcionales en los proto-oncogenes
contribuyen a la malignizaciéon de la estirpe celular, convirtiéndolos en oncogenes.
Estos oncogenes originaran proteinas con expresion/funcién alterada que favoreceran el
crecimiento y/o la invasividad tumoral.®

Los oncogenes que sélo precisan tener mutados un alelo, para ejercer su accién
promotora y asi producir la sobreexpresién de una proteina dada se denominan oncogenes
dominantes. En cambio, los genes supresores de tumor que se alteran deben presentar
mutacién en los dos alelos, de forma que el gen no se exprese de ninguna manera (ya que,
con al menos uno de los alelos inalterado podria producir la proteina supresora normal),
se denominan oncogenes recesivos.®”

Las caracteristicas que presentan las células tumorales,% incluyen:

1. Senales de crecimiento sostenidas.

2. Insensibilidad a las senales inhibitorias del crecimiento.
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Figura 1.8: Caracteristicas de las células tumorales: Representacién esquematica de las
inestabilidades genéticas presentes en las células tumorales que les permiten la resistencia.
Fuente: http://blog.diagnostrum.com/

3. Evasion de la apoptosis.
4. Potencial de replicacién ilimitado.
5. Angiogénesis sostenida.

6. La invasion de tejidos y metdastasis.

La modulacion del metabolismo y la senalizaciéon asociada esta implicada cada vez
mas en la determinacion de la identidad de la célula durante la reprogramacion nuclear
y la oncogénesis. La transformacion del metabolismo celular precede a cambios en la
programacion metabodlica lo que se refleja en la dindmica molecular fundamental para el
reordenamiento.®” Ademds de células cancerosas, los tumores muestran otra dimensién de
complejidad: contienen un repertorio de células reclutadas, aparentemente normales, que
contribuyen a la adquisicion de los rasgos distintivos de la creacién del “microambiente
tumoral”.%% De esta manera las células deben pasar por una serie de procesos que
caracteriza la malignidad de los tumores cancerigenos.

Primero la célula posee la habilidad para sostener su proliferaciéon de manera continua.

Esto se puede lograr por diversas vias. Por ejemplo, la sefial mitogénica se inactiva por
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fosforilacion de RB, por lo tanto cuando se altera RB las células son modificadas. O,
también TGF que, a través de vias complejas de fosforilaciéon de Rb, detiene asi el ciclo
de la célula.™

La proliferacion se da, de manera mas rapida en un ambiente con condiciones limitantes,
y que de forma comtin reprimen la proliferacién celular normal.”* Por lo tanto, la seleccién

para la resistencia estd asociada con la seleccién para inestabilidad genética (Figura 1.8).7

1.1.11 Teoria monoclonal celular

Cada cancer posee caracteristicas que reflejan su origen; la mayoria deriva de una célula
anormal (origen monoclonal) iniciada en un cambio genético.”™

En el hombre ocurren 10'¢ divisiones celulares en el curso de la vida en un medio sin
mutigenos; aproximadamente suceden 10° mutaciones por gen en cada divisién celular,
a pesar de la reparaciéon del ADN. Durante la vida, un solo gen puede experimentar
mutaciones en 10! ocasiones; en medio de éstas se pueden afectar los genes involucrados
en la regulacion de la division celular perdiendo asi la restriccién normal de la proliferacion.
Se ha demostrado que es necesario que una célula sufra de 3 a 7 eventos independientes
para que suceda una transformacién neoplasica.™

Cuando se produce una alteraciéon del ADN ocurren 3 posibilidades para la célula:

1. La intervencién de los mecanismos de reparacion del dano regresan a la célula a la
normalidad.

2. La célula puede morir o, puede pasar a ser una célula iniciada en la transformacion.

3. Pese a lo anterior, la iniciacién como cambio molecular heredable no es un evento
suficiente ya que, la proliferacion de las células alteradas requiere de otro paso: la
promocién.”

Las alteraciones epigenéticas (por ejemplo, desmetilaciéon o metilacién de regiones
promotoras de genes o acetilacion de proteinas) pueden contribuir a la expresién
desregulada de las enzimas clave implicadas en el metabolismo celular. De esta manera, se
ha demostrado que la acetilacion reversible de las histonas y de proteinas no histonas
afectan el metabolismo celular. Por ejemplo, la enzima hexoquinasa (HK2), una
limitante de la velocidad de la enzima clave de la gluconeogénesis y la fructosa-1,6-
bifosfatasa (FBP1), tienen una funcién opuesta en la glucélisis, recientemente se ha
identificado epigenéticamente que se regulan por desmetilacion del promotor y metilacién,
respectivamente (Figura 1.9). El efecto de los promotores es estimular la division celular
en la region previamente expuesta donde un iniciador produjo un crecimiento pequenio a
partir de una célula mutada.”® "

Cada célula pluripotencial genera una célula hija pluripotencial y otra, destinada a
diferenciarse, que cesa su divisién. La fina homeostasia entre la produccién y la pérdida
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de células distingue a la proliferacion normal de la alterada. Unos tumores son mas lentos
que otros; por ejemplo, en el adenocarcinoma de colon el crecimiento solo supera la pérdida
en un 10%, por ello, es més lento que un linfoma de alto grado de malignidad que puede
hacerlo a un 20%.™

Dado que entre los descendientes de las células transformadas es facil identificar
subclones que difieren en el cariotipo, expresion de antigenos de membranas, velocidad
de crecimiento, capacidad de infiltracién, resistencia a antineoplasicos, etcétera, entonces
puede considerarse que los tumores son masas heterogéneas a pesar de su origen
monoclonal. La desaparicién de subclones por la accion del sistema inmune, o de otros
factores, origina una seleccion sobre los subclones y muchos de los que sobreviven logran
mejor capacidad para la invasion y la metastasis. La célula tumoral, ademés, puede
estimular el desarrollo de vasos sanguineos para los nutrientes y el Oy que necesita.™

Las células transformadas son genéticamente inestables y tienen alterados sus
mecanismos de reparacion. De esta manera, los errores acumulados generan unos u otros
fenotipos y la supervivencia de los mismos estd determinada por dichos fenotipos: por
ejemplo, si se genera un subcléon muy antigénico, serd destruido por las defensas del
huésped; por otra parte, un subclon que no precisase de factores de crecimiento para
multiplicarse, es mas probable que se perpettie.®’

Histonas
hipermetiladas
ADN de
célula
cancerosa

Histonas

acetiladas
ADN de
célula
normal

Figura 1.9: Alteraciones epigenéticas: Metilacion y acetilacién de proteinas que contribuyen a la
expresion o silenciamiento de genes.
Fuente: http://blog.diagnostrum.com/
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Células Tumorales Circulantes

2.1 Definicion

Células tumorales que se desprenden del tumor primario desde etapas iniciales de la
progresion maligna. De esta manera, las células liberadas invaden capilares viajando por
torrente sanguineo, por lo que se conocen como Células Tumorales Circulantes (CTCs). Al
adherirse a las paredes de los capilares y escapar del vaso sanguineo (extravasacion), estas
células se establecen en otro érgano diferente al del tumor primario, generando metéstasis.
Sin embargo, las CTCs, no se establecen en un lugar al azar. Stephen Paget propuso, en
1889 la teoria del suelo y la semilla, misma que sostiene, que ciertas células tumorales
(semillas) tienen afinidad para implantarse en las condiciones de un érgano en particular
(suelo), y cuando ambas condiciones se dan, se propicia la metdstasis.®!

Las CTCs pueden detectarse en la sangre de pacientes con casi todos los tipos
adenocarcinomas locales y metastasicos. Las CTCs son células epiteliales cuya liberacién
de un tumor primario o una localizacién metastasica puede ocurrir por una transiciéon
epitelial-mesenquimal. A menudo se presentan discrepancias con el tumor primario,
especialmente en relacién con la base molecular de la sensibilidad /resistencia a las terapias
dirigidas.®?

Anteriormente se creia que las CTCs eran poco frecuentes entre la poblacién de células
tumorales primarias, sin embargo se ha informado recientemente que las CTCs representan
una enorme poblacién heterogénea de células tumorales.®® Esto pudo corroborarse a través
de un estudio donde se analizaron los perfiles de células aisladas de CTCs de un mismo
paciente y mostraron una alta heterogeneidad transcripcional.®*

Al igual que las células tumorales primarias, las CTCs también expresan marcadores
epiteliales, tales como molécula de adhesion celular epitelial (EpCAM) o ciertas
citoqueratinas (CKs). Sin embargo, durante la transicién epitelial mesenquimal (EMT),
algunos CTC adquieren fenotipos alterados que pueden estar relacionados con la
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Figura 2.1: Células tumorales circulantes y diseminantes: Esquema que muestra el origen de las
céulas circulantes y diseminantes en el cancer de mama.
Fuente: Expert Review Molecular Diagnostic (2013).

agresividad tumoral.®

2.1.1 Diferenciacién

Las caracteristicas fisicas y biologicas de las CTCs permiten distinguirlas de las células
normales en sangre periférica. Debido a que la concentraciéon de CTCs en sangre periférica,
incluso en pacientes con un proceso metastasico en curso, no supera el indice de 1 CTC por
cada 10° células leucocitarias, por lo que la mayoria de los sistemas de deteccién consisten
en una fase de enriquecimiento seguida del proceso de deteccién.®¢

Existen muchos métodos para el analisis de CTCs y estan disponibles comercialmente
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pero muy pocos evalian y estandarizan lo necesario para aplicaciones clinicas. El
dispositivo CellSearch es el inico método validado por la FDA para la deteccién de cancer
de mama, de prostata y el cancer colo-rectal. Se ha utilizado en la mayoria de los estudios
que han demostrado el valor pronéstico y predictivo de las CTCs en muchas localizaciones
tumorales.®”

Generalmente, los sistemas de deteccién se categorizan en dos tipos:®®

(9 Técnicas basadas en la identificacion de dcidos nucleicos (biologia molecular).
O Separacién de las células tumorales circulantes (citometria).

Con el objetivo de obtener una mejor visiéon del valor pronéstico de las CTCs en
pacientes con cancer de mama, se realizO un meta-andlisis exhaustivo de la literatura
publicada sobre este tema, donde se incluyeron los pacientes con enfermedad temprana y
avanzada, en el cual se evalué el valor pronéstico de la condicién de CTCs (presencia vs
ausencia) en la supervivencia libre de enfermedad (DFS) y la supervivencia global (SG) en
pacientes en estadio temprano (MO0), asi como en la supervivencia libre de progresiéon (PFS
) y la SG en pacientes metastédsicos (M1).5” En conclusién, los resultados mostraron un
fuerte valor prondéstico de las CTCs en fase inicial y en los pacientes con cancer de mama
metastasico. Asi se han realizado estudios para evaluar la detecciéon de CTCs en diferentes
momentos: antes y durante la terapia sistémica, y ha servido como una herramienta para

guiar el tratamiento en pacientes con céncer.®”

2.1.2 Identificacion

Los 2 principales enfoques para la detecciéon de CTCs son ICC y RT-PCR. Una de las
ventajas de los métodos de ICC sobre los métodos de acidos nucleicos es la preservacién
de la célula durante el proceso, lo que permite la caracterizaciéon adicional de CTCs por
ICC adicional y métodos moleculares. En comparacién con ICC, RT-PCR que parece ser
més sensible.®

Los niveles de CTCs en la sangre tienen valor pronodstico en el cancer de mama precoz
y metastéasico. Las CTCs muestran diferentes grados de concordancia con los marcadores
moleculares de los tumores primarios a partir de las cuales se originan. Las células
individuales reflejan la heterogeneidad y la evolucion de las células tumorales a medida
que adquieren nuevas funciones y respuestas diferenciales a la quimioterapia. Sin embargo,
el grado de similitud también es plausible, destacan las alteraciones que permiten a las
células tumorales realizar actividades que las definen, como invasion e intravasacién.

Se realiz6 un estudio donde se evaluaron los perfiles de CTCs de cancer de mama para
identificar cambios ocultos ocurridos durante la progresion metastasica. Identificaron una
firma molecular recurrente en las CTCs, que consta de 90 regiones minimas comunes
(MCR) de ganancia. Se encuentran predominantemente en todo el cromosoma 19
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y se identificaron a frecuencias bajas (3-4%) en 787 carcinomas de mama primarios
examinados.”

2.1.3 Valor pronéstico

A pesar de los avances técnicos en la deteccion de CTCs, la importancia prondstica de las
mismas en cancer de mama sigue siendo controvertido. De hecho, el marcador tumoral
recientemente lanzado por la Sociedad Americana de Directrices de Oncologia Clinica
declaré que la medicién de las CTCs no debe utilizarse para la modificaciéon, diagndstico
o tratamiento en pacientes con cdncer de mama.”!

Algunos investigadores han demostrado que la presencia de CTCs se asocia
significativamente con una menor supervivencia en el cancer de mama (Figura 2.1).%2
Por ejemplo, el valor pronéstico de la deteccion de CTCs usando CellSearch se demostrd
en cancer de mama metastasico.”® Se han empleado otras formas de evaluar dichas células
por ejemplo, evaluando HER2 en el ADN, ARNm y proteinas.”?

Al existir evidencia de que las CTCs se pueden utilizar como una fuente de tejido para
las pruebas de sensibilidad a los farmacos, algunos investigadores han cultivado CTCs
ex vivo, y han identificado mutaciones activadoras de ESR1 en tres de las seis lineas
celulares derivadas de CTCs de pacientes con cancer de mama ER-positivos pretratados

95

con inhibidor de la aromatasa.” Estas mutaciones rara vez se observan en el cancer de

mama ER-primaria o sin tratamiento previo, pero recientemente se ha observado una
frecuencia de 15% en el cdncer de mama resistente a la hormona.?% 97

Del mismo modo, otros grupos han demostrado que las CTCs de pacientes con cancer
de mama® y con cdncer de pulmén de células pequenias (SCLC)% fueron tumorigénicas
en modelos de ratéon. Ademads, los derivados de CTCs de modelos de ratén con SCLC
demostraron patrones similares de respuesta a la quimioterapia basada en platino como

los donantes/pacientes originales.

2.1.4 Valor terapéutico

Como ya se mencion6 con anterioridad las decisiones terapéuticas en el cancer se guian
generalmente por biomarcadores moleculares. Sin embargo, como los biomarcadores o
genotipos pueden cambiar a medida que surgen nuevas metastasis, las células tumorales
(CTC) de la sangre se investigan para entender su papel en la orientacién de la seleccién
de medicamentos en tiempo real en circulacién durante la progresién de la enfermedad®
(Figura 2.2). Sin embargo, la informacién es limitada con respecto a la heterogeneidad
mutacional entre CTCs y metastasis en el cancer de mama .
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Diseminacion
hematégena

Neoplasia Metastasis

Figura 2.2: Historia natural del cAncer de mama. La imagen muestra la evolucién natural del cancer
metastasico de mama, que en su estadio incipiente se encuentra localizado en la mama, sin embargo desde
ésta etapa se produce la diseminaciéon hematdgena de células tumorales que pueden tomar dos caminos
, A) Células tumorales diseminantes (DTCs) las cuales se alojan en la médula 6sea y posteriormente se
reproducen y diseminan a otros tejidos causando metéstasis, B) Células Tumorales Circulantes que se
desprenden del tumor primario y originan metdstasis de forma directa, C) Metdstasis es el resultado de
la implantacién de las DTCs o CTCs en el parénquima de un tejido especifico.®!
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Células tumorales diseminantes

Ademas de las células tumorales circulantes, las células tumorales diseminantes (DTCs)
en la médula 6sea (BM) pueden ser consideradas una “biopsia liquida” para obtener
informacion ttil y dirigir terapias personalizadas para las pacientes. Por otra parte, la
caracterizacion molecular de las DTCs puede proporcionar informaciéon importante sobre
la biologia de la metastasis del cancer. La médula 6sea es un sitio frecuente de metastasis
en cancer de mama, de prostata y cancer de pulmén, y podria representar un sitio de
alojamiento para DTCs derivadas de diversos tipos de tumores epiteliales.

En los tltimos anos los métodos inmunocitolégicos y moleculares altamente sensibles
y especificos permiten la deteccién de las DTCs en médula 6sea de pacientes con cancer
a nivel de una sola célula, es decir, antes de la apariciéon de metastasis. Esta informacién
podria ser util para evaluar el prondstico individual y ademas permitiria estratificar a
los pacientes en riesgo de terapias de adyuvancia sistémica contra el cancer. Aunque
la mayoria de los datos sobre el valor pronodstico de las DTCs se encuentran disponibles
para el cancer de mama, varios estudios donde se incluyeron pacientes con cancer de colon,
pulmoén, préstata, eséfago, estémago, pancreas, ovario y carcinomas de cabeza y cuello han
permitido documentar una asociacién entre la presencia de DTCs en la cirugia primaria y
posterior recaida metastasica. La mayoria de las DTCs se encuentran en un estado latente

(es decir, no proliferativa) y con frecuencia expresan HER2.1%

3.0.5 Valor pronéstico

Las DTCs detectadas en la médula 6sea son un factor pronéstico independiente para
las mujeres con céncer de mama (Figura 3.1). La secuenciacién de células individuales
ha abierto la posibilidad de diseccionar el contenido genético de subclonas de un tumor
primario asi como de las DTCs. Estudios anteriores donde se han estudiado los cambios
genéticos en las DTCs han empleado una sola célula matriz de hibridacion gendémica
comparativa que ofrece informacién sobre las aberraciones mas grandes. Hasta la fecha,
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la secuenciacion de ultima generacion ofrece la posibilidad de descubrir nuevos y mas
pequenos cambios genéticos neutros y copiarlos. En un estudio se realiz6 la amplificacién
de todo el genoma y posteriormente, a través de secuenciacion de tltima generacién para
analizar dichas células de dos pacientes con cancer de mama, se compararon los perfiles de
numero de copias de las DTCs y del tumor primario correspondiente generadas a partir
de la secuenciacion y datos de hibridacién genémica comparada mediante SNPs. Mientras
que, un tumor reveld en su mayoria, las pérdidas y ganancias de todo el brazo, el otro tuvo
alteraciones mas complejas. Se observaron las mismas caracteristicas en el tumor primario
que las correspondientes DTCs. Ambos tumores primarios mostraron amplificaciéon del
cromosoma 1q y delecién de regiones del cromosoma 16q, que fue recapturado en las DTC
correspondientes. Curiosamente, también se observaron diferencias claras, lo que indica
que las DTCs se sometieron a una mayor evolucién en el nivel de niimero de copias. Los
andlisis permitieron comprender la difusion de células tumorales y mostraron la evolucién

del nimero de copias en DTCs en comparacién con los tumores primarios.'%!

3.0.6 Valor diagnéstico

Atn no existen suficientes estudios enfocados al diagnéstico de cancer de mama, empleando
DTCs, sin embargo, la evidencia de las células diseminantes persistentes en la médula
6sea de pacientes con carcinoma de mama indica un aumento en el riesgo de recurrencia
posterior. !0

Un estudio encontrd correlacién positiva entre la expresion del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) y el fenotipo mas agresivo de DTC. Esto ha llevado a
la adopcién generalizada de la terapéutica anti-VEGF en la configuraciéon de ensayos

preclinicos y clinicos.'%3

3.0.7 Valor terapéutico

El analisis de células individuales de las CTCs puede revelar que la heterogeneidad
genotipica puede cambiar con el tiempo, y mostrar discordancia mutacional relacionada
con DTCs y metéstasis a distancia. Un grupo de investigadores presentaron un caso que
sugiere que las CTCs no siempre reflejan el espectro de mutaciones en la enfermedad
metastasica, o que las células mutantes en la circulacién pueden ser susceptibles de la
administraciéon de la terapia sistémica. Asi, se ha postulado que la médula dsea al ser un
sitio mas privilegiado y quizas quimio-refractario que el torrente sanguineo, permite que
el andlisis de las CTCs y DTCs puedan proporcionar informacion clinica independiente
potencialmente relevante para las decisiones de tratamiento.!%*
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Etapa Diagndstico y Radioterapia
subclinica Tratamiento Quimioterapia
Quirdrgico

\

Valor \ Respuesta Valor
Diagnéstico \ Terapéutica Prondstico
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Figura 3.1: Curso temporal de las células tumorales circulantes y valor clinico. La imagen
muestra la evolucién natural de las CTCs desde los estadios tempranos del cancer de mama hasta los
estadios tardios. En los paises en vias de desarrollo el diagnéstico del cancer de mama se realiza en
estadios 2 y 3, los cuales se caracterizan por una alta concentracion tanto de células tumorales circulantes
como de células tumorales diseminantes.®!
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Marcadores Moleculares

4.1 CK-17

Las citoqueratinas son proteinas que forman parte del grupo de los filamentos intermedios
con funcién en la integridad estructural de las células epiteliales que revisten las superficies.
Las citoqueratinas (CK) 5/6 y 17, son marcadores mioepiteliales, pero se expresan en
una proporcién igual o mayor en carcinomas de mama. Estudios de expresion génica han
demostrado que los tumores basal/like (BLBC)se asocian con la expresién de citoqueratinas
de tipo basal. Si bien, los patrones fenotipicos de expresion de citoqueratina basal en BLBC
no se han estudiado ampliamente, un grupo de investigadores analiz6 una serie de 995
tumores de mama invasivos bien caracterizados, para cuatro citoqueratinas basales (CK5,
CK5/6, CK14 y CK17). Como resultado, tal como se define BLBC por la negatividad
para ER y HER2, mostraron positividad variable para expresion de citoqueratinas basales:
61,7% CK5, el 50.5% CK5/6, el 24,2% y el 23% para CK14 y CK17, respectivamente. Se
identificaron cuatro grupos con diferentes patrones de expresion de citoqueratina basal: (1)
la negatividad para todas las citoqueratinas basales, (2) CK5 (+) / CK17 (-), (3) CK5 (-) /
CK17 (+) vy (4) CK5 (+) / CK17 (+). Estos patrones de expresion de citoqueratina basal
se han asociado con diferencias en la evolucion del paciente, los grupos 1 y 3 mostraron
mejores resultados que el grupo 4 v 2, el grupo 2 que fue el de peor prondstico.'%
Previamente se determind la incidencia de la expresion basal de citoqueratinas CK5/6
y CK17 en las muestras ensayadas de los canceres de mama ductal invasivo, asi como para
probar la presencia de una correlacion de la expresion tumoral de citoqueratinas y factores
prondésticos basales clinicopatoldgicos, empleando inmunohistoquimica (IHC). EL 22% y
30% fueron positivas para CK5/6 y CK17, respectivamente, y mostraron relacion inversa
significativa con los receptores de estrégenos, progesterona y HER2.16
Estudios recientes han demostrado que el BRCA1 funcional reprime la expresion de

citoqueratinas 5 y 17, y p-cadherina (CDH3). Los ensayos en Chip demuestran que el
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BRCAT1 recluta a los promotores de KRT5, KRT17 y CDH3.1%7

Las caracteristicas morfolégicas asociadas con la estructura BLBC muestran un patron
de crecimiento difuso, grandes areas de cicatrizacion sin células en el tumor, necrosis
geografica empujando el margen de invasion, infiltrado linfocitario en diversos grados
en el estroma del tumor, las células tumorales sincitiales sin limites claros, células
tumorales mostrando la cromatina vesicular clara y nucléolo asi como el recuento mitotico
marcadamente elevado.!"

4.2 MAM-«

La mamaglobina humana es un miembro de la familia de proteinas uteroglobina que
recientemente se ha demostrado es un marcador especifico de cancer de mama. Mientras
que los niveles bajos se pueden detectar en el tejido normal de mama, la expresién se
incrementa dramaticamente en este tipo de cancer. La deteccién en sangre y fluidos
corporales también se correlaciona con la metastasis del cancer, y sus niveles con el
pronéstico. Al ser secretada facilmente a partir de los tumores de mama y provocar la
produccion de autoanticuerpos detectables en el suero de pacientes con cancer de mama,
promete ser un marcador molecular util para la deteccién precoz del cancer de mama,
especialmente en individuos de alto riesgo.'® La mamaglobina también se ha utilizado
para la focalizaciéon inmunoterapéutica de las células de cdncer de mama. Sin embargo,
existen algunas controversias en cuanto a su eficacia diagnéstica y el valor prondstico.'?

Por medio de Northern blot y RT-PCR se ha demostrado que la expresion de
mamaglobina se limita a la glandula mamaria y que su mRNA es altamente detectable
en lineas celulares de tumores de mama humanos y tumores primarios de mama en

UL Se ha observado, ademés, que su

comparacion con tejidos de mama no malignos.
expresion no aumenta la tasa de crecimiento de lineas celulares, lo que indica que no es
probable que participen en la divisién celular.''?

Por otra parte, el nticleo hidréfobo es capaz de unirse a moléculas similares a
los esteroides, lo que sugiere la existencia de un transporte o la activacion de la
funcién hormonal.!'® El analisis de mas de 300 tumores revel6 que MAM-a se expresa
simultdneamente con lipofilina.!*

De acuerdo al conjunto de marcadores moleculares empleados, la utilidad de
mamaglobina como marcador puede aumentar, como se demostré en un estudio donde
se prob6 con el CEA y CA-15.3 simultaneamente, y su sensibilidad se incrementé de
54% a aproximadamente 90%, lo que sugiere la eficiencia de mRNA de mamaglobina en
complemento con dichos marcadores.'?

Se ha demostrado que mamaglobina junto con survivina y la telomerasa humana
transcriptasa (hnTERT) se correlaciona con afectacién ganglionar linfitica.!

Otros grupos de investigadores realizaron pruebas paralelas de los marcadores CEA,
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CK-19, HER-2, MAM-«, MAGEA3 (familia antigeno de melanoma A, 3), homdlogo
TWIST 1 (Drosophila)] (TWIST-1) y sintasa hidroximetilbilano (bancos de leche materna
) y observaron un aumento de la sensibilidad para la deteccion de CTCs con mayores tasas
de deteccién que se encuentran en los casos con metéstasis.'!” Se han encontrado también
correlaciones de MAM-a con Ki67, en el estado del RE y otros factores clinico-patolégicos
para aumentar la deteccién y la eficiencia del diagnéstico.!!8 119

También se ha detectado asociaciéon entre la expresion de MAM-a con los subtipos
moleculares de carcinoma de mama tipo basal (BLC) y carcinoma triple negativo
sin clasificar (UTNC). Estos mismos marcadores pueden ser ttiles en la deteccién de
recurrencias y metastasis distantes de tumores de mama, incluyendo la detecciéon en liquido
pleura11207122

Del mismo modo, una combinacion de marcadores, que incluia mamaglobina, donde la
deteccién se realiz6 por inmunohistoquimica (IHC) aument6 la sensibilidad y especificidad
en la distinciéon entre las metdstasis cutdneas de carcinomas de mama (CMBCs) y
carcinomas de las gldndulas sudoriparas (sGCs).'

Ademas se empled este gen para la elaboracién de una vacuna para cancer de mama.
Se realizé la fase I del ensayo clinico de una vacuna MAM-A de ADN para evaluar su
eficacia y seguridad bioldgica, donde catorce personas fueron tratados con la MAM-A de
ADN y no se observaron efectos adversos significativos. Se observd, ademas que la vacuna
MAM-A de ADN es segura y capaz de provocar respuesta de células CDS8 especificas.
Sin embargo, atn se requieren estudios adicionales para definir el potencial de la vacuna

MAM-A de ADN para la prevencién y/o tratamiento del cancer de mama.?!

4.3 HER-2

El receptor de la familia del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) estd compuesta por
cuatro receptores diferentes: EGFR (ErbB1/HER-1), ErbB2 (HER-2/neu), ErbB3 (HER-
3) v ErbB4 (HER-4).!% Estos receptores de membrana tienen un dominio intracelular
con actividad tirosina cinasa. Después de la unién de sus ligandos, los receptores ErbB se
activan mediante dimerizacion que puede ocurrir entre receptores idénticos o diferentes, en
un proceso llamado homo y hetero-dimerizacion, respectivamente. Tras la dimerizacion,
multiples residuos de tirosina situados en los receptores de membrana se fosforilan, y
conducen a la activacién de las vias de senalizacion.'?0

La activacion del EGFR se ha relacionado con la regulaciéon de los procesos clave
implicados en el crecimiento tumoral, la proliferacion, la diferenciacién, la adhesién,
la motilidad y la migraciéon. Los sustratos intracelulares multiples participan en las
vias esenciales tales como Ras, Raf, Proteina cinasa activadora de mitégeno (MAPK)
y PI3K/AKT!?7

Para entender el papel de HER-2 en el cancer de mama, es importante destacar que
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este es un receptor-ligando libre. HER-2 siempre estd presente en una configuracién activa
y preparado para dimerizar con cualquier otro miembro de la familia. En las células de
cancer de mama, HER-2 y EGFR estan frecuentemente sobre-expresados y confieren un
comportamiento agresivo del tumor y, en consecuencia, el aumento de la mortalidad en
esta poblacién. Se han reportado variaciones alélicas en las posiciones de aminoacidos
654 y 655 de la isoforma a (posiciones 624 y 625 de la isoforma b), en el alelo més
comun, Ile654/11e655. La amplificacién y/o la sobreexpresién de este gen se ha descrito
en numerosos tipos de cancer, incluyendo cancer de mama y en tumores de ovario. Lo
anterior es resultado de splicing alternativo y genera variantes adicionales de transcripcion,
algunos de codificacién para diferentes isoformas y otros que no se han caracterizado
completamente.!?

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea, y dentro del subtipo positivo
HER-2 estd altamente ejemplificado por la presencia de heterogeneidad fenotipica y clinica
sustancial, principalmente relacionados con la expresién del receptor hormonal (HR). La
positividad de HER-2 se asocia cominmente con un fenotipo tumoral mas agresivo y la
disminucién de la supervivencia global y, por otra parte, con un beneficio reducido de
tratamiento endocrino. Los estudios preclinicos corroboran el papel desempenado por
crosstalks funcionales entre HER-2 y el receptor de estrégenos (ER) y la senalizaciéon
de la resistencia endocrina y, mas recientemente la activacion de la senalizaciéon de ER
se perfila como un posible mecanismo de resistencia a agentes de bloqueo a HER-2.
De hecho, la heterogeneidad de HER-2 en cancer de mama ha sugerido la base de la
variabilidad en la respuesta no sélo a los tratamientos endocrinos, sino también para
agentes de bloqueo HER-2. Entre los tumores HER-2 positivos, la expresiéon de HR
define subtipos distintos, con comportamiento clinico diferente y diferente sensibilidad
a los agentes quimioterapéuticos.?”

De acuerdo a un estudio realizado, la sobreexpresion del Factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), resulta en aumento de la fosforilacién de ER, incluso en ausencia de
su ligando natural, lo anterior se ha asociado con la resistencia a tamoxifeno in vitro.'3% 13!

Un grupo de investigadores, por otra parte, observd que al incluir un tratamiento
endocrino se generaba sensibilidad del tumor cuando existia sobreexpresion de HER-2 en
modelos de xenoinjertos.!3% 132
En los tltimos anos, varios ensayos clinicos se han centrado en la asociacion de vias de

bloqueo y expresién de EGFR/HER-2 y HR en pacientes con cdncer de mama.'?3
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Tabla 4.1: Genes de diagnoéstico molecular empleados para identificar a los sujetos de estudio
positivos a cancer de mama en etapa subclinica.

NM_000422.2 NM_002411.3 NM_004448.2 NM_001005862.1

1574 bp 1943 bp 4624 bp

Nota: Estos genes ya han sido analizados en poblaciones de CTCs aisladas de pacientes
con cancer de mama.

2015 38



Capitulo

Preferencia metastasica

Las dos principales causas de muerte por cancer son las metéastasis y el tromboembolismo
venoso (TEV).!13 Sin embargo, incluso mediante las tecnologias de imdgenes de alta
resolucion disponibles en la actualidad, la micrometastasis es dificil de detectar. Asi,
en los ultimos anos se ha trabajado mucho en la deteccién y caracterizacion de DTCs
y las CTCs. A través de un andlisis de 4,703 pacientes, se reporté que la presencia de
DTCs en pacientes con cancer de mama es un predictor independiente de mal prondstico.
Sin embargo, el muestreo de la médula 6sea es un procedimiento que no es aceptado
facilmente en el manejo del cancer de mama, debido a su poder invasivo. Asi, el esfuerzo
se ha desplazado a la detecciéon de CTCs en sangre periférica.'3

Algunas propiedades que son ventajosas para los tumores primarios también
facilitan incidentalmente el proceso de metastasis. Los tumores requieren de una alta
vascularizaciéon, pero esto también aumenta las oportunidades para que las células
dejen el tumor y viajen por el torrente circulatorio a todo el cuerpo. Los tumores
primarios necesitan ser invasivos para asi proporcionar espacio para el crecimiento, pero
la disminucion de la adhesién celular y el aumento de capacidad de alterar los tejidos
también ayudan en la implantacion de las células metastasicas. Por otra parte, existen
funciones que no son importantes para los tumores primarios, pero son necesarias para
permitir que una célula tumoral recién implantada establezca una colonia en un tejido
distante. Mientras que las CTCs se han implicado en la metastasis, nuevas evidencias
han revelado que los agregados de CTCs pudiesen ser un modo de metastasis.'*® Ademds,
existe evidencia de que la agregacion homotipica CTCs se producen en sitios de unién
endotelial .37

Las caracteristicas moleculares para que las CTCs conformen metastasis de forma
especifica radica en el fenotipo del proteoma expresado (Figura 5.1) y de hecho también
la preferencia que los tumores tienen para ciertos 6rganos especificos, por ejemplo: los
carcinomas de mama tienen como preferencias metastésica al hueso, pulmén y cerebro.?®

La identidad y la hora de inicio de los cambios que dotan a las células tumorales con
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Metastasis
Osea

Figura 5.1: Sitios de preferencias metastasicas del cancer de mama: La preferencia metastasica
esta dada por el patrén de expresién proteico, el cual le permite a la célula displasica sobrevivir, invadir
y desarrollarse en el parénquima de preferencia.

estas funciones metastasicas son en gran parte desconocidos y son un tema de debate.

Se cree que la inestabilidad gendémica produce heterogeneidad celular a gran escala
dentro de las poblaciones tumorales, de las cuales surgen variantes celulares raras con
capacidad invasiva y metastasica aumentada lo que permite que evolucionen mediante un
proceso de selecciéon darwiniana.!?”

En trabajos sobre metastasis experimental realizadas con lineas celulares de origen
tumoral se ha demostrado que su inyeccién induce enriquecimiento en el fenotipo

140 pero recientemente se ha demostrado que la expresién de genes en variantes

metastasico,
celulares raras que median la metéstasis de forma especifica es irrelevante.'*!

Mediante perfiles transcriptéomicos de carcinomas primarios humanos se han
identificado patrones de expresion de genes que, cuando estan presentes en la poblacién
tumoral primaria, predicen un mal prondstico para los pacientes. La existencia de estas
firmas se han interpretado en el sentido de que las lesiones genéticas adquiridas a principios
de la oncogénesis son suficientes para el proceso metastasico. Sin embargo, no esta claro si
la expresion de estos genes predicen la recurrencia metastasica y si también son mediadores
funcionales.'*?

La metastasis depende de una serie de factores como: intravasacion tumor celular,
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supervivencia en circulacién, extravasacion en un organo distante, angiogénesis y
crecimiento sin inhibiciones.'*?

Antes del ano 2000, los mecanismos subyacentes a la invasion y metastasis en gran
medida fueron un enigma. FEstaba claro que siendo carcinomas derivados de tejidos
epiteliales progresaron a grados mas altos de patologia y malignidad, lo cual se refleja
en la capacidad de invasion local y metastastasica, las células de cancer tipicamente se
han asociado con el desarrollo de alteraciones en su forma, asi como en su unién a otras
células y a la matriz extracelular (ECM). La alteracién molecular mejor caracterizada en
las células de cancer de mama, es la pérdida en la expresién de E-caderina, una molécula
clave en la adhesion celular. La E-Caderina conforma las uniones adherentes con células
epiteliales adyacentes, y ayuda a ensamblar laminas de células epiteliales y a mantener la
quiescencia de las células dentro de estas laminas. El aumento de expresion de E-cadherina
se considera como un antagonista de la invasién y metastasis, mientras que no se conoce,
si la reduccién de su expresiéon participa como potenciador de estos fenotipos.!#4 145

Por otro lado, la evidencia surgida recientemente indica que las células pueden difundir
de manera temprana, dispersandose a partir de lesiones premalignas no invasivas tanto en
ratones como en seres humanos.'“® Ademds, las micrometéstasis pueden ser generadas a
partir de tumores primarios que no son invasivos, pero poseen una neovasculatura carente
de integridad en el lumen.'*”

En trabajos realizados con macréfagos de la periferia del tumor, se demostré que
pueden fomentar la invasién local, mediante el suministro de enzimas que degradan la
matriz extracelular tales como: metaloproteinasas y proteasas de cistefna-catepsinas.'4®

La degradacion proteolitica de la matriz extracelular es una actividad crucial presente
en las células invasoras. La participacion de las enzimas de degradacion de la matriz
extracelular que se encuentran asociadas al proceso de invasion no se limita a la escision
de proteinas, ya que también implica la degradacion de los glicosaminoglicanos. Para salir
del lecho tumoral en el epitelio, las células cancerosas necesitan penetrar la membrana
basal, para ello utilizan a las MMPs que degradan el colageno de tipo IV y otros elementos
de esta matriz. La expresién de las proteinasas que participan en invasion es sensible a
multiples senales. La interaccion con inhibidores naturales, tales como inhibidores tisulares
de las metaloproteinasas (TIMP) y activador del plasminégeno, son otro nivel en el que se
regulan las actividades de proteinasa. Estos inhibidores son regulados por el cambio de una
forma inactiva a una forma activa. Muchas proteinasas que participan en la invasion son
secretadas por las células del estroma y encuentran su receptor en las células cancerosas,
por ejemplo “Estromelisina-3” (MMP-11) en el cancer de mama.

La focalizacién de los invadopodios es otra manera de regular la actividad metastasica
de las células cancerigenas. Sin embargo, no existe evidencia de que las MMPs puedan
favorecer su supervivencia en el entorno estromal.!#% 159

Las quimiocinas son citocinas quimiotacticas que controlan la migracion celular entre

2015 41



Preferencia metastasica “CaMa” Morén-Mendoza Esmeralda

los tejidos, asi como el posicionamiento y las interacciones de las células dentro del
parénquima. Las quimiocinas conforman una superfamilia de aproximadamente 50
ligandos endégenos. Las quimiocinas median la respuesta del huésped al cancer dirigiendo
el trafico de leucocitos en el microambiente tumoral. Esta respuesta migratoria es compleja
y consta de diversos subconjuntos de leucocitos. Aunque las quimiocinas se identificaron
inicialmente como mediadores importantes de la migracion de células inmunes, en la
actualidad sabemos que también juegan un papel importante en la progresiéon tumoral.
Las quimiocinas pueden modular directamente el crecimiento de tumores mediante la
induccion de la proliferacion de células cancerosas y la prevencion de la apoptosis. Las
quimiocinas también pueden modular indirectamente el crecimiento del tumor a través de
sus efectos sobre las células estromales del tumor y mediante la induccién de la liberacién
de factores de crecimiento y factores angiogénicos a partir de células en el microambiente
tumoral'® (Figura 5.2)

Microambiente tumoral Ceélulas inmunitarias

74

Metastasis

Crecimiento
tumoral

% Angiogénesis
? CXCLS8

CCL20 |nflamacion

Figura 5.2: Quimiocinas y Metastasis: Representacién esquematica de los eventos fisiopatoldgicos
inducidos por citocinas durante el procesos de metéstasis.

TFF1 (trefoil factor 1), es un gen regulado por estrogenos y es un marcador de la
regulacion de genes de estrogenos por estrogenos ambientales. También se regula por otros
factores tales como: la hormona de crecimiento (hGH), el factor de crecimiento similar
a la insulina 1 (IGF-1), factor de crecimiento epidérmico (EGF) y diversos estimulos
oncogénicos. Este gen codifica para proteinas secretadas y presentes en el suero, ademas
poseen el potencial de actuar como factores de crecimiento que promueven la supervivencia
celular, el crecimiento y la motilidad de anclaje independiente. La evidencia muestra un
papel fundamental de estas proteinas en la transformacién oncogénica, el crecimiento y la
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extensién metastasica de los tumores sélidos.'??

La aparicion de cancer a menudo se asocia con una disfuncién en una de las tres
centrales de involucién de la membrana (procesos de autofagia, endocitosis o la citocinesis).
Curiosamente, las tres vias se regulan por el mismo médulo de sealizacién central: la clase
IIT fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K-III) y su producto catalitico, el fosfatidilinositol,
fosfatidil inositol 3 fosfato (PtdIns3P). La actividad de la subunidad catalitica del complejo
PI3K-III, la Vps34 lipido-quinasa, requiere la presencia del factor de VPS15 membrana
de focalizacion, as1 como la proteina adaptadora Beclin, ademas de una lista creciente
de proteinas reguladoras asociadas con Vps34 a través Beclin 1. Estos factores definen
composiciones de subunidades distintas y con ello orientan el complejo PISK-III a sus
diferentes funciones celulares y fisiologicas.!
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Justificacion

En México se realizan en promedio 1,000,000 hemotransfusiones al ano, en las que se
utilizan paquetes globulares etiquetados como sangre microbiolégicamente segura, es
decir, que han resultado negativos a las pruebas de determinaciéon de: virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), virus de la hepatitis B y C, (HBV y HCV), sifilis, virus
del dengue (dengue-1, dengue-2, dengue-3)y dengue-4), Citomegalovirus (CMV), virus
del papiloma humano (VPH), Trypanosoma cruzi (Chagas), Brucella abortus (Brucelosis),
Plasmodium falciparum, knowlesi, vivax e yoelli (Malaria o paludismo), recalcando sangre
microbiolégicamente segura de acorde a la norma oficial mexicana actual, sin embargo,
existen elementos celulares circulantes que no son tomados en cuenta en la evaluacién
de la bioseguridad de dichos paquetes globulares, tal es el caso de las células tumorales
circulantes, que podrian ser transfundidas inconscientemente a pacientes que por diversos
motivos tienen la necesidad de hemoterapia, sin que el personal de banco de sangre, el
médico tratante y el mismo paciente sospechen del riesgo que esto conlleva, tal es el caso
de las células tumorales circulantes de cancer de mama, que se encuentran en circulacién
periférica desde periodos subclinicos de la enfermedad, esto es particularmente grave si se
trata de mujeres que son catalogadas como clinicamente sanas y aptas para la donacién
de sangre, debido a que a las unidades de paquete globular que son transfundidas se les
realizan pruebas cruzadas de compatibilidad, se aumenta la posibilidad de que las células
tumorales tengan un ambiente propicio para su implante y proliferacién en las pacientes
receptoras. Existen reportes en los que se han detectado pacientes con cancer metastasico
de mama en los que no se puede determinar el origen primario del tumor en la mama de
la paciente, en la actualidad dichos estudios de patologia se consideran como errores de
diagnostico histopatologico, sin embargo las pacientes evolucionan a estadios terminales y
mueren sin saber porque tienen metastasis de cancer de mama si no tienen tumor primario,
existe la posibilidad de que el tumor primario provenga de otra paciente que le haya
donado sangre cuando se encontraba en etapa subclinica, en apoyo a esta aseveracion,
en el Hospital Regional “1° de Octubre” durante el ano 2010 se realizaron estudios de
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tamizaje en 1833 mujeres clinicamente sanas encontrandose un 6.5% de derechohabientes
positivas para cancer de mama, lo que nos hace suponer que en la poblacion abierta que se
recibe como donandoras de sangre, el porcentaje de mujeres positivas a células tumorales
circulantes podria ser mucho mayor, por lo tanto es imperativo contar con un sistema de
deteccion temprano de células tumorales circulantes, que permita realizar el diagndstico
temprano del cancer de mama y que determine las preferencias metastasicas del tumor
primaro, con la finalidad de establecer una terapéutica curativa, cuando la paciente se
encuantra en etapa subclinica.
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Objetivos

7.1 Objetivo General

Establecer el estudio molecular de PCR en tiempo real como un método diagndstico y de

preferencias metastasicas de cancer de mama en mujeres clinicamente sanas.

7.2 Objetivos Particulares

1.

Determinar la frecuencia de mujeres clinicamente sanas que son positivas a
Citoqueratina 17 (CK-17).

. Determinar la frecuencia de mujeres clinicamente sanas que son positivas a

Mamaglobina a.

. Determinar la frecuencia de mujeres clinicamente sanas que son positivas a HER2.

. Determinar el perfil transcripconal de las muestras positivas para CK-17,

Mamaglobina o y HER2.

. Determinar el patrén transcripcional caracteristico de preferencia metastasica de las

células tumorales circulantes de cancer de mama.

. Determinar si las CTCs expresan el receptor de alta afinidad para la neurotensina

que pueda ser utilizado como via de terapia génica del cancer de mama.
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Hipotesis

8.1 Conjunto de Hipdtesis

8.1.1 Hipobtesis 1

Las transfusiones de paquete globular que se realizan bajo las normas oficiales en todo el
mundo, tienen el riesgo de la transferencia de células tumorales circulantes de mama.

8.1.2 Hipobtesis 2

Las células tumorales circulantes conservan un patron transcripcional tejido especifico que
permite identificar el tipo de cancer de mama aunque este se encuentre en etapa subclinica.

8.1.3 Hipobtesis 3

El patrén de expresion de ARN mensajeros presentes en las células tumorales circulantes
de cancer de mama permiten conocer las preferencias metastasicas del tumor primario.
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Metodologia

9.1 Tipo de estudio

Mediante un estudio prospectivo transversal se evaluarda la expresion génica y de
marcadores celulares en mujeres clinicamente sanas de una sola cohorte.

9.2 Seleccion de la muestra

Se realizara un muestreo en un solo bloque integrado por muestras de mujeres donadoras
de sangre

9.3 Tamano de la muestra

En base a la frecuencia de diagnostico de cancer de mama en las campanas de tamizaje,
en las que se encontrd un 6.5 % de pacientes con iméagenes radiol6gicas, mastograficas o
tomograficas positivas, se calculé una muestra de 1500 mujeres donantes de sangre para
integrar el estudio.

9.4 Pacientes

Se estudiaran en total de 1500 muestras sanguineas de mujeres catalogadas como aptas
para donacion y que realicen dicha donaciéon en el Banco de sangre del Hospital Regional
“1° de Octubre” durante el periodo comprendido entre el 1° de Abril de 2013 al 30 de
Septiembre de 2014 o hasta completar el total de la muestra.
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9.5 Criterios de selecciéon de pacientes
1. Se incluyeron mujeres que acudieron a donar sangre al banco de sangre del Hospital
Regional “1° de Octubre”.
2. Mujeres que fueron catalogadas como personas aptas para la donacién de sangre.

3. Mujeres que donaron sangre en el Hospital Regional “1° de Octubre” durante el
periodo de Abril de 2013 a Septiembre de 2014 o hasta completar 1500 muestras.

4. Mujeres que firmaron el consentimiento informado.

9.5.1 Criterios de inclusién para la muestra de sangre

Se incluyeron en el protocolo aquellas muestras que fueron recolectadas y procesadas hasta
la obtencién de la fraccién leucocitaria y preservadas en TRIzol hasta 24 hrs posteriores
a la donacién de sangre.

9.5.2 Ciriterios de exclusiéon para la muestra de sangre

Se excluyeron del protocolo a aquellas muestras que presenten degradacion del material
genético o contaminaciéon con otros componentes moleculares.

9.5.3 Ceriterios de eliminacién para la muestra de sangre

Se eliminaron las muestras de las donadoras que expresaréon su deseo de “NO” seguir
participando en el proyecto de investigacion.

9.6 Controles positivos

Las muestras positivas a los marcadores de estudio se obtuvieron de pacientes
diagnosticadas recientemente con cancer de mama a través de estudio de biopsia. De
la biopsia se obtuvo el tejido tumoral y tejido normal adyacente, ademéas de una muestra
de sangre de la paciente.

9.7 Obtencién de la muestra sanguinea

A todas las posibles donadoras se les informé del desarrollo del proyecto de investigacién
“Identificacion de células tumorales circulantes de cancer de mama en mujeres clinicamente
sanas que acuden a donar sangre” a las mujeres que asistieron al banco de sangre del
Hospital Regional “1° de octubre” del ISSSTE, para donar sangre para un familiar
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internado o con fines altruistas. Asi mismo, se solicité su participacién mediante la
donacion del concentrado leucocitario obtenido por el fraccionamiento de la sangre total,
autorizando su uso al firmar la carta de consentimiento informado.

Se entregd una copia de la carta de consentimieno informado a la donadora el cual
contenia el niimero de folio con el que se registro la muestra. A cada una de las muestras
se les asigné un ntmero de control interno, para asegurar la confidencialidad de los datos
de las donantes.

9.7.1 Flebotomia

De acuerdo a la NOM-253-SSA1-2012, antes de proceder a la extraccion de la muestra
se verificaron los siguientes puntos.

e Que los datos del donante coincidieran con los obtenidos en los documentos utilizados
para el proceso de donacién.

e Que los datos de identificacion de la bolsa o de los equipos colectores, asi como
los datos de los tubos para muestras y los registrados en los documentos fueran
coincidentes.

e Que las bolsas y equipos colectores se encontraran dentro de su periodo de vigencia,
que no tuvieran dano fisico (roturas, cambios en su coloracién, deterioro o evidencias
de contaminacion.)

La extraccion se realizé empleando métodos asépticos, en sistemas cerrados, evitando
la entrada de aire para conservar la esterilidad. Toda punciéon para colectar unidades de
sangre o componentes sanguineos se hizo conforme a lo siguiente lineamientos:

e Se realizo en areas cutaneas carentes de lesiones
e Se utilizaron técnicas asépticas
o Se utilizaron técnicas antisépticas validadas, permitiendo que el o los antisépticos

empleados ejerzan su accién después de la aplicacion.

El anticoagulante y en su caso, las soluciones aditivas estuvieron en proporcion al
volumen de sangre o componentes sanguineos que se extrajeron.

Para la toma de muestras sanguineas destinadas a la realizacién de las determinaciones
analiticas y con el fin de asegurase que corresponden a la unidad de sangre o componentes
sanguineos colectados, se empled cualquiera de las metodologias siguientes:

« Se emplearon bolsas o equipos de colecta que permiten la toma de las muestras antes
de que se inicie el proceso de llenado de la unidad de que se trataba
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e Tras la extraccién de las unidades, después de seccionado el tubo colector primario
y sin retirar la aguja de la vena, se llenaron los tubos para las muestras, mediante
el drenaje de la sangre a través del tubo colector.

El personal que realizé la extraccién registro en el expediente del donante, las
actividades realizadas y en su caso, las reacciones adversas, soluciones empleadas y los
medicamentos prescritos.

Para la extraccién de unidades de sangre total, se observaron las siguientes disposiciones
oficiales:

« En toda extraccion de sangre total se utilizaron bolsas con dos o mas bolsas satélites
a fin de posibilitar la obtencién de mas componentes sanguineos.

e En caso de puncion fallida, no se intenté otra punciéon con el mismo equipo de
recoleccion. En ocasiones se efectué un segundo intento utilizando un equipo
nuevo, procedimiento que autorizé el donante siempre y cuando no se excedieran
los voliimenes a extraer.

e Durante el llenado de una unidad de sangre, se mantuvo agitaciéon constante para
favorecer la mezcla con el anticoagulante de la bolsa.

El volumen méaximo de sangre extraido en cada ocasion, fue de 450 + 10%, cuidando
de no exceder los 10.5 mL/Kg de peso corporal del donante o del 13% de su volumen
sanguineo calculado.

En las bolsas contenedoras mas empleadas, la cantidad de soluciéon anticoagulante y
preservadora esté calculada para obtener 450 mL =+ 10%. Cuando por razones técnicas no
se obtuvo un minimo de 405 mL, se procedié a:

e Si el volumen de sangre obtenido fue entre 300 y 404 mL, sélo se preparard el
concentrado de eritrocitos y se anot6 en su etiqueta “Unidad de bajo volumen”. A
los componentes remanentes se les di6 destino final

o Cuando el volumen de sangre extraido fue menor de 300 mL, se di6 destino final a
la unidad.

9.7.2 Fraccionamiento

El uso terapéutico de la sangre total es limitado, su utilidad primordial es para el
fraccionamiento en sus diversos componentes. El intervalo entre la extraccién y el
fraccionamiento de la sangre total se minimizé, con el fin de conservar los efectos
terapéuticos de cada uno de los componentes que la constituyen, durante este intervalo
las unidades fueron mantenidas a una temperatura inferior a 24 °C, o bien, entre 2 y 10 °
C, para su transporte. Los concentrados de plaquetas se obtuvieron por fraccionamiento
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de sangre fresca a partir del plasma rico en plaquetas o de la capa leucoplaquetaria, o
bien, mediante aféresis automatizada, el producto de leucocitacion de la sangre total, fue
almacenado a 4 °C, hasta realizar la separacion de las células nucleadas por gradiente de
Ficoll-Paque (GE Healthcare).

9.8 Separacion de células nucleadas

Las bolsas de sangre con la fraccién leucocitaria se transportaron al ”Laboratorio de
Medicina Gendomica” para la extraccion del RNA total y los procedimientos subsecuentes.
Las bolsas se sanitizaron con etanol al 70%, y 12.5 mL del concentrado leucocitario se
transfirié a un tubo Falcon de 50 mL el cual contenia 12.5 mL de Ficoll-Paque (GE
Healthcare), la muestra se centrifugé a 3,500 rpm durante 30 min a temperatura ambiente
(TA) y sin freno. Del resultado de la separacion por gradientes se recuperd la fraccién
enriquecida de leucocitos en tubos Eppendorfs de 2 mL.

9.9 Extraccion de RNA total

El enriquecido leucocitario se centrifugd a 14,000 rpm durante 10 min, se decantd
el sobrenadante y se les adicionaron 500 pul. de TRIzol (Gibco) y posteriormente se
homogenizaron en vortex, procediendo a realizar la extraccién o bien, almacenando las
células a -80 °C hasta por 1 mes.

La extraccion de RNA total se realiz6 mediante el procedimiento de isotiocionato de
guanidina-fenol-cloroformo el cual consistié en: incubar durante 5 min a TA las células
resuspendidas y homogenizadas en 1 ml de TRIzol, se realizo la separacion de las fases
adicionando 200 pL de clorofomo, favoreciendo la compactacion de proteinas mediante una
agitacion vigorosa durante 15 seg, incubando 5 min a TA y centrifugando a 12,000 rpm por
15 min a 4 °C. La precipitacién del RNA se realizo al separar la fase acuosa y con adicion
de 500 uL de 2-propanol (Isopropanol), se incubé 10 min a TA y se centrifugd durante 10
min a 12,000 rpm a 4°C. Finalmente se realizé el lavado del botén obtenido, decantando el
2-Propanol y adicionando 1 mL de etanol al 75 % y centrifugando durante 10 min a 12,000
rpm a 4°C. a -80 °C y el RNA total fue resuspendido en agua grado biologia molecular
(GBM) ajustando el volumen de acuerdo a la cantidad de RNA obtenido.

Se evalud la integridad del RNAtotal extraido mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1%, utilizando 80 volts durante 45 min. Adicionalmente, se cuantificé la
concentracion de RNA total (ug/ul) mediante espectrofotometria digital en un NanoDrop
8000 (Thermo-Scientific).
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9.10 Retrotranscripcién (RT)

Para la obtenciéon del DNA complementario se utilizaron 5 ug de RNA total contenido en
un volumen menor a 7 uL, se le adicioné 1 pl. de DNasa (Invitrogen) y 1 uli de buffer de
DNasa (Invitrogen), incubando 15 min a TA, y para inactivar a la DNasa se adicioné 1 pL
de EDTA y se incub6 a 65°C durante 15 min y 1 min en hielo. Se procedi6 a adicionar 1
1L de Oligo dT y se incubd durante 10 min a 70°C y posteriormente se incub6 la placa de
reaccion en hielo durante 1 minuto, se adicionaron 7 uLL de la mezcla de reacciéon y se incubé
durante 5 min a 42°C, posteriormente se le adicion6 1 pL de la enzima retrotranscriptasa
“SuperScript III” y se incubd durante 50 min a 55°C y 15 min a 70°C. Finalmente para
hidrolizar el RNA del hibrido RNA-DNA se adicioné 1 uL. de RNasa H y la reaccién fue
incubada durante 20 min a 37°C, al final del termociclado el ADNc se incub6 a 4°C para
proceder a su diluiciéon con agua GBM a una relacion 1:5, obteniendo un volumen final de
100 pL, finalmente se almaceno a -80°C hasta su utilizacion.

9.11 Verificacién del proceso de RT

Para evaluar el cDNA obtenido se realizé una reacciéon en cadena de la polimerasa de
punto final (PCR, por sus siglas en inglés) para el gen constitutivo -actina, para lo cual
se emplearén 2 pli del producto de la RT diluido 1:5, y adicionando 22 ul. de la mezcla
de reaccién integrada por: (18 puL de agua GBM, 2.5 ul. de buffer 10X para PCR, 0.75
i de MgCly, 50 mM, 0.5 pl. de ANTP mix 10 mM, 0.5 pli de oligo sentido de [-actina
(AAG AGA GGC ATC CTC ACC CT) a 10 uM, 0.5 uL de oligo antisentido de S-actina
(TAC ATG GCT GGG GTG TTG AA) a 10 pM y 0.25 uL (1 U) de ADN polimerasa
Taq Platinum), bajo protocolo de termociclado especifico (Tabla 9.1 ).

Tabla 9.1: Protocolo de termociclado para el gen 3-Actina

Se utilizaron oligonucleétidos universales para (-actina
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Los amplicones se verificaron por el patréon de corrimiento electroforético en gel de
agarosa al 2% bajo las siguientes condiciones: 60 volts durante 60 min.

9.12 RT-PCR en tiempo real para detectar CK-17,
Mammaglobina A y HER?2

La identificaciéon de muestras de sangre positivas para CTCs de cancer de mama se realizd
por medio de RT-qPCR, la reaccién se procesé en 20uL, en placas MicroAmp® Fast Optical
96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems), la reaccién fue conformada de la siguiente
manera: se colocaron 2uli de ¢cDNA junto con 18ul. de Universal Master Mix (Applied
Biosystems) conteniendo 1ul de los oligonucléotidos 5’ y 3’ a una concentracion de 40uM
y se utilizaron sondas de hidrélisis TagMan marcadas con FAM a una concentracion de
10uM, especificamente disenadas para identificar la expresiéon de CK-17, Mammaglobina
A y HER2. Para la identificacion de la CK-17 se utilizaron los oligonucléotidos sentido
5-CCG CGA CTA CAG CCA CTA CTA CAC-3’, oligonucléotido antisentido 5-GAG
CCT GTT CCG TCT CAA A-3’ y las sondas de hidrolisis 5’-FAM-CGT GTG CCA
CCA TTG AGA ACT CCA GGA CCA CG-BHQI-3" (KRT17 (Hs01588578 ml), para
la amplificacion de HER2 se utilizo el oligonucléotido sentido 5-CCC AAC CAG GCG
CAG AT-3’; el oligonucléotido antisentido 5’-AGG GAT CCA GAT GCC CTT GTA-3’
y su identificacién se realizar6 mediante la sonda de hidrélisis 5-6FAM-CGC CAG ATC
CAA GCA CCT TCA CCT T-TAMRA-3’" (Hs00170433_m1),” para mammaglobina A
se utilizaron los oligonucléotidos sentido 5’-TGC CAT ATG CCA TAG ATG AAT TGA
AGG AAT G-3, el oligonucléotido antisentido 5’-TGT CAT ATA TTA ATT GCA TAA
ACA CCT CA-3’ y su identificaiéon se realizé con la sonda de hirdlisis 5-FAM-TCT TAA
CCA AAC GGA TGA AAC TCT GAG CAA TG-AMRA-3 (SCGB2A2 Hs00935948 m1)
a una concentracion de 10uM. Para normalizar los valores de expresion se utilizara el
gen de GAPDH, para la amplificacién se uilizé como oligonucléotido sentido 5-ACT GGA
ACG GTG AAG GTG ACA-3’ y antisentido 5’-CGG CCA CAT TGT GAA CTT TG-3’ y
como sonda de hidrélisis 5’-FAM-CAG TCG GTT GGA GCG AGC ATC CC-TAMRA-3’
(ACTB Hs02758991_g1),? para cada gen se determiné el valor de Ct y se interpold la carga
de CTCs a través de la segunda derivada del punto maximo de la curva de amplificacién.
Las reacciones de PCR en tiempo real se realizaron en un termociclador de tiempo real 7900
HT Fast (Applied Biosystem), bajo las siguientes condiciones de termociclado, un ciclo de
10 minutos de desnaturalizacién a 95°C, seguido de 45 ciclos de amplificacién conformados
por un paso de desnaturalizacién a 95°C durante 30 seg, un paso de hibridizacion a 60°C
durante 1 min y un paso de extension a 72°C durante 1 min, la fluorescencia emitida por
FAM fue cuantificada al final de cada periodo de extension.
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9.12.1 Progresion y preferencia metastasica pulmonar

Para la determinacion de la preferencia metastasica que tienen las células tumorales
circulantes de cancer de mama, se utilizaron sondas TagMan, predisenadas y validadas
mediante ensayos de microarreglos de expresion, cada uno de éstos consta de un
oligonucledtido sentido y uno antisentido que flanquean a una sonda de hidrolisis
intermedia, la transcripcién fue evaluada mediante reacciones de qPCR, las cuales se
amplificaron en un termociclador de tiempo real 7900 HT Fast en placas de 384 pozos, los
genes utilizados para esta seccién fueron: ID1 (Inhibitor of DNA binding 1, dominant
negative helix-loop-helix protein “Hs03676575_s17), MMP2 (Matrix metallopeptidase
2 (gelatinase A, 72 kDa gelatinase, 72kDa type IV collagenase “Hs01548727 m1”),
PTGS2 (Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin G/H synthase and
cyclooxygenase “Hs00153133 _m1”), CK19 (Keratin 19 “Hs00761767 s1”), MAM-A ¢
SCGB2A2 (Mammaglobin A), Secretoglobin, family 2A, member 2 “Hs00935948 m1”),
PSEN2 o PS2 (Presenilin 2 “Hs00240982_m1”), EPCAM o EGP2 (Epithelial cell adhesion
molecule “Hs00901885 m1”), TP53 o p53 (Tumor protein p53 “Hs01034249 m1”),
BCARI1 (Breast cancer 1 “Hs01556193 m1”), NTSR1 (Neurotensin receptor 1 high
affinity “Hs00901551_m1”), NTSR2 (Neurotensin receptor 2 “Hs00892563_m1”) y PRLR
(Prolactin receptor “Hs01061477_m17”).

9.12.2 Normalizacion

Para asegurar que la calidad de los resultados de PCR sea méxima, se utilizaron los genes
contitutivos: GAPDH (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase “Hs02758991 gl1”),
p-actina (Actin, beta “Hs99999903_m1”), CXCL11 (Chemokine “C-X-C motif” ligand 11
“Hs00171138 m1”), CXCL16 (Chemokine “C-X-C motif” ligand 16 “Hs00222859 m1”)

en la normalizacién del resultado en el Indice de cambio = 2 22CT,

9.13 Tamano de la muestra

Para calcular la muestra se tomé como desenlace primario a la presencia de los genes CK17,
MAM-A y HER2, por lo que con sus frecuencias de expresion, se realizd la estimacion
hipotética a un 6.5% de muestras positivas contra un 98% de positivas en los grupos
controles, acorde a los datos reportados en la literatura para las pacientes con cancer
de mama diagnosticadas bajo las directrices de la norma oficial, la muestra se calcul
utilizando la incidencia del cancer de mama en la poblacion mexicana, con un nivel de
confianza del 95 %, un intervalo de confianza del 2.6%, con un error a de 0.5, y se estimé
la poblacién femenina de México en 50,000,000. De esta manera se estimé que la muestra
estaba integrada por 1420 mujeres, para balancear el estudio se decidié tener un bloque
de 1500 mujeres clinicamente sanas.
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9.14 Analisis de resultados

Los datos de presencia y ausencia en la expresion de los genes de identificacion y de
preferencia metastésica se almacenaron en una hoja de calculo para su posterior andlisis
estadistico mediante el uso del software QTiPlot, se utilizé estadistica descriptiva las
variables cuantitativas se analizaron mediante la prueba t de student, para los grupos
individuales y una anova para comparaciones miiltiples.
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Resultados

El estudio lo integraron 1502 muestras de sangre provenientes de mujeres que acudieron
al banco de sangre del Hospital Regional “1° de Octubre”; en el ISSSTE (Tabla 10.1),
de las cuales se eliminaron a 320 ya que el ARN mensajero mostraba degradacién en el
corrimiento electroforético y por consecuencia la amplificacion del gen de [-Actina fue
negativo. Para determinar si el problema fue en la retrotransripciéon 274 de las muestras
eliminadas fueron reextraidas y retrotrasncritas, observando el mismo comportamiento.
El 84.4 % de las muestras estuvieron en condiciones de trabajarse para realizar la
identificacion de los genes planteados en el proyecto.

Tabla 10.1: Muestras estudiadas

RT: Retrotranscipciones
[-Actina: Verificaciones de RT
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El total de muestras que presentaron ARN total de buena calidad (Figura 10.1), se
retrotrasncribieron. Posteriormente el proceso se verifico mediante la amplificacién del
gen de (-Actina y solamente las muestras que presentaron un patréon de electroforesis
correspondiente con el peso de 218 pb esperado para el amplicon de [-Actina se
consideraron para la siguiente fase (Figura 10.2). El 71.8% de las muestras obtenidas
cumplieron con los estdndares moleculares establecidos, por lo que al 20 % del total de
las muestras se les dio destino final junto con los datos personales de los pacientes que las
donaron.

Muestras

MPM
1414
1415
1416
1417
1418
1419
1420
1421
1422
1423
1424
1425
1427
1429
1430
1431
1433
1434
1435
1436
1437
1438
1441
1442
1443
1444
1445
1446
1447
1449
1450
1451
1452
1453
1454
1455
1456
1457
1458
1459

. ADNg integro
= ADNg fragmentado

2000 pb - L siss

600 pb - - 18s

= ARN total

Figura 10.1: Patrdon de corrimiento electroforético de ARN total: La fotografia muestra una
imagen representativa del patréon de corrimiento electroforético de ARN total que presentaron algunas
muestras donadas por mujeres catalogadas como: “Clinicamente sanas y aptas para la donacién”. El
corrimiento se realizé en un gel de agarosa al 1% a 80 volts durante 45 min.

Muestras

MPM
899
900
901
902
903
204
905
907
908
910
911
912
913
914
915
916
917
918
919
920
921
922
923
924
925
926
927
928
929
930
931
932
933
934
935
936
937
938
939
240
941

g—Actlna
ligos

Figura 10.2: Amplificacién del gen de $-Actina por PCR de punto final: Imagen representativa
del patrén de corrimineto electroforéticos del amplicon de S-Actina en gel de agarosa al 2%.

El 80% de las muestras fueron positivas para el amplicén de S-Actina. A partir de las
muestras positivas se realizo la estandarizacién de las reacciones de PCR en tiempo real
para determinar el perfil de transcripcion de los genes MAM-a, HER2 y CK17, a partir de
5 ug de ARN total retrotranscritos y diluido en relacion 1:5, se determiné el CT de cada
una de las muestras a estandarizar, se utilizaron 2.5 ul. de ADN complementario, 0.25 pL
de la sonda y 2.5 2X qPCR Master Mix, y se someti6 a protocolo de termociclado estandar
para tiempo real, para los genes problema se obtuvieron CTs mayores a 25 ciclos, a la par
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se utilizé6 como control interno de qPCR al gen constitutivo GA3PDH que codifica para
la enzima limitante del ciclo de Kreb’s, el CT de este gen fue superior a 20 ciclos (Figura
10.3).

6.0

0.0 == — ———— .
15 20 25 30 35 40 45
Ciclos

Figura 10.3: Panel de identificacion: La identificaciéon de las mujeres clinicamente sanas en las que
se puede establecer un diagnéstico temprano de cancer de mama, se realizé con la amplificacién por
PRC en tiempo real de los genes: GA3PDH = Glyceraldehide 3 phosphate dehydrogenase, MAM-S =
Mammaglobin A (Secretoglobin, family 2A, member 2), HER2 = V-erb-b2 erythroblastic leukemia viral
oncogene homolog 2 o neuro/glioblastoma derived oncogene homolog (avian) y KRT17 = Citokeratin 17

Mediante los estudios de PCR en tiempo real se identificaron un total de 11 pacientes
positivas para los genes de rastreo (Tabla 10.2): se determiné que el 9% (n =1) de la
muestras presento el fenotipo (MAM-A+KRT17), el 64% (n=7) tiene un fenotipo (MAM-
a+HER2) y el 27% (n=3) mostr6 un fenotipo triple positivo (MAM-A+HER2+KRT17).

En la conformacién de la lista de pacientes con diagnodstico molecular de cancer de
mama en etapa subclinica solamente se incluyeron las donantes que fuesen positivas a 2 de
los marcadores seleccionados, dandole més importancia a MAM-«a y CK17, ya que estos
genes no deberian expresarse en las diferentes células normales que conforman al tejido
sanguineo, para el gen HER2 se considera complementario debido a que los leucocitos los
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pueden expresar en baja cantidad.

Tabla 10.2: Fenotipos de las muestras positivas a cancer de mama, los marcadores de CTCs
en sangre periférica fueron identificados en experimentos realizados por triplicado.

MAM-A + KRT19 1 (9)
MAM-A + HER2 7 (64)
MAM-A + HER2 + KRT17 3 (27)

MAMS-S = Mammaglobin A (Secretoglobin, family 2A, member 2)
HER2 = V-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2, neuro/glioblastoma derived

oncogene homolog (avian)
KRT17 = Citokeratin 17

Después de la identificacién de las muestras en que se pudo establecer el diagnéstico
molecular de cancer de mama, se procedié a determinar el grupo etario mas afectado, a
pesar de lo que se esperaba, el grupo de los 18-23 anos fue el mas afectado y representd el
36% con una n = 4, mientras que el grupo de los 45-49 anos fue el segundo grupo etario
en los que se encontr6 un 27% con una n = 3 (Figura 10.4)

5
4
o 5 |
o
a
o
82
[
| . l
0_[|1||||'|
m o ¢ o < o < +
W + o O o n o 9
-~ &N ®m ®m < << un W

Grupos etéreos

Figura 10.4: Distribucién de muestras positivas a la identificacién molecular de CTC’s: el
diagnéstico se establecié mediante el andlisis trascriptémico de los genes MAM-A, HER2 y KRT17 a
través de PCR en tiempo real utilizando sondas TagMan.

Con la informacién anterior y la lista de posibles candidatas a establecer el diagnéstico
de cancer de mama en etapa subclinica, se procedié a la realizacién de la estandarizacién
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de la PCR en tiempo real para los genes ESR1, XBP1, TFF3, KRT18, KRT8, GATA3 y
FOXA, completando el panel con el gen constitutivo GAsPDH. En el panel ampliado de
origen tumoral los CTs de los diferentes genes fue de 22 a 34 ciclos (Figura 10.5).

La expresion del receptor a estrogenos fue el que mostro los CT’s mas bajos, mientras
que su ARn fue uno de los mas altos, lo cual indica que su ARN mensajero es muy
abundante, en particular queremos centrar la atencion en los genes GATA3, FOXA1 y
KRTS, en los que su expresion relativa medida por una CT mayor a 8 ARn, por lo que
al haber concluido la estandarizacion de las reacciones de PCR en tiempo real, el total de
las muestras que fueron positivas al panel de bisqueda, se sometieron al perfil molecular
de origen celular.

14.0

12.0

10.0

8.0

ARN

6.0

4.0

2.0

15 20

Ciclos

Figura 10.5: Panel de origen tumoral: La identificacién molecular del origen tumoral permite
establecer el tratamiento y el prondstico, asi como la evolucién que mostrard la patologia, los genes
que permiten la clasificacion luminal son: ESR1 = Estrogen receptor 1, FOXA1 = Forkhead box Al,
GATA3 = GATA binding protein 3, KRT8 = Keratin 8, KRT18 = Keratin 18, SLC39A6 = Solute
carrier family 39 (zinc transporter), member 6, TFF3 = Trefoil factor 3, XBP1 = X-box binding protein
1.
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El andlisis transcripcional del perfil de origen molecular revelé que el 57% (n = 4) de
las muestras fueron positivas a 6 de los 7 genes evaluados, en el resto la expresién génica
fue de 3 a 5 genes marcadores de origen luminal (Tabla 10.3), de éstas solamente en 3
muestras se evidencio la presencia de 3 genes, los cuales correspondieron a ESR1, KRT'18
y XBP, que son los minimos requeridos para establecer el origen luminal de las CTCs
encontradas en estas pacientes (Figura 10.5).

Tabla 10.3: Marcadores de origen luminal: La presencia de estos marcadores en las muestras
de estas pacientes nos permite catalogarlas dentro de la clasificacion molecular en cancer de
mama tipo luminal.

ESR1 = Estrogen receptor 1, FOXA1 = Forkhead box Al, GATA3 = GATA binding protein
3, KRT8 = Keratin 8, KRT18 = Keratin 18, SLC39A6 = Solute carrier family 39 (zinc
transporter), member 6, TFF3 = Trefoil factor 3, XBP1 = X-box binding protein 1

+ + + + + F + + + +
+ + + + + o+ o+ +

+

La identificacién del origen tumoral, nos permitié plantear la posibilidad de buscar
genes marcadores de respuesta terapéutica , para tal efecto utilizamos los genes ESRI1,
PRLR y HER2 genes sobre los cuales se establece la clasificacion terapéutica del cancer de
mama, se detecto que el 36% de las muestras positivas para el perfil basico de identificaciéon
de CTCs en sangre periférica, es triple positivo para los genes estudiados, solamente el 9%
(n = 1) fue positiva al gen del receptor de estrégenos (ESR1), mientras que el 54% (n =
6) fueron positivas a los receptores ESR1 y PRL1 (Tabla 10.4).
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Figura 10.6: Panel de clasificacion y pronéstico del cancer de mama: Curvas representativas de
la amplificacién de los genes HER2, NTS1, ESR1 y PRLR, los cuales permiten hacer la clasificacién del
tumor y establecer una posible accion terapéutica.

También se realizé la amplificacion del gen para el receptor a neurotensina de alta
afinidad (NTSR1) (Figura 10.6) el cual se consideré como marcador prondstico y de
agresividad tumoral, los resultados muestran que el 91% (n = 10) de las muestras
sospechosas de céancer de mama son positivas para dicho receptor. (Tabla 10.4)
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Tabla 10.4: Marcadores terapéuticos y pronéstico de cancer de mama: La presencia

del gen NTSR1 es un indicativo de la agresividad del tumor.

=
.
.
.
.
.
o
o
o
o

+

ESR1 = Estrogen receptor 1, PRLR = Prolactin receptor, ERBB2 (HER2) = v-erb-
b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2, neuro/glioblastoma derived oncogene
homolog (avian) y NTSR1 = Neurotensin receptor 1 (high affinity)

Ademaés se identific6 el perfil transcripcional de preferencia metastésica (Figura 10.7)
y el andlsis individual de la expresién (Tabla 10.5) revel6 que el 72% de la muestras fue
positivo al gen ID1, el 18% fue posistivo al gen MMP2 y 82% fue positivo para el gen

PTGS2.

Se detectd que el 9% de las muestras identificadas como portadoras de CTC’s, muestran
la expresion de los tres genes investigados (ID1, MMP2 y PTGS2), de la misma forma
el 9% de las muestras fueron triplemente negativas, el 9% (n = 1) de las muestras fue
positiva solamente al gen (PTGS2), de igual forma se observé que el 9% de las muestras
fue positiva al gen (ID1), mientras que el 54% de las muestras fue positiva a los genes

(ID1y PTGS2).
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Figura 10.7: Panel de preferencia metastasica pulmonar: Curvas representativas de la
amplificacion de los genes ID1, MMP2 y PTGS2, los cuales permiten establecer la preferencia metastasica
hacia el parénquima pulmonar.
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Tabla 10.5: Perfil transcripcional caracteristico de preferencia metastasica hacia pulmén.

ID1 = Inhibitor of DNA binding 1, (dominant negative helix-loop-helix protein).

MMP2 = Matrix metallopeptidase 2 (gelatinase A, 72kDa gelatinase, 72kDa type IV
collagenase).

PTGS2 =

cyclooxygenase).

Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin G/H synthase and
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Discusion

Actualmente el nimero de mujeres con cancer de mama ha aumentado considerablemente,
por lo que la confirmacién del diagnodstico es crucial para establecer una terapéutica
especifica encaminada a la remision.

Se ha establecido que cada tumor tiene una firma diferencial y que ésta le proporciona
los mecanismos moleculares de preferencia metastasica, de prondstico, asi como también
de respuesta terapéutica. En este estudio se eligié al gen que codifica para la proteina
Mam-a como un marcador molecular de la presencia de células tumorales circulantes de
cancer de mama, debido a que de acuerdo a los estudios, es un gen tejido especifico de
mama y en trabajos recientes se ha demostrado que su expresiéon aumenta en condiciones
de oncopatologia.'t’

Otro gen elegido para establecer la bisqueda de mujeres con un posible diagndstico
molecular de cancer de mama fue el gen HER-2, este gen se ha descrito como un
marcador diagnéstico y se ha utilizado ampliamente en la clinica para establecer el tipo de
tratamiento anti-metabdlico que se debe emplear, aunque se ha descrito que los leucocitos
humanos expresan de manera natural dicho receptor,'®® por lo que su aplicacién en el
diagnostico molecular de CTC’s es relevante cuando se sobreexpresa en conjunto con
MAM-a. Finalmente estos marcadores se combinaron con la presencia del gen que codifica
para CK17, una citoqueratina tejido especifica, que se ha descrito principalmente en el
epitelio de la glandula mamaria, sin embargo su especificidad no es exclusiva de la mama,
al igual que los otros dos marcadores, se ha descrito que en el tejido tumoral de la mama
existe una sobre transcripcion.

Una vez conformado el primer panel de biisqueda diagnéstica con los genes MAM-a,
HER-2 y CK17, se procedio a la idenficacion de las mujeres donantes de sangre que fuesen
positivas al menos a dos de los marcadores moleculares.

En nuestro trabajo se incluyeron 1501 muestras de sangre de mujeres que acudieron
a donar sangre, de éstas, el 1% fue positiva bajo los criterios de diagndstico molecular
previamente establecidos, lo cual representa a un total de 11 mujeres en las que se puede
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establecer el diagndstico subclinico de cancer de mama. Cabe recordar que éstas fueron
catalogadas en una valoracién previa como clinicamente sanas y aptas para la donacion.

Los resultados de un estudio realizado en Japon con secretarias del sistema burocratico,
revelaron que mas del 16% de ellas eran positivas a MAM-«, sin embargo el rango de edad
que ellos emplearon fue mayor a los 45 afios.'”® Nuestro estudio, por otro lado, emple6
un amplio rango de edad y el grupo en el que encontramos un mayor nimero da mujeres
positivas a MAM-«a fue el de menos de 45 anos, por lo que en aquellas pacientes en las
que se identifico su transripcion se esperaria una evolucién rapida y fatal. A pesar de que
Mam-a ha sido ampliamente utilizada como marcador de CTCs, recientemente se le ha
dado un valor pronéstico desfavorable a corto plazo.'®®

Es importante mencionar que el diagnostico de CTC’s implica que estas células deben
expresar una maquinaria molecular que les permita invadir a otros tipos de tejidos. En
estudios clinicos se ha demostrado que el cancer de mama tiene 3 sitios preferenciales en
los que genera metastasis: parénquima pulmonar, cerebral y tejido 6seo, con la finalidad
de establecer la preferencia metastasica de las CTC’s identificadas en mujeres clinicamente
sanas se conformo un segundo panel que investigase dicha caracteristica. Lo anterior surge
de la necesidad de establecer una terapéutica oportuna en las mujeres que presenten cancer
de mama, asi como predecir la trayectoria de las células estudiadas para evitar futuras
recidivas. Ademas, puede observarse que se detectaron 11 de 1500 muestras estudiadas, lo
que corresponde a 7.3 casos por cada mil donantes clinicamente sanas, valor que es mas
alto que la mastografia que detecta 4.7 casos por cada mil estudios realizados en mujeres
de 40-49 anos con historia familiar de cancer.

De acuerdo a un estudio, después de la estimulacién mitogénica en células la expresion
del gen ID se induce réapidamente (dentro de 1-2 horas) como parte de una cascada de
genes de respuesta “retardada”. Después de un descenso inicial, la expresion ID se mantiene
durante toda la fase G1 del ciclo celular y es regulada en las células que entran en la fase
S.1°7 El gen ID1 genera dos isoformas de la proteina a través de procesamiento o “splicing”
alternativo: ID1a e ID1b que se contrarregulan en condiciones oncogénicas.

Lo anterior coincide con los resultados obtenidos, puesto que se presenté amplificacién
para este gen en el 72% de los casos positivos a Mam-c«, lo que permite determinar que la
transcripcion de las células tumorales estudiadas concuerda con un fenotipo oncogénico.
Especificamente para cancer de mama, en un estudio en el que se analizo6 el papel de ID1 e
ID2 mediante la asociacién la expresion de mRNA con parametros clinico-patoldgicos, se
encontrd que los pacientes que estaban libres de la enfermedad tenian una menor expresiéon
de ID1, mientras que su sobreexpresion se asocié con un pronostico desfavorable a corto
plazo. !5

Por otro lado, se ha demostrado que la sobreexpresion de ID1 regula positivamente
la expresion de la proteina MT1-MMP, que le permite a las células de cancer de mama
realizar la invasién de otros tejidos.'®® Sin embargo, sélo el 18% de las muestras estudiadas
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presentaron amplificacion para MMP2, por lo que es importante mencionar que MMP2
se presenta en forma de depdsitos en las células cancerosas y los fibroblastos.'®! En otros
estudios se ha observado que las células del estroma contienen una mayor cantidad de la
162 16 cual podria explicar

que las células cancerosas periféricas no amplificaran dicho gen, o bien podria indicar

proteina MMP-2 cuando se compara con las células tumorales,

que cuando las CTC’s atraviesan la membrana endotelial de los vasos sanguienos, ya
no expresaban esta maquinaria. Sin embargo ya ha sido descrito que la sola expresion
de la gelatinasa activa A (MMP2) es suficiente para inducir la transformacion epitelial-

163 por lo que las muestras que resultaron positivas a dicha expresién tienen

mesenquimal,
mayor posibilidades de producir metastasis.

Recientemente se ha demostrado que la sobreexpresion de PTGS2 o también conocida
como COX-2 induce la produccién de ID1 en células de glioblastoma multiforme (GBM),
lo que sugiere que ID1 participa directamente en la transformacion oncogénica del glioma
aumentando el potencial invasor, migratorio y vasculogénico.'4

En multiples estudios se ha establecido que COX-2 se expresa de forma constitutiva
durante el proceso oncogénico en la glandula mamaria y la sobreexpresién depende del
estadio, la progresion y la etapa metastasica en que se encuentre el cancer de mama.
Las evidencias cientificas apoyan claramente la idea de que el proceso de carcinogénesis
en la mama, a menudo se desarrolla como una serie progresiva de cambios celulares y
moleculares altamente especificos en respuesta a la sobreexpresiéon de COX-2, mientras
que la sintesis de prostaglandinas apoyan la teoria inflamatoria del cancer de mama. De
esta manera, los resultados obtenidos en nuestro trabajo se apoyan ampliamente por estas
observaciones, ya que el 82% de las muestras expresan dicho gen. Cabe recalcar que en un
estudio en el que se analiz6 el impacto prondstico de la expresion de COX-2, se establece
a dicho marcador como indicador de mal pronéstico.®®

La neurotensina (NT) es un péptido neuroendécrino que ejerce efectos troficos in
vivo y estimula el crecimiento de lineas celulares de cancer in wvitro. La neurotensina
ejerce su accién bioldgica mediante la activacion de tres tipos de receptores: NTSR1
también conocido como receptor de alta afinidad, NTSR2 conocido como receptor de
baja afinidad y a través del receptor NTSRs conocido como receptor sortiline o soluble.
Los receptores de neurotensina de alta afinidad (NTSR1) se expresan en lineas celulares
derivadas de cancer y en algunos tumores primarios, pero sélo en un grupo selecto de
los tejidos normales. Ademas, se ha demostrado que la expresiéon de NT es estimulada
por la privacién de andrégenos en los modelos de cédncer de préstata.'®® Anteriormente
se habia demostrado que las interacciones entre NT y NTSR1 inducen efectos biolégicos
pro-oncogénicos asociados con procesos neoplésicos y la progresién del tumor.'%”

También se ha demostrado que la NT tiene una regulacién autocrina y /o paracrina y
causa sobre-expresion de EGFR, HER2, HER3 y la activaciéon de las células tumorales de

pulmoén. La activacién autocrina EGFR y HER3 estd mediada por la activacion MMP1 y

2015 69



Preferencia metastasica “CaMa” Morén-Mendoza Esmeralda

EGF “similares” a los ligandos (HB-EGF, Neuregulin 1). Asi, el crecimiento del tumor se
modula seguin la expresion NT, demostrandose una tasa de crecimiento baja en aquellos
tumores que no expresan NT.1% En otro estudio en el cual evaluaron NT y NTSR1, se
observé la sobreexpresion de ambos hasta en el 60% de los canceres de pulmén. Asi,
la sobreexpresion de NTSR1 se establecié como marcador predictor de mal prondstico
en la supervivencia general de los pacientes a 5 anos en una poblacién seleccionada con
adenocarcinoma de pulmoén en estadio I tratada tinicamente por cirugia. En un segundo
estudio, la sobreexpresion NTSR1 se correlaciond con un mal prondstico en 389 pacientes
con estadio I a IIT de adenocarcinoma de pulmoén, considerandose un marcador pronostico
independiente.'%® En nuestro trabajo obtuvimos un 91% de positividad a dicho gen, por
lo que podemos predecir que las pacientes tendran un desarrollo agresivo del cancer de
mama.

Es importante resaltar que, como se mencioné en la introduccion de este trabajo, las
CTCs muestran cierta heterogeneidad atn en las células obtenidas de un mismo paciente,
y deben pasar por una seleccién para adquirir fenotipos que les permitan sobrevivir en
el ambiente en el que se encuentren, asi como para adquirir capacidad de invasion y
proliferacion una vez situadas en un érgano distante al sitio primario. Por lo que en parte,
esto puede explicar que ciertos genes no se expresaran aun en las muestras estudiadas.

Al analizar los resultados desde la perspectiva de estudios enfocados a evaluar la
metastasis en cancer de mama, en un modelo dénde se evaluaron diferentes genes, entre
ellos MMP2 se observé como un miembro del subconjunto de agresividad metastésica, en

contraste, la expresion de ID1, CXCL1, COX2, EREG y MMP1 no se limit6 a poblaciones
de metastasis de pulmén agresivos pero si aumenté la capacidad metastésica a pulmén.!™
En la caracterizacion in vivo de la progresion metastasica de pulmoén se revel6 que ID1
e ID3 facilitan la proliferacion sostenida durante las primeras etapas de la colonizacién
metastdasica, posteriores a la extravasacion en el parénquima pulmonar. Dichos resultados
arrojaron luz sobre los mecanismos de proliferacion que inician la invasiéon metastasica, y
que implicaron a ID1 e ID3 como mediadores de esta funcion maligna en el subgrupo TN
de los cénceres de mama.'™

Los estudios llevados a cabo permiten considerar ciertos genes expresados como blancos
terapéuticos. Un ejemplo, es una investigacion en la que estudiaron los efectos de interferir
la traduccién del ARN de la prostaglandina-endoperéxido sintetasa 2 (COX-2) sobre la
proliferacion celular y la apoptosis de las células de cancer de mama MCF-7, asi como
el mecanismo subyacente. La interferencia de ARN mediada por un vector de expresién
lentiviral disminuy?6 significativamente los niveles de expresion de proteina COX-2, y por lo
tanto, se suprimi6 la proliferacion y el crecimiento de las células de cancer de mama MCF-
7, de igual forma la tasa de apoptosis de las células tumorales aumento significativamente.
La utilizacién de un siRNA dirigido contra el ARN de COX2 produce la desactivacion del

gen y suprime la proliferacion de las células MCF-7 de cdncer de mama aumentando su
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apoptosis, la cual estda bajo el control del gen Bax, lo anterior proporcioné evidencia de
las aplicaciones potenciales de interferencia especifica de ARN mensajero del gen COX-2
como una aplicacién de la terapia génica antioncogénica para el tratamiento del cancer de
mama.'"?

En otro estudio recientemente realizado en el CINVESTAV, en el que se empled
la linea celular de adenocarcinoma de mama humano MDA-MB-231 para generar un
modelo murino de cdncer de mama con fenotipo triple negativo (TNBC), el cual se
considera un subtipo agresivo para el que no se tiene un tratamiento especifico, estas
células expresan al receptor de alta afinidad a la neurotensina (NTSR1), se emple6 un
nanoacarreador de genes basado en el polyplex de neurotensina (NTS), en este trabajo
se tratd de evidenciar la posibilidad de realizar terapia génica mediante la inyeccion del
poliplex a través de una via venosa. De esta manera, obtuvieron la transfeccion de las
células tumorales previamente implantadas y se demostré que el tratamiento farmacolégico
con ganciclovir indujo la apoptosis logrando una disminucién considerable en el tamano
del tumor. En el modelo de xenoinjerto de MDA-MB-231, las nanoparticulas del NTS-
Polyplex que llevan el gen suicida, se inyectaron en los tumores a través del torrente
sanguineo. Ambas vias de administracién permitieron que las nanoparticulas NTS-
Polyplex alcanzaran y transfectaran células tumorales. Al final del experimento, el peso de
los tumores transfectadas con el gen suicida fue 55% menor que la de los tumores control
y la transfeccién intravenosa no indujo apoptosis en los 6rganos periféricos que expresan
el receptor NTSR1, por lo que, los resultados son prometedores para establecer terapia
génica en el cancer que presente este receptor.!™

Sin embargo, es importante resaltar que el estudio realizado empleando NTS-Polyplex
se ha enfocado a disminuir el tamafio del tumor, pero la metéstasis es una de las principales
causas de muerte en cualquier tipo de cancer, por lo que los esfuerzos en terapia génica
deben coordinarse para evitar este proceso. La perspectiva para futuros trabajos, es, por lo
tanto, evaluar la terapia génica enfocada a eliminar las CTCs y DTCs que son dificiles de
erradicar ain tratando a los pacientes con quimio o radioterapia, y que son las causantes
de recidivas y por ende, de mal prondstico y de tiempos cortos de enfermedad en remisién.

En nuetro trabajo, encontramos una expresién de més de 90% del gen que codifica para
el receptor NTSR1, lo cual concuerda con cancer de mal pronéstico, de alta invasividad y
diseminacion, hecho que esta en concordancia con la mayoria de los reportes previamente
descritos, la expresion del receptor NTSR1 en las CTCs de las pacientes que se encuentran
en etapa subclinica es un indicativo de que en estadios tempranos de la patologia, ésta
tiene una alta capacidad invasiva. Sin embargo hay que recalcar que la expresion de dicho
receptor en estos estadios abre una ventana de posibilidad terapéutica anti-metastasica
mediante la utilizacién de los nanovectores acarradeadores de genes a base del poliplex
de neurotensina en conjunto con la regulaciéon transgénica de genes suicidas mediante
promotores tejido especificos como es el caso de MAM-a.
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Conclusiones

El 0.7 % de muestras estudiadas presentaron expresion a Mam-a, lo cual es un
fuerte indicador de que las mujeres que donaron dicha muestra cursan con un proceso
carcinogénico subclinico de la glandula mamaria, 7 de las 11 muestras que fueron positivas
a Mam-«a pertenecen a muestras de mujeres con una edad menor a los 45 anos. Lo que
evidencia una sensibilidad mayor para este grupo de mujeres a las cuales es dificil evaluar
por técnicas de radiodiagnéstico.

La sobreexpresion de HER-2 es un indicativo de proceso neoplasico, y junto a la
sobreexpresion de CK-17 permiten una integracion diagnostica mas eficiente.

Los principales fenotipos obtenidos en este trabajo fueron: luminal A y luminal B, esto
de acuerdo a la clasificacién molecular aceptada por la “AACM”. Sin embargo, el panel de
marcadores moleculares de origen permitio realizar una clasificacion molecular del cancer
de mama, encontrandose otros fenotipos, en los que se evaltia la agresividad tumoral, ya
que se incluye a NTSR1.

El panel de marcadores moleculares que incluye ID1, MMP2 y PTGS2 para preferencia
metastésica, permitié observar 6 fenotipos diferentes. 1) negativo a los tres marcadores; 2)
positivo a los tres; 3) ID1 (-), MMP2 (+) y PTGS2 (+); 4) ID1 (-), MMP2 (-) y PTGS2
(+); 5) ID1 (+), MMP2 (-) y PTGS2 (+); y 6) ID1 (4), MMP2 (-) y PTGS2 (-), los
cuales permitiran una terapia dirigida y adecuada para cada paciente.

La expresion de NTSR1 genera la perspectiva de tratar a estas pacientes con terapia
génica.
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Observaciones generales

13.1 Diagnéstico

El panel de busqueda integrado por los genes HER-2, MAM-« y CK17, permite identificar
a las posibles pacientes que se encuentran en una etapa subclinica de cancer de mama,
principalmente la presencia de los ARN mensajeros de Mam-a y CK17 permiten establecer
el diagnostico subclinico de la patologia, ya que normalmente estos mensajeros deben estar
negativos en las mujeres clinicamente sanas, por lo que podemos proponer la utilizacién
de dicho panel para la identificacién masiva a poblacién abierta para el tamizaje de cancer
de mama.

13.2 Preferencia metastasica

Una vez establecida la sospecha de diagnodstico molecular de cancer de mama, es
indispensable saber los posibles sitios en los que se pudiesen establecer las metastasis.
Esto se investigé mediante el panel ID1, MMP2 y PTGS2. Este panel es capaz de predecir
la implantacion de la metastasis en el parénquima pulmonar, y de igual forma establece
la agresividad del tumor primario.

13.3 Pronédstico

Una de las principales adversidades a las que se enfrenta el médico tratante de una
paciente con cancer de mama, es el de poder establecer el prondstico a corto plazo
ya sea estableciendo una remision o diagnosticando un descenlace fatal, al estudiar la
expresion del receptor de alta afinidad para la neurotensina se puede establecer que todos
aquellos tumores de mama que lo expresan tienen un muy mal prondstico a corto plazo, es
decir que la paciente presentara multimetastasis especificas de acuerdo a las preferencias
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metastasicas de las células tumorales circulantes y diseminantes. En nuestro trabajo
encontramos que 10 de 11 muestras en las que se establecié el diagnostico molecular de
CTCs se expresa el receptor NTSR1, esto es concordante con el grado de malignidad del
tumor y sobre todo del prondstico asi esperado, ya que todas los tumores de mama que lo
expresan son sumamente agresivos, por lo que hay que tomar en cuenta que las pacientes se
encuentran clinicamente sanas y con tan solo expresar dicho receptor se pudiesen establecer
micromestastasis durante esta ventana de tiempo, lo cual haria que el prondstico de estas
10 mujeres fuese fatal en un periédo menor a los 5 anos. Sin embargo al establecer
el diagnoéstico molecular se podria establecer un tratamiento agresivo, mediante una
mastectomia radical seguida de multiples sesiones de quimioterapia y si se detectase que
las CTCs son quimioresistentes se podria complementar el tratamiento con radioterapia,
con la finalidad de reducir las posibilidades de que las CTCs o DTCs se establezcan y se
desarrolle la metastasis.

13.4 Agresividad tumoral

La sobreexpresion del gen que codifica para el receptor NTSR1 permite establecer si el
cancer de mama sera de progresion rapida o lenta, y por lo tanto, es un idicador molecular
que permite predecir un tiempo libre de enfermedad. Sin embargo, no todo esta perdido,
yva que lo que para algunos clinicos representa un grave problema, para este trabajo es
una oportunidad terapéutica, ya que con la utilizacién de un sistema de transferencia de
genes mediada por receptor para introducir un gen suicida dentro de las CTCs y DTCs, y
que su expresion esté regida bajo un promotor tejido especifico como es el caso del gen de
Mam-« se podria establecer un protocolo experimental de terapia génica anti metastasica
para el cancer de mama.

13.5 Conclusién general

La firma molecular establecida en este trabajo es capaz de identificar a las mujeres que
se encuentran en una etapa subclinica de cdncer de mama asi como sus preferencias
metastasicas.

13.6 Perspectivas

Una vez que las pacientes fueran informadas de dicho resultado, mediante un seguimiento
en trabajo conjunto con el médico tratante, seria posible estudiar su evolucién y

prondstico. Ademas, podria evaluarse, una posible terapéutica anti-metastasica empleando
el marcador NTSR1.
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