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. RESUMEN

“Expresion proteica de BIK, GRP78 y BECN1 como marcadores de pronéstico en

mujeres con cancer de mama localmente avanzado”

Introduccién. El cancer de mama es un problema de salud publica global por el aumento en su
incidencia y tasas de mortalidad. En México, un gran porcentaje de las pacientes con cancer de
mama se diagnostican en estadios localmente avanzado y sistémicos; la quimioterapia
neoadyuvante y la cirugia son las opciones actuales para el manejo de este grupo de
pacientes. La evaluacién de la respuesta clinica, respuesta patolégica y supervivencia global
constituyen aspectos trascendentales en el tratamiento del cancer de mama localmente
avanzado, ademas de constituir una plataforma excelente para la medicina traslacional, en
donde nuevos biomarcadores pueden ser evaluados en cuanto a su valor prondstico. Existe
evidencia de la asociacion de la sobreexpresion de GRP78 con resistencia a
quimioterapéuticos y menor periodo libre de enfermedad, de la baja expresién de BECN1 a
nivel de mRNA con mal prondstico y recientemente, de la sobreexpresién de BIK con menor
periodo libre de enfermedad y menor supervivencia global en cancer de mama.

Objetivo. Evaluar la asociacion de la expresién proteica de BIK, GRP78 y BECN1 con
respuesta clinica, patolégica y supervivencia a 3 afos en mujeres con cancer de mama
localmente avanzado.

Material y métodos. Estudio observacional, analitico, retrospectivo. Se incluyeron 109 biopsias
de tejido mamario embebidas en parafina, obtenidas previo a recibir tratamiento, de mujeres
con cancer de mama localmente avanzado. Se construyeron microarreglos de tejido con
biopsias de tejido tumoral embebido en parafina, en los que se realizd analisis
inmunohistoquimico automatizado para ERa, PR, HER2, ERpB, BIK, GRP78 y BECN1. Se

utilizaron anticuerpos VENTANA Breast Markers (Ventana Medical Systems, Inc. Tucson,



Arizona, USA) para ERa, PR y HER2, y anticuerpos especificos abcam (abcam plc, UK) para
ERpB, BIK, GRP78 y BECN1. La expresién de ERa, PR y HER2 se evalu6 de acuerdo a los
criterios de la ASCO (American Society of Clinical Oncology), mientras que las otras proteinas
se evaluaron por intensidad de la tincion (1: débil; 2: moderada; 3: intensa) y porcentaje de
células tefidas (1: 0 a <10%; 2: 10 a <50%; 3: 50-100%). La evaluacién total fue positiva
cuando ambas puntuaciones fueron 22. La asociacion entre BIK, GRP78, BECN1 y respuesta
clinica, respuesta patoldgica y supervivencia a 3 afos fueron evaluados mediante analisis de
Kaplan-Meier.

Resultados. El promedio de edad en las 109 pacientes fue de 57.3 £13.1 afios. Recibieron QT
neoadyuvante 63/109 pacientes (57.7%). Se observé respuesta patologica parcial en 61.2% vy
completa en 19.3%. HER2 se encontré positivo en 14 (15.5%) tumores, ERa en 63.3% y PR en
48.3%. ERp nuclear fue positivo en 44.2% de las muestras y ERp citoplasmico en 67.4%. BIK
se expreso en 80.8% de las muestras, GRP78 en 76.7% y BECN1 en 60.7%. La supervivencia
global a 3 afos fue del 69.7%. La tincion intensa de BECN1 se asocié con menor supervivencia
(p=0.020). Se encontré un mayor porcentaje de respuesta clinica completa y patoldgica en
quienes expresaban BIK en el tejido tumoral comparado con quienes no lo expresaban
(p=0.029 y p=0.005, respectivamente); también se encontré un mayor porcentaje de respuesta
clinica completa en aquellas muestras de tejido tumoral con tincion citoplasmica intensa de
ERB (p=0.018). La tincion intensa de BECN1 se asociod con recidiva local y sistémica (p=0.006
y p=0.044, respectivamente); la expresion de GRP78 sdélo se asocié con recidiva local
(p=0.024).

Conclusiones: La expresion diferencial en muestras de tejido neoplasico de mujeres con
cancer de mama localmente avanzado de las proteinas propuestas tiene valor pronéstico con
potencial utilidad clinica. En nuestro estudio observamos que en mujeres con cancer de mama

localmente avanzado, la expresion de BECN1 se asocia con una peor supervivencia global, y



recidiva tanto local como sistémica. Tanto la expresion de BIK como la de ERp citoplasmico se
asocian con mayor frecuencia de respuesta clinica completa; mientras que sélo la expresion de
BIK se asocia con mayor respuesta patologica. La expresién de GRP78 se asocia con mayor

frecuencia de recidiva local y probablemente con resistencia a tratamiento.
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Il. MARCO TEORICO

Epidemiologia del cancer de mama

El cancer de mama constituye un problema de salud publica a nivel mundial ya que se ha
presentado un incremento en su incidencia y en las tasas de mortalidad. De acuerdo a las
estadisticas de GLOBOCAN 2012 (Estimated Cancer Incidence, Mortality and Prevalence
Worldwide in 2012) el cancer de mama es el tumor maligno que se diagnostica con mas
frecuencia en el mundo y la principal causa de muerte por cancer en mujeres, estimando que
se diagnostican 1.7 millones de casos nuevos y mueren 521,900 mujeres cada afo por esta
causa. Por si solo, el cancer de mama representa el 25% del total de canceres diagnosticados
en mujeres a nivel mundial y el 15% del total de muertes por cancer en mujeres (1,2).

Su tasa de incidencia varia de una regién geografica a otra, siendo de 19.3 por cada 100,000
mujeres en el este de Africa a 89.7 por cada 100,000 mujeres en el oeste de Europa. Se ha
observado que las tasas de incidencia son mas altas (mayores a 80 por cada 100,000 mujeres)
en paises desarrollados (excepto Japdon) y bajas en la mayoria de los paises no desarrollados
(menores a 40 por cada 100,000 mujeres). El rango de tasas de mortalidad es mucho menor,
aproximadamente de 6 a 19 por cada 100,000 mujeres, debido a las tasas de sobrevida mas
favorables en paises desarrollados, a pesar de tener las incidencias mas altas (2).

En Estados Unidos de Norteamérica actualmente se calculan 246,660 casos nuevos por afio
(29% de los casos de cancer) y 40,450 muertes por ano (14% de las muertes por cancer) en
mujeres (3).

En México, su incidencia ha ido en aumento, de 21.4 por cada 100,000 mujeres en el 2007 a
28.7 por cada 100,000 mujeres de 20 anos y mayores en el ano 2014. Para el 2013, el cancer
de mama fue la principal causa de morbilidad hospitalaria por tumores malignos en mujeres de

20 afios y mas (29.5%) y la segunda causa de mortalidad (14.8%) (4).
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Debido a que las tasas de supervivencia y mortalidad son influidas directamente por el estadio
clinico al momento del diagndstico (5,6), se han tratado de implementar programas para la
deteccién temprana del cancer de mama, tales como la auto-exploraciéon y el tamizaje por
estudio mamografico, sin embargo, a pesar de los esfuerzos realizados, en nuestro pais es

frecuente detectar cancer de mama en estadios localmente avanzados o sistémicos (7).

Cancer de mama localmente avanzado

El cancer de mama localmente avanzado, incluye a las pacientes con una significativa
afectaciéon del volumen mamario, con un tumor de tamano variable (tumores que usualmente
miden mas de 5 cm), asociado a edema, que infiltra la piel, ulcerandola o no y que infiltra los
ganglios linfaticos regionales (8).

Existe evidencia de la gran heterogeneidad en este grupo de tumores, ya que puede incluir
tumores de gran tamafio con infiltracion local, sin agresividad sistémica y sin afectacion
ganglionar, o bien, tumores pequefios de crecimiento rapido y escasa afectacion local, pero con
grave diseminacién hacia los ganglios linfaticos. Dada la heterogeneidad antes descrita, la
mejor clasificacion de estos tumores para su estudio adecuado e interpretacion de los
resultados, es la de estadios clinicos (9,10). De acuerdo con el sistema de estadificacion TNM
del American Joint Committee on Cancer (11) (Anexo 1) el cancer de mama localmente
avanzado se define como enfermedad de etapa Ill y es representada por el estadio IlIA
(TON2MO; T1/2N2MO; T3N1/2M0), estadio IlIB (T4NO—2MO) y estadio IIIC (TcualquieraN3MO).
Entre estas formas de cancer de mama localmente avanzado, los pacientes en estadio IlIA
(T3N1MO) se considera que tienen cancer de mama quirdrgicamente resecable, mientras que
las otras formas se consideran inoperables (12). En algunos casos, la definicion de cancer de
mama localmente avanzado se amplia para incluir pacientes con estadio clinico 11B, con tumor
primario 25 cm y sin involucro de ganglios linfaticos (T3 NO) (13), sin embargo, la mayoria de

los expertos consideran que las pacientes con estadios IIB—IlIIA (T3 NO-1) tienen tumores de
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mama grandes operables, en contraste con los casos verdaderamente no operables con
inflamacién y/o involucro extenso de la piel, ganglios linfaticos fijos o muy voluminosos y/o
involucro de ganglios linfaticos supraclaviculares o0 mamarios internos (14).

El carcinoma de mama inflamatorio es un subtipo uUnico de cancer de mama localmente
avanzado (8.5% de los casos), con un curso clinicopatolégico distintivo. Se caracteriza por un
tiempo de progresion rapido, con una alta probabilidad de metastasis regionales y a distancia al
momento del diagndstico y pobre prondstico a pesar de tratamiento multiple agresivo. Su
diagnostico es clinico y esta basado en algunos hallazgos como dolor, edema, eritema y un
crecimiento rapido de la mama, acompanado de ‘piel de naranja’. En la mayoria de los casos
estos signos no se acompafian por una masa palpable, llevando a retraso en el diagndéstico.
Evidencia reciente sugiere que este tipo de cancer de mama representa una entidad distinta
comparada con otras formas de cancer de mama localmente avanzado (13,14).

La prevalencia del cancer de mama localmente avanzado es muy variable y depende del lugar,
nivel cultural y social; por ejemplo, en paises desarrollados donde el tamizaje es mayor, se
registra solo en el 10 al 20% de los casos, mientras que en paises en vias de desarrollo como
el nuestro, se presenta en el 30 a 60% de los casos (15,16).

De acuerdo al Registro Histopatolégico de Neoplasias Malignas (RHNM), en México un gran
porcentaje de las pacientes con cancer de mama se diagnostican en el estadio Il (34.4%) y
estadios lll y IV (42.1%) de la enfermedad, es decir en estadios localmente avanzados y
sistémicos (7). El 48% del cancer de mama localmente avanzado se da en mujeres mayores de
60 afios de edad e incluye tumores de lenta evolucion (16).

Segun los datos reportados por Vigilancia, Epidemiologia y Resultados Finales (SEER) del
Instituto Nacional del Cancer en Estados Unidos de América, las tasas de supervivencia a 5
afnos en pacientes con estadios IlIA y IlIB son de 52% y 48% respectivamente, y la mediana de
supervivencia para el estadio lll es de 4.9 afios (11,17). En cuanto a la supervivencia a 10
anos, las tasas van de 30—-40% (13).
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En relacién al diagndstico del cancer de mama invasivo, los métodos de rutina utilizados para
estudiar la extension de la enfermedad son el examen clinico, mamografia y ultrasonido. En un
numero importante de casos, la verdadera extension de la enfermedad es subestimada,
particularmente en cancer lobular invasivo. La resonancia magnética es la técnica mas precisa
para determinar el tamafio del tumor, para detectar la presencia de multiples regiones de
invasion ipsilaterales o concurrentes contralaterales. Sin embargo, la resonancia magnética
identifica un numero significativo de falsos positivos que requieren posterior investigaciéon. La
incidencia de tumores multifocales evidenciados por resonancia magnética es mas alta que las
tasas de recurrencia locales observadas después de cirugia conservadora y radioterapia (18).
En cuanto a los factores prondsticos en cancer de mama localmente avanzado, estos son
similares a los de la enfermedad en estadios tempranos, siendo el involucro de ganglios
linfaticos y el tamano del tumor los mas importantes (13). El 20 a 30% de las pacientes con
ganglios negativos presentan recurrencia dentro de los primeros 10 afios, mientras que
recurren el 70% de los pacientes con ganglios axilares positivos. La supervivencia esta
directamente relacionada con el numero de ganglios linfaticos involucrados, aquellas pacientes
con 4 o mas ganglios afectados tienen un peor pronéstico (13,19).

Con respecto al tamafio del tumor, un estudio reporté que pacientes con tumores mayores a 6
cm tienen una tasa de supervivencia menor a 5 afios (57%) comparado con pacientes con
tumores entre 5y 6 cm (72%) (20). Otro estudios reportaron tasas de supervivencia de 16%,
36% y 65% para pacientes con tamafo de tumor mayor a 10 cm, 5-10 cm y menores a 5 cm,
respectivamente (21,22).

Histolégicamente, el cancer de mama se divide en in situ (ductal y lobular) e invasivo, siendo el
mas frecuente el carcinoma invasivo sin un tipo especial. Los otros tipos de tumor son tipos
morfolégicamente diferentes que incluyen el lobular invasivo, tubular, mucinoso, carcinoma
metaplasico y carcinoma con caracteristicas medulares, neuroenddcrinas o apécrinas (19,23).
En cuanto a la relacion entre los tipos histolégicos y los niveles de expresién de los receptores
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de estrégenos, en un estudio realizado recientemente se observé que en el carcinoma lobulillar
invasivo algunas enzimas del metabolismo de estrégenos se encuentran en concentraciones
mas bajas comparadas con lo reportado para el carcinoma ductal invasivo, como la sulfatasa
de estrégeno y la 17-hidroxiesteroide deshidrogenasa 1; mientras que otras enzimas como la
sulfotransferasa de estrégeno y la 17-hidroxiesteroide deshidrogenasa 2 se encuentran mas
elevadas en el carcinoma lobulillar invasivo. En cuanto a las concentraciones en tejido de
estrona y estradiol, en el carcinoma lobulillar fueron menores que en el ductal y la gran mayoria
de genes de respuesta a estrogeno tuvieron la tendencia a estar con expresiéon mas baja en el
carcinoma lobulillar, a diferencia de la expresion de FOXP1 que fue mayor en carcinoma
lobulillar invasivo. En estudios previos se ha visto que la expresion de FOXP1 correlaciona
directamente con la expresion de ERa, por lo que este resultado implicaria que ERa se
encuentra mas expresado en carcinoma lobulillar invasivo comparado con carcinoma ductal
invasivo (24).

En todos los carcinomas de mama invasivos, independientemente del tipo histolégico debe
establecerse el grado histolégico ya que es un factor prondstico muy importante. El sistema
mas utilizado para esto es el de Scarff-Bloom-Richardson modificado por Elston y Ellis (Anexo
2) (19,23).

En relacion a la edad, cuando el cancer de mama ocurre en adolescentes y adultos jovenes
(edades entre 15 y 39 afios), tipicamente tiene un peor prondstico y un fenotipo mas agresivo,
el tumor es de alto grado y las pacientes se encuentran en estadios avanzados, pocos tumores
son positivos a receptor de estrogenos y en algunos estudios se ha visto que tienen mayor
expresion de HER2/NEU (25). Las diferencias especificas de la edad en cancer de mama se
han abordado en estudios genomicos a gran escala, con resultados ambiguos. Aunque algunos
estudios sugieren que el cancer de mama en adolescentes y adultos jévenes tiene una biologia
Unica, otros han demostrado que su naturaleza agresiva es el resultado de una alta frecuencia

de subtipos de cancer de mama agresivos en pacientes jovenes. Recientemente, firmas
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génicas relacionadas a estroma han mostrado significancia pronéstica en cancer de mama en
adolescentes y adultos jovenes, sugiriendo que las diferencias en el microambiente del tumor
pueden considerarse diferencias edad-especificas en el comportamiento del cancer de mama
(25).

En un estudio, se demostré que las caracteristicas del tumor en mujeres jovenes fueron
significativamente diferentes de las caracteristicas del tumor en mujeres de mayor edad. Las
mujeres mas jovenes tienen tumores de mayor estadio clinico, mayor tamafo y positivos a

receptor de progesterona (26).

Tratamiento del cancer de mama localmente avanzado

En los ultimos 20 afios, se ha llegado a un consenso en cuanto a terapia multimodal, que es la
combinacion de terapia sistémica, cirugia y radioterapia para el manejo de pacientes con
cancer de mama localmente avanzado. Aunque la secuencia de administracion 6ptima no ha
sido establecida, se cree que el tratamiento sistémico inicial es ventajoso ya que puede
aumentar la tasa de reseccién y conservacion de la mama sin comprometer la supervivencia
(14).

Aun cuando la reseccion quirurgica es la principal modalidad de tratamiento en cancer de
mama, los resultados en el tratamiento de pacientes con enfermedad localmente avanzada no
han sido satisfactorios, por lo que la quimioterapia neoadyuvante o preparatoria permite
convertir algunos casos de cancer de mama inoperables en una enfermedad tratable por medio
de reseccion quirurgica. Actualmente la terapia multidisciplinaria para este grupo de pacientes
provee el control local adecuado, la posibilidad de la conservacibn mamaria, el tratamiento
precoz de la enfermedad micrometastasica y el incremento en la tasa de supervivencia en
estas pacientes (27,28).

La mayoria de las modalidades de tratamiento neoadyuvante se basan en esquemas que

incluyen el uso de antraciclinas (8,22,28—41) con los cuales se han reportado diversas tasas de
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respuesta clinica en el 60 a 90% de las pacientes, las cuales incluyen: reduccién del tumor
primario y de los ganglios linfaticos regionales, respuesta en el tumor primario y no respuesta
en los ganglios linfaticos regionales o viceversa (28,33). No obstante, la respuesta clinica
completa requiere que no exista enfermedad residual a la exploracion fisica y en los estudios
de imagen (mastografia o ultrasonido), tanto en la mama como en los ganglios linfaticos
regionales (8,28,42). Esta respuesta ha sido reportada en el 50 a 66% de las pacientes con
cancer de mama localmente avanzado que han recibido tratamiento neodyuvante con
antraciclinas y se ha observado que la respuesta clinica completa se incrementa
aproximadamente al 80% cuando se agrega algun taxano a la terapia neoadyuvante,
especialmente en los esquemas secuenciales (35-38). Sin embargo, aproximadamente 50% de
las pacientes consideradas con respuesta clinica completa presenta también respuesta
patologica completa, es decir, ausencia de tumor invasor residual (31,39,40).

La valoracion de la respuesta patolégica del tumor mamario y de los ganglios regionales
después de la quimioterapia neoadyuvante ha provisto importante informacion prondstica, ya
que se ha reportado que las pacientes con respuesta patolégica completa, tienen mejor
prondstico debido a mayores periodos libres de enfermedad y mayor supervivencia global al ser
comparadas con las pacientes con respuestas patolégicas incompletas o sin respuesta (41,43—
46).

La valoracion de la respuesta a quimioterapia neoadyuvante es un tema de gran importancia en
el tratamiento del cancer de mama localmente avanzado, ya que permite identificar la
resistencia tumoral y modificar esquemas de tratamiento (47), ademas de proveer una
excelente plataforma para la medicina traslacional, en donde los avances en genética,
gendmica, protedmica y biologia molecular han permitido efectuar investigaciones de diversos
factores predictivos y de prondstico que puedan ser utilizados en la practica clinica para que el

tratamiento del cancer se efectie en una aproximacion mas individualizada, ya que las
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estrategias de tratamiento estandar, en ocasiones resultan en tratamientos innecesarios y

exposicion a efectos colaterales en gran numero de mujeres (48,49).

Biomarcadores en cancer de mama

De forma rutinaria en la practica clinica se utilizan biomarcadores como ERa, PR (receptor de
progesterona) y HER2/NEU (miembro de la familia de receptores del factor de crecimiento
epidérmico 2). Estos biomarcadores permiten predecir la respuesta del tumor con la terapia
hormonal y también se utilizan como factores prondsticos para recurrencia y desenlace a largo
plazo. Cerca de 80% de los tumores de mama son ERa positivos y aproximadamente el 77%
de los tumores ERa y PR positivos responden a terapia hormonal con tamoxifeno o inhibidores
de aromatasa. Sin embargo, 40% de los tumores de mama son ERa positivos y PR negativos,
lo que ocasiona que el tumor responda menos a la terapia hormonal. En cuanto a HER2/NEU,
el 13 a 20% de los tumores de mama son positivos y, de este porcentaje, aproximadamente la
mitad son negativos a ERa y PR; cuando este biomarcador se encuentra positivo es un factor
de mal prondstico y permite predecir una buena respuesta al tratamiento sistémico con
trastuzumab, el cual es un anticuerpo monoclonal especifico anti-HER2. Aproximadamente 10
a 15% de los tumores de mama son negativos para ERa, PR y HER2/NEU por lo que se
denominan triple negativo (23,50,51).

Si bien ERa es un importante biomarcador de respuesta a terapia hormonal en el cancer de
mama, la definicion del estado del receptor de estrogenos en el cancer de mama se ha vuelto
mas compleja desde que se descubrid que existen dos tipos de receptores de estrégenos: ERa
y ERB (52).

En la glandula mamaria madura, ERp se encuentra mas ampliamente expresado en células
epiteliales y células estromales, incluyendo fibroblastos y células endoteliales, mientras que

ERa se observa en células epiteliales. Al realizar inmunohistoquimica la positividad de ERp ha
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sido de 50-70% en tumores con cancer de mama (53). Varios estudios han sugerido que la
funcion de ERp puede ser la de un factor inhibidor de carcinogénesis, porque su expresion se
ha observado reducida en tejido tumoral de mama al compararlo con tejido sano o con
enfermedad benigna de la mama (54). Se ha encontrado que el 94% de células normales de
mama, el 76.7% de células de hiperplasia ductal, el 70% de células de carcinoma ductal in situ
y el 60% de las células de cancer invasivo, expresan ERp (53).

Con respecto a la funcidon de ERB, se ha observado que cuando ERa actua como activador
transcripcional de elementos de respuesta a estrégeno, la funcién de ERa es suprimida por
dimerizacién con ERp (53). En cuanto a la expresion de ERp en relacion con ERa, el tipo de
tumor que se observa con mas frecuencia, en cerca del 60% de los casos, es el que presenta
ERa y ERp positivos; mientras que los fenotipos ERa negativo/ERp positivo, ERa positivo/ERf
negativo y ERa negativo/ERpB negativo tienen una frecuencia similar que oscila entre 10-20%
(54).

A la fecha muchos investigadores han tratado de definir el significado de la expresion de ERpB
como un factor pronéstico y si bien ha habido resultados con gran variabilidad en los estudios
debido al uso de diferentes anticuerpos, tamanos de muestra muy pequefios o diferentes
criterios para la interpretacion de la inmunohistoquimica, todos han encontrado que ERf
correlaciona con un buen pronéstico (53,55,56). Sin embargo, hablando especificamente de
una de las isoformas de ERp, se ha reportado que ERB1 positivo se asocia con tumores de
mama mas agresivos, como los HER2 positivos y triple negativos (57).

Lo antes mencionado se ha observado en relaciéon a la expresion de ERp en localizacion
nuclear; sin embargo, es importante resaltar también el papel de ERp citoplasmico como factor
pronéstico en cancer de mama (57-61). En un estudio realizado por Shaaban y cols., se
observé que la localizacion de la isoforma ERB2 determinaba el prondstico, ya que su

expresion nuclear predijo una buena respuesta clinica, mientras que la expresion citoplasmica
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predijo una peor supervivencia global (58).

Un estudio de cohorte en la que se incluyeron 911 pacientes, reporté que cuando se consideré
ERpB como positivo en muestras con >10% de nucleos tefidos, se asociaba a ERa (p<0.0001),
pero no se encontrd asociacion con la supervivencia global ni con periodo libre de enfermedad.
Cuando se considerd positivo en base a >75% de nucleos tefidos, ERp se asocié con la
expresion de ERa y PR, grado histolégico bajo, menor tamano tumoral y ausencia de
afectacién de ganglios linfaticos (p=0.03) (62). En el analisis de supervivencia, se encontroé que
la expresion de ERP se asociaba inversamente con el periodo libre de enfermedad
(LogRank P=0.0005, HR 0.62: 95% CI 0.42-0.90; p=0.013). En el andlisis estratificado por
quimioterapia, la expresion de ERP se asocié significativamente con un menor riesgo de
recurrencia en los sujetos que recibieron quimioterapia (Log RankP=0.0005, HR 0.31: 95% CI
0.15-0.63; p=0.001) (62).

Ademas de ERB1 y ERP2, existen otras 3 isoformas del ERB. ERB3 parece estar restringida a
testiculo, mientras que ERB4 parece no existir en mama y ERB5 si se encuentra altamente
expresada en mama, aunque sélo se ha encontrado asociada su expresion a nivel nuclear con
la supervivencia de las pacientes si se tifien >65% de las células nucleares y a nivel
citoplasmico su inmunorreactividad es muy poco frecuente (53,58).

Ademas de los biomarcadores antes mencionados, dada la considerable importancia del
cancer de mama en salud publica, es crucial identificar nuevos biomarcadores con el potencial
de mejorar el diagnostico temprano y predecir el pronéstico de las pacientes, resistencia a
tratamiento y opciones de tratamiento. A pesar de los numerosos articulos publicados sobre
biomarcadores en cancer de mama, solo estan disponibles muy pocos biomarcadores
confiables para uso en la practica clinica.

La deteccion del cancer de mama en etapas tempranas es muy importante, ya que es mas

curable que la enfermedad metastasica; de igual manera, es importante el poder predecir la
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ocurrencia de metastasis antes de que se manifieste en las pacientes. A la fecha, varios
biomarcadores potenciales han cobrado atencion en relacibn a esos dos aspectos: la
combinacion de uPA (sistema activador del plasmindgeno dependiente de urocinasa, PAI
(inhibidor de activador de plasminégeno) y TF (antigeno Thomsen-Friedenreich) para
diagnostico temprano; mamaglobina, osteopontina, snail, twist, Zeb-1, FGFR (receptores de
factores de crecimiento de fibroblastos), PTEN y SIRT para prediccion de enfermedad
metastasica (63).

De igual manera, es importante encontrar biomarcadores predictivos para determinar el
tratamiento adecuado para cada paciente especifico en el momento adecuado. Algunos
biomarcadores potenciales que se han estudiado son: Citocromo P450 2D6 (CYP2D6),
fosfatidilinositol-4,5-bifosfonato-3-cinasa (PIK3CA), receptor alfa del acido retinoico (RARA),
transductor de sefial y activador de transcripcion 3 (STAT3), TIMP-1 y Lin28 (63).

También se han estudiado los miRNAs, como potenciales biomarcadores, ya que la expresion
de uno solo de ellos puede variar entre los diferentes tejidos y los tumores tienen patrones de
expresion unicos, lo que puede explotarse para diagndstico de cancer de mama, prondstico y
respuesta a tratamiento. Varios estudios han indentificado miRNA especificos elevados en
sangre y tejido tumoral en pacientes con cancer de mama. Entre estos se encuentran: miR-21,
miR-155, miR-210, miR-29c, miR-196a, miR-213, miR-191, miR-203, miR-29b and miR-93 que
estan regulados a la alta en tejido tumoral, no asi en tejido sano; mientras que miR-125b, miR-
145, miR-100, miR-10b, Let-7a-2, miR-205, miR-497 and miR-193 se han encontrado regulados
a la baja en tejido tumoral. A pesar de los avances en la comprensiéon de las diferencias de
expresion de los miRNAs, el reto ahora es comprender cuales son las consecuencias de estas
diferencias en cuanto a la mejoria de las herramientas clinicas para diagnéstico, prondstico y
seguimiento del tratamiento de pacientes con cancer de mama (64).

Otros biomarcadores que se han estudiado estan relacionados con la via de PI3K/Akt/mTOR, la
cual se ha encontrado como la via mas alterada en cancer (14,63). También se han estudiado

21



otros biomarcadores relacionados con los mecanismos de regulacion del ciclo celular

involucrados en oncogénesis y desarrollo de resistencia a tratamiento, como CDK 4/6 (14).

BIK (BCL-2 interacting killer)

Nuestro equipo de trabajo cobro interés en el estudio del gen BIK debido a un estudio con el
objetivo de identificar un perfil de expresion génica diferencial en pacientes con cancer de
mama en distintos estadios comparado con sujetos sin cancer de mama mediante
microarreglos de cDNA (65). En ese estudio se observd que de todos los genes relacionados
con apoptosis, tanto pro-apoptéticos como anti-apoptéticos, BIK se encontraba sobreexpresado
en el 90% de las muestras de pacientes con cancer de mama. Debido a esa consistente
sobreexpresion en tejido de cancer mamario, se realizé la validacion de su expresion mediante
RT-PCR e inmunohistoquimica, por lo que nuestro grupo de estudio consideré continuar sobre
esa linea de investigacién por considerarse un buen candidato como posible biomarcador para
cancer de mama (65).

El gen BIK/NBK se localiza en el cromosoma 22q13.3 (MIM: *603392) y codifica para una
proteina proapoptdtica que pertenece a la familia de proteinas BCL-2 por presentar Unicamente
el dominio BH3. Aparentemente la proteina BIK induce apoptosis por la via mitocondrial, sin
embargo también hay reportes de su participacion en muerte celular con caracteristicas
autofagicas. En un estudio realizado por nuestro grupo de investigacién, en donde se
analizaron muestras de tejido canceroso mamario mediante microarreglos de expresion, se
encontré sobre-expresion de este gen en 90% de las muestras analizadas (65). Debido a este
hallazgo y la evidencia de una posible relacion entre los niveles de estrogenos y la expresion
del gen BIK/NBK en cultivos de células MCF-7 que es una linea celular mamaria estrégeno
dependiente (66), se realizé un estudio para determinar la asociacion de la expresion del gen
BIK/NBK a nivel mRNA con la expresion de los receptores de estrégenos alfa en tejido

canceroso mamario, encontrando una correlacion directa y estadisticamente significativa, lo
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que pudiera tener implicaciones clinicas importantes, ya que los pacientes con ERa+ mostraron
mayor expresion del gen BIK/NBK 'y dada la funcion pro-apoptética de este ultimo, esto seria
sugestivo de la activacion de apoptosis en las células cancerosas mamarias mediada por ERa+
(67). Considermos que es posible que los pacientes que muestran mayor expresion de
BIK/NBK tengan una mejor respuesta terapéutica a tratamiento antiestrogénico que aquellos
con menor expresion de BIK/NBK.

En un estudio reciente, se encontré que niveles elevados de mRNA BIK/NBK en tejido
canceroso mamario previo a recibir tratamiento se asocian con una menor supervivencia,
siendo un factor prondstico independiente para recurrencia y muerte. En ese mismo estudio, se
encontr6 que niveles elevados de la proteina BIK se asociaron también con menor

supervivencia global y menor periodo libre de enfermedad (68).

GRP78 (glucose-related protein, 78 kDa)

GRP78 actua en la misma via que BIK en relacion a la apoptosis. Existen reportes en la
literatura donde BIK y GRP78 han mostrado perfiles de expresidén génica y proteica diferencial
en tejido canceroso mamario, ademas de su importante participacion en la fisiopatologia del
cancer (65-67,69-75).

GRP78 localizado en el cromosoma 9q33-q34.1 (MIM: *138120), codifica para GRP78
(glucose-regulated protein, 78 kDa), proteina de union a la cadena pesada de las
inmunoglobulinas (biP), la cual es un regulador importante de la funcién del reticulo
endoplasmico debido a su papel en el plegamiento y ensamblamiento proteico; ademas marca
las proteina mal plegadas para su degradacion y controla la activacion de sensores de estrés
transmembranales del reticulo endoplasmico (76). GRP78 es una proteina chaperona esencial,
por lo que esta expresada constitutivamente en una gran variedad de niveles en la mayoria de
los tipos celulares. La induccion de GRP78 ha sido ampliamente usada como marcador para

estrés de reticulo endoplasmico y de produccion de respuesta a proteinas mal plegadas (UPR).
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Debido a sus propiedades antiapoptéticas e induccion de estrés, GRP78 representa un
componente importante en la supervivencia celular (77). La evidencia demuestra que el
microambiente de los tumores presenta estrés fisioldgico del reticulo endoplasmico y la UPR es
crucial para la supervivencia de las células tumorales expuestas a hipoxia persistente (78). La
sobreexpresion de GRP78 ha sido reportada en muchos tipos de lineas celulares de cancer y
biopsias tumorales, incluyendo cancer de mama (69,70). La induccion de GRP78 en tumores
sélidos puede ser atribuida al estrés generado por la deprivacién de estrogenos y anoxia
debido a la pobre vascularizacion de los tumores, asi como a la alta tasa de utilizacién de
glucosa en células de cancer. Estudios in vitro han mostrado que GRP78 protege a la células
cancerosas de los agentes quimioterapéuticos (70). En un panel de lineas celulares de cancer
de mama, la induccion de GRP78 fue mas prominente en la sublineas resistentes a inhibidores
de topoisomerasa Il como Adriamicina y Etopdsido (71). Los inhibidores de topoisomerasa
estabilizan los complejos de topoisomerasa-DNA, resultando en ruptura del DNA vy
desencadenamiento de la cascada apoptoética, incluyendo la activacién de BAX y caspasa-7
(70,72,73).

En una variedad de lineas celulares de cancer, tumores solidos y especimenes de biopsia de
cancer, incluyendo cancer de mama, el nivel de expresion de GRP78 se ha encontrado muy
elevado, correlacionando con malignidad, metastasis y resistencia a farmacos. GRP78 se
encuentra sobreexpresado en lesiones malignas de mama, no asi en lesiones benignas y se
asocia con resistencia a farmacos (77).

Diversos estudios demuestran que GRP78 confiere resistencia contra apoptosis mediada por
Adriamicina y Etopésido en células de cancer, al menos en parte, a través de la inhibicién de
BAX y activacion de caspasa-7. La fuerte relacion in vitro entre sobreexpresion de GRP78 y el
desarrollo de resistencia a medicamentos dirigidos contra topoisomerasa, sugiere que la
sobreexpresion de GRP78 en tumores puede ser un marcador de resistencia a Adriamicina y
Etopdsido en pacientes con cancer de mama. En un estudio realizado por Lee y colaboradores,
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encontraron que de 127 muestras de tejido canceroso mamario, el 65% sobre-expresaban la
proteina GRP78. En un seguimiento de 16 meses a partir del inicio de la quimioterapia con
Adriamicina, las mujeres que no presentaron expresion de GRP78 tuvieron una probabilidad de
permanecer libres de recurrencia de 0.80, a diferencia de las mujeres que sobre-expresaron
GRP78 en donde la probabilidad de permanecer libres de recurrencia fue de 0.48 (HR, 1.78;
95% Cl, 0.77-4.14) (74,75).

En un estudio reciente en el que se traté de identificar un panel de biomarcadores para
diferenciar el carcinoma ductal subtipo luminal B por estadios tempranos y avanzados, se
encontré que GRP78 se expresaba en mayor cantidad en estadios avanzados comparado con
estadios tempranos (79).

Se ha demostrado que GRP78 y no otras chaperonas de reticulo endoplasmico, forma un
complejo con BIK. La sobreexpresién de GRP78 inhibe a BIK, asi como causa la activacién de
BAX y apoptosis mediada por deprivacidon de estrogenos. Por el contrario, la supresién
endogena de GRP78 mediante siRNA sensibiliza las células de cancer de mama hacia
apoptosis inducida por deprivacion de estrégenos (77).

En el estudio llevado a cabo en México en 2011 por Corres M. y Lépez-Mufioz E., et al. (datos
no publicados), en donde se incluyeron muestras de tejido tumoral de pacientes con cancer de
mama localmente avanzado, se encontrd que la mediana de expresion en porcentaje de las
proteinas BIK y GRP78 de las muestras analizadas (n=15) fue de 40 y 80% respectivamente.
En este mismo estudio se realizé6 comparacion en la expresion de BIK y GRP78 de acuerdo al
tipo de patron de expresion de inmunohistoquimica, con el estadio clinico, al haber requerido o
no radioterapia preoperatoria y al tamafno tumoral. Aunque BIK se expresé en mayor proporciéon
en los casos con factores de alto riesgo, ninguna de las comparaciones fueron
estadisticamente significativas. Con respecto a GRP78 la expresion fue similar en todas las
comparaciones. En mujeres mayores de 40 anos, BIK se expres6 en el 40%, mientras que
GRP78 en el 90%; en mujeres menores de 40 afos, BIK se expreso en el 45% y GRP78 en el
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50%. En cuanto al estadio clinico, sélo hubieron del estadio IIB y IlIA, encontrandose en el
primero una expresion de BIK en el 90% de los casos y de GRP78 en el 100%; mientras que en

el estadio IlIA el 40% de los tumores expresé BIK 'y el 70% expresé GRP78.

BECN1 (Beclin-1)

El gen BECN1 (Beclin-1), con locus en el cromosoma 17921 (MIM: *604378), ha sido
identificado como efector esencial de autofagia celular y se le ha considerado como un nuevo
miembro de la familia de genes BH3-only (80). Debido al incremento observado en la
tumorigénesis espontdanea con proliferacion anormal de células mamarias epiteliales en
ratones con pérdida monoalélica de becn-1 y la presencia de deleciones monoalélicas de
BECN-1 en cancer de mama en humanos, se ha propuesto su funcion como supresor de
crecimiento tumoral (81-83).También se ha reportado un bajo nivel de expresion de BECN1
en lineas celulares de cancer de mama (MCF7) y en tejido epitelial canceroso mamario,
ademas de que el restablecimiento de BECN7 en la linea celular MCF7 inhibe la
tumorigénesis (84). Won y colaboradores recientemente reportaron la disminucion de la
expresion de BECN1 en tejido tumoral mamario comparado con tejido mamario normal
adyacente. En 125 muestras de tejido canceroso mamario invasivo, analizadas por
inmunohistoquimica en microarreglo de tejido, encontraron expresion de BECN1 en 42.4% de
los casos. La expresiéon de BECN1 mostré correlacion inversa con la expresion de la proteina
antiapoptética BCL-2, por lo que es probable que BECN1 juegue un papel importante en la
inhibicion del desarrollo de cancer de mama y que esta inhibicion esté relacionada con la
proteina BCL-2 (85). Por otro lado, hay evidencia de la participacion de la via autofagica, la
cual incluye a BECN1 en la regulaciéon de la respuesta a tratamiento enddcrino en células
cancerosas mamarias (86,87).

Por otra parte, también se ha reportado incremento en la expresion de BECN1 en células de

cancer colorectal y gastrico al ser comparadas con células normales (88).
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Técnicas empleadas para biusqueda de potenciales biomarcadores

Las primeras técnicas a gran escala aplicadas en el campo del cancer fueron los microarreglos
de DNA para analisis de expresiéon de mRNA (RNA mensajero) (89). La protedmica, que es una
caracterizacion a gran escala del complemento proteico de una célula, tejido u organismo (90),
tiene el potencial de complementar y aumentar la informacion generada por la genémica en el
cancer de mama, ya que los niveles de mRNA no correlacionan necesariamente con la
abundancia de la proteina correspondiente. Se afiade otra complejidad por las modificaciones
post-traduccionales como fosforilacion o acetilacion, entre otras. Estas modificaciones no son
detectables a nivel de mRNA pero juegan un papel importante en la estabilidad, localizacion,
interacciones y funcién de las proteinas. Ademas, las proteinas representan blancos
terapéuticos mas accesibles y relevantes que los acidos nucleicos (89-91).

La protedmica se puede dividir en protedmica clasica, protedmica estructural y proteémica
funcional; las dos ultimas de interés principal para el disefio de farmacos una vez conocida la
expresion diferencial. La protedmica clasica por su parte tiene la finalidad de encontrar nuevos
biomarcadores, basado en su expresién diferencial. Como parte de ese abordaje, existen
técnicas para separacion (electroforesis y cromatografia), identificacion (espectrometria de
masas) y validacién de proteinas (Western Blot e inmunohistoquimica) (89-91).

Dado que la finalidad de este estudio no es descubrir nuevas proteinas relacionadas con el
cancer de mama, sino tratar de asociar los niveles de expresion de proteinas ya conocidas
como son BIK, GRP78 y BECN1, la técnica que se utilizara sera inmunohistoquimica en

microarreglos de tejido.

Inmunohistoquimica en microarreglos de tejido
Las técnicas de inmunohistoquimica (IHQ) detectan antigenos en secciones de tejido mediante
reacciones quimicas e inmunolégicas. La inmunohistoquimica es una técnica mediante la cual

se detecta la presencia de un péptido o proteina en una célula o tejido, utilizando un anticuerpo
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(monoclonal 6 policlonal, IgG 6 IgM) especifico contra él. La técnica esta basada en la reaccién
antigeno—anticuerpo y por ello el anticuerpo primario que se utilice debe haber sido generado
en una especie diferente a la que se esta estudiando. La reaccién que se produce sélo es
visible si el anticuerpo esta marcado con una sustancia que absorbe o emite luz o produce
coloracién (92). En las técnicas de inmunoperoxidasa se utilizan como marcadores enzimas
capaces de hacer cambiar de color a un sustrato incoloro. Por ejemplo, las enzimas mas
frecuentemente utilizadas son peroxidasa y fosfatasa alcalina y los sustratos diaminobenzidina
(color café), aminoetilcarbazol (color rojo) y nitroazul de tetrazolio (color azul). Estos
marcadores pueden unirse (conjugarse) directamente al anticuerpo primario o bien
indirectamente mediante otros anticuerpos secundarios o sustancias como biotina o proteina A
(93).

Esta técnica es altamente sensible y especifica, y puede detectar una amplia variedad de
antigenos en multiples especies. La IHQ tiene el potencial de tefir o demostrar un rango casi
ilimitado de componentes de un tejido, sin embargo se necesita ser muy riguroso en la técnica
desde la adquisicién del espécimen, fijacion del tejido, tincion, interpretacién y reporte de los
resultados. Actualmente, la inmunohistoquimica se puede llevar a cabo de forma manual o
mediante plataformas automatizadas. La ventaja de realizarlo de forma automatizada es que se
garantiza una mayor consistencia y calidad (92,93).

Ante la necesidad de identificar nuevos marcadores moleculares con potencial significado
clinico de forma mas rapida, se han empleado técnicas de alto rendimiento y a la larga ha
llevado al desarrollo de abordajes que permitan validar de forma mas rapida y en un gran
numero de muestras. Una de estas técnicas, el microarreglo de tejidos (TMA) fue descrita hace
20 afios, y en 1998 fue modernizada. Esta técnica permite el andlisis simultaneo, a nivel de
DNA (mediante hibridacién in situ con fluorescencia), mMRNA (mediante hibridacién in situ), o
proteinas (inmunohistoquimica), de hasta 1,000 muestras de tumor arregladas en una laminilla.
Consiste en obtener cilindros de 0.6 mm de didmetro de bloques de tejido embebido en
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parafina, los cuales son colocados en un nuevo bloque de parafina que luego es cortado en
secciones muy delgadas (100 a 200 por bloque) para su analisis (89). A todas las muestras se
les puede realizar de forma simultanea una inmunohistoquimica con un antigeno especifico y
se pueden analizar morfolégicamente. La inmunotincidon es interpretada posteriormente,
mediante una escala o puntuacién. Las ventajas de esta técnica comparada con la
inmunohistoquimica en secciones de tejido completas es que consume menos tiempo, es
menos laboriosa y mas econdmica, y todas las muestras son analizadas en condiciones
experimentales similares lo que lleva a obtener datos mas reproducibles y rigurosos (89,92). A
pesar de esto, se ha criticado la representatividad de una pequefia muestra (de 0.6 mm de
diametro) con respecto a un tumor potencialmente heterogéneo, comparado con una seccion
clasica de tejido mas grande. Sin embargo, varios estudios han demostrado una excelente
concordancia para inmunohistoquimica cuando se han seleccionado dos 0 mas muestras de
tejido de forma cuidadosa por un patélogo, al momento de realizar el microarreglo de tejido
(89). De igual forma, se ha criticado la interpretacion de las inmunohistoquimicas al llevarse a
cabo de forma manual, en relacién a la subjetividad y reproducibilidad. Actualmente existen
programas para el analisis e interpretacion cuantitativa y automatizada de las

inmunohistoquimicas que han vuelto este proceso mas objetivo y reproducible (89,92).

Asi, debido a la evidencia cientifica y a la creciente necesidad de marcadores de prondstico,
que permitan identificar grupos de pacientes con buen y mal prondstico que puedan
beneficiarse de ciertas terapias, decidimos evaluar el valor pronéstico de la expresion proteica
de BIK, BECN1 y GRP78 mediante inmunohistoquimica, considerando como el primer evento
de desenlace la respuesta clinica y patoldgica, y como segundo evento de desenlace la

supervivencia a 3 afos, en un grupo de pacientes con cancer de mama localmente avanzado.
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JUSTIFICACION

En México y en el mundo, el cancer de mama ocupa uno de los primeros lugares de incidencia
entre todos los tipos de cancer y también es una de las primeras causas de mortalidad.

A pesar de los esfuerzos llevados a cabo en nuestro pais, para tratar de hacer un diagndstico
temprano de este cancer, a diferencia de lo que se observa en paises desarrollados, se
observa todavia una alta frecuencia de mujeres con cancer de mama en estadios localmente
avanzados al momento del diagnostico, de ahi la importancia de llevar a cabo estudios en este
grupo de pacientes.

Existe evidencia que el estudio de la expresion de proteinas en tejido canceroso mamario
puede proveer informacion util para descifrar las vias que participan en el inicio, desarrollo y
progresion del cancer.

Con este estudio, pretendemos abordar la via de apoptosis mediada por deprivacion de
estrogenos, asi como también la via de autofagia, estudiando tres proteinas involucradas en
éstas, BIK, GRP78 y BECN1, mismas que han demostrado interaccionar entre si en estudios
in vitro, y que se han estudiado in vivo de forma individual a nivel de expresion de mRNA y
también a nivel de proteina, encontrandose resultados contradictorios o paraddjicos a los
observados a nivel de mRNA.

Es por eso que nos planteamos este estudio, en el que pretendemos conocer la forma en la
gue se expresan los biomarcadores BIK, GRP78 y BECN1 en el grupo especifico de pacientes
con cancer de mama localmente avanzado, y su correlaciébn con la respuesta clinica o

patolégica al tratamiento asi como la supervivencia a 3 anos.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer de mama constituye un problema de salud publica a nivel mundial y México no es la
excepcion. Aun cuando se han tratado de implementar programas para la deteccion temprana
del cancer de mama, en nuestro pais es frecuente detectar cancer de mama en estadios
localmente avanzados con una prevalencia del 30 a 60%. El tratamiento para este grupo de
pacientes es multidisciplinario e incluye el uso de quimioterapia neoadyuvante, en donde la
valoracién de la respuesta patoldgica ha permitido identificar la resistencia tumoral y modificar
esquemas de tratamiento, ademas de proveer una excelente plataforma para la medicina
traslacional, en donde los avances en genética, gendémica, protedbmica y biologia molecular han
permitido efectuar investigaciones de diversos factores predictivos y de prondstico que puedan
ser utilizados en la practica clinica para que el tratamiento del cancer se efectie en una
aproximacion mas individualizada.

Aun cuando se han identificado biomarcadores moleculares expresados diferencialmente en
tejido canceroso mamario y tejido adyacente normal, asi como la evidencia de su participacion
en la fisiopatologia del cancer, la traslacion de los datos obtenidos en la investigacion basica a
la practica clinica ha sido mas dificil de lo que se pensaba. En la actualidad se ha convertido en
un objetivo principal en la investigacion del cancer de mama, la identificacion de biomarcadores
que permitan diferenciar a los pacientes con buen pronéstico de aquellos con mal prondstico.

Por esta razon nos planteamos las siguientes preguntas de investigacion.
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PREGUNTAS DE INVESTIGACION

En mujeres con cancer de mama localmente avanzado (estadios IIB, llIA, IlIB y IlIC de acuerdo
al TNM), de los hospitales UMAE HGO No. 4 Luis Castelazo Ayala y HGO No. 3, CMN La

Raza, IMSS:

1. ¢Cual es la asociacién entre la expresion de las proteinas GRP78, BIK, BECN1 y la

respuesta clinica y patolégica a tratamiento neoadyuvante?

2. 4Cual es la asociacion entre la expresion de las proteinas GRP78, BIK, BECN1 y la

supervivencia a 3 afos?

3. ¢Cual es la asociacion entre la expresion de las proteinas GRP78, BIK, BECN1 y otros
factores clinicos o patolégicos de valor prondstico (estadio tumoral al momento del
diagnéstico, numero de ganglios axilares con metastasis, tamano tumoral, estado de los

receptores de estrogeno, progesterona y HER2/NEU)?

4. ;Cual es la asociacion entre la expresion a nivel proteina de GRP78, BIK, BECN1 vy la

probabilidad de recurrencia?
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HIPOTESIS
En mujeres con cancer de mama localmente avanzado (estadios IIB, llIA, IlIB y IlIC de acuerdo
al TNM), de los hospitales UMAE HGO No. 4 Luis Castelazo Ayala y HGO No. 3, CMN La

Raza, IMSS:

+ Existe una asociacion estadisticamente significativa (p<0.05) entre la menor expresion
de GRP78, y la sobre-expresion de BIK y BECN1 en las muestras de tejido tumoral con

la respuesta clinica y patolégica completa.

» Existe una asociacion estadisticamente significativa (p<0.05) entre la sobre-expresion

de GRP78, y menor expresion de BIK y BECN1 con menor supervivencia a 3 afos.

+ Existe una asociacién estadisticamente significativa (p<0.05) entre la expresion a nivel
proteina de BIK, BECN1, GRP78 y otros factores de valor pronéstico reportados en la
literatura y que actualmente son de uso clinico (estadio tumoral al momento del
diagnéstico, numero de ganglios axilares con metastasis, tamafo tumoral, estado de los

receptores de estrogeno, progesterona y HER2/NEU).

» Existe una asociacion estadisticamente significativa (p<0.05) entre la sobreexpresion a
nivel proteina de GRP78 con mayor probabilidad de recurrencia, y entre la
sobreexpresion de BIK y BECN1 con una mayor probabilidad de permanecer libre de

recurrencia.
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OBJETIVOS
En mujeres con cancer de mama localmente avanzado (estadios IIB, llIA, IlIB y IlIC de acuerdo
al TNM), de los hospitales UMAE HGO No. 4 Luis Castelazo Ayala y HGO No. 3, CMN La

Raza, IMSS:

* Medir (mediante inmunohistoquimica en microarreglos de tejido con el sistema
automatizado Ventana Benckmark GX) y asociar la expresion a nivel proteina de
GRP78, BIK y BECN1 con la respuesta clinica y patoldgica de un grupo de mujeres con

cancer de mama localmente avanzado.

* Medir (mediante inmunohistoquimica en microarreglos de tejido con el sistema
automatizado Ventana Benckmark GX) y asociar la expresion a nivel proteina de
GRP78, BIK y BECN1 con la supervivencia a 3 anos de un grupo de mujeres con

cancer de mama localmente avanzado.

* Medir (mediante inmunohistoquimica en microarreglos de tejido con el sistema
automatizado Ventana Benckmark GX) y asociar la expresion a nivel proteina de
GRP78, BIK y BECN1 con otros factores de valor prondstico reportados en la literatura y
que actualmente son de uso clinico (estadio tumoral al momento del diagnéstico,
numero de ganglios axilares con metastasis, tamafo tumoral, estado de los receptores

de estrogeno, progesterona y HER2/NEU).

* Medir (mediante inmunohistoquimica en microarreglos de tejido con el sistema

automatizado Ventana Benckmark GX) y asociar la expresién a nivel proteina de

GRP78, BIK y BECN1 con la probabilidad de permanecer libre de recurrencia.
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ll. MATERIAL Y METODOS

Estudio observacional, analitico y retrospectivo. Se incluyeron 109 muestras de tejido tumoral
embebido en parafina de mujeres con diagndstico de cancer de mama localmente avanzado
(estadios clinicos 1B, IIIA, llIB y IlIC), de los hospitales UMAE HGO No. 4 Luis Castelazo Ayala

y HGO No. 3, CMN La Raza, IMSS que cumplieron los siguientes criterios de seleccion:

CRITERIOS DE SELECCION

CRITERIOS DE INCLUSION
o Muestras de tejido canceroso mamario obtenidas previo al inicio de tratamiento con
quimioterapéuticos o terapia hormonal (moduladores selectivos de receptor de
estrégenos como tamoxifeno e inhibidores de aromatasa).

o Muestras de pacientes con acceso al expediente clinico.

CRITERIOS DE EXCLUSION

¢ Muestras cuya laminilla y/o bloque de parafina fuera de mala calidad.

o Muestras de mujeres con cancer de mama localmente avanzado que hubieran utilizado
anticonceptivos orales o terapia de reemplazo hormonal en los 3 meses previos a la
toma de biopsia de tejido tumoral (de acuerdo al expediente clinico), que estuvieran
recibiendo quimioterapia como parte del tratamiento de otra neoplasia o que tuvieran
sospecha de cancer de mama hereditario.

e Muestras de mujeres con diagndstico de cancer de mama inflamatorio.

CRITERIOS DE ELIMINACION

e Muestras en las que el material de la laminilla era insuficiente para su procesamiento.
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VARIABLES DE ESTUDIO

Variable Definicion conceptual Definicion operacional Escala de Unidad de medicion
medicion
Edad Tiempo transcurrido desde el | Afos que han transcurrido desde el | Cuantitativa Afos
nacimiento de una persona nacimiento de una persona hasta el | continua
diagnostico de cancer de mama
Fecha del Fecha en la que se efectio el Mes y afio consignados en el Nominal (mes) Mes
diagnéstico diagndstico de cancer de mama expediente clinico en la que se Cuantitativa Afo
confirmé el diagnostico de cancer de (afho)
mama localmente avanzado
Estadio clinico | Etapa clinica del cancer de mama Estadio de la enfermedad segun la Ordinal 11B=1
clasificacion TNM A=2
1B=3
C=4
Quimioterapia Tratamiento sistémico previo a la Tratamiento quimioterapéutico utilizado Nominal dicotémica 0=No
neoadyuvante cirugia que puede reducir el previo a la cirugia para cancer de mama 1=Si
tamario del tumor
Tipo de Tipo de tratamiento sistémico Tipo de tratamiento quimioterapéutico | Nominal Antraciclinas=1
quimioterapia previo a la cirugia que puede utilizado previo a la cirugia para cancer Taxanos=2
neoadyuvante reducir el tamafio del tumor de mama Trastuzumab=3
Antraciclinas y taxanos=4
Antraciclinas y trastuzumab=5
Taxanos y trastuzumab=6
Antraciclinas, taxanosy
trastuzumab=7
Tipo Clasificacion del cancer de mama Reporte en expediente de la Nominal Ductal=1
histolégico segun su lugar de origen (ductal o clasificacion histoldgica de cancer de Lobulillar=2
lobulillar), su caracter (in situ o mama Otro (Especificar)=3
invasivo) y patron estructural
Tamafo Medicion directa del tumor en la | Medicion del tamafio del tumor en | Cuantitativa Milimetros
tumoral pieza quirdrgica fresco en tres planos continua
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Ganglios
axilares
metastasicos

Numero de ganglios axilares
positivos para células
cancerosas

Numero de ganglios axilares
positivos para células cancerosas

Cuantitativa discreta

Numero de ganglios
metastasicos

Expresion de
la proteina
BIK

Cantidad relativa de expresién de
la proteina BIK (160
aminoacidos).

Es una proteina proapoptdtica
con dominio BH3

Expresién de la proteina BIK mediante
inmunohistoquimica (reaccion
antigeno-anticuerpo) en bloques de
parafina de tejido canceroso mamario
localmente avanzado

Nominal dicotémica

Escala A

1=tincién débil
2=tincién moderada
3=tincién intensa
Escala B

1=0 a <10%

2=10 a <50%
3=50a 100%

POSITIVO=1 cuando las 2
escalassean203
NEGATIVO=0 Todos los
demas

Expresion de
la proteina
BECN1

Cantidad relativa de expresion de

la  proteina BECN1 (450
aminoacidos).
BECN1 es una proteina que

participa en la regulacién de
autofagia, con un  papel
importante en la tumorigénesis

Expresion de la proteina BEC1
mediante inmunohistoquimica
(reaccion antigeno- anticuerpo) en
blogues de parafina de tejido
canceroso mamario localmente
avanzado

Nominal dicotomica

Escala A

1=tincién débil
2=tincion moderada
3=tincién intensa
Escala B

1=0 a <10%

2=10 a <50%

3=50 a 100%

POSITIVO=1 cuando las 2
escalas sean 20 3
NEGATIVO=0 Todos los
demas
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Expresion de
la proteina
GRP78

Cantidad relativa de expresion de
la proteina GRP78 (654
aminoacidos)

GRP78 pertenece a la familia de
proteinas de choque de calor
(HSP70)

Expresién de la proteina GRP78
mediante inmunohistoquimica
(reaccion antigeno- anticuerpo) en

bloques de parafina de tejido
canceroso mamario localmente
avanzado

Nominal dicotomica

Escala A

1=tincién débil
2=tincion moderada
3=tincion intensa
EscalaB

1=0 a <10%

2=10 a <50%
3=50a 100%

POSITIVO=1 cuando las 2
escalassean203
NEGATIVO=0 Todos los
demas

Expresion de
la proteina
ERB

Cantidad relativa de expresion
de la proteina ERB (530
aminoacidos)

ERB es un factor de transcripcion
de receptores nucleares, forma
homodimeros o heterodimeros
con otros receptores

Expresion de la proteina ERP
mediante inmunohistoquimica
(reaccion antigeno- anticuerpo) en

blogues de parafina de tejido
canceroso mamario localmente
avanzado

Nominal dicotomica

Escala A

1=tincion débil
2=tincién moderada
3=tincién intensa
Escala B

1=0 a <10%

2=10 a <50%

3=50 a 100%

POSITIVO=1 cuando las 2
escalas sean 20 3
NEGATIVO=0 Todos los
demas
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Expresion de Cantidad relativa de expresion de Expresion de la proteina ERa Ordinal Escala A
la proteina la proteina ERa (595 | mediante inmunohistoquimica 1=tincion debil
ERa aminoacidos). (reaccion antigeno- anticuerpo) en 2=tincion moderada
ERa es un factor de transcripcion | bloques de parafina de tejido ?é;t":’;‘;'aog'”tensa
activado por ligandos, compuesto canceroso mamario localmente 1=0 2 <10%
de diversos dominios para la avanzado 2210 a <50%
union de hormonas, DNA vy 3=50 a 100%
activacion de la transcripcion
POSITIVO=1 cuando las 2 escalas
sean203
NEGATIVO=0 Todos los demas
Escala ASCO
Porcentaje de células y grado de
tincion,  considerando  como
positivas aquellas muestras que
tengan el 1% o mas de nucleos de
células tumorales
inmunorreactivos
Expresion de Cantidad relativa de expresién de | Expresién de la proteina PR mediante | Ordinal Escala A
la proteina PR la proteina PR (933 inmunohistoquimica (reaccién antigeno- 1=tincién débil

aminoacidos)

PR es un receptor de esteroides,
que media los efectos fisioldgicos
de la progesterona

anticuerpo) en bloques de parafina de
tejido canceroso mamario localmente
avanzado

2=tincién moderada
3=tincién intensa
Escala B

1=0 a <10%

2=10 a <50%

3=50 a 100%

POSITIVO=1 cuando las 2
escalassean20 3
NEGATIVO=0 Todos los
demas

Escala ASCO

Porcentaje de células y grado
de tincion, considerando como
positivas aquellas muestras
que tengan el 1% o mas de
nucleos de células tumorales
inmunorreactivos
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Expresion de
la proteina
HER2/NEU

Cantidad relativa de expresion de
la proteina HER2/NEU (1255
aminoacidos)

HER2/NEU es miembro de los
receptores tirosina/cinasa de los
factores crecimiento epidérmico

Expresién de la proteina HER2/NEU
mediante inmunohistoquimica (reaccion
antigeno-anticuerpo) en bloques de
parafina de tejido canceroso mamario
localmente avanzado

Ordinal

Escala A

1=tincién débil
2=tincion moderada
3=tincion intensa
EscalaB

1=0 a <10%

2=10 a <50%
3=50a 100%

POSITIVO=1 cuando las 2
escalassean203
NEGATIVO=0 Todos los
demas

Escala ASCO

0 (negativo): No se observa
tincion o la tincién de la
membrana es incompleta y
apenas perceptible en <10% de
las células

1+ (también negativo): tincién
incompleta de la membrana que
es apenas perceptible en >10%
de las células

2+ (dudoso): tincién
circunferencial de la mebrana
completa e intensa en <10% de
las células 0 tincion
circunferencial incompleta o
débil/moderada en >10% de las
células

3+ (positivo):tincion
circunferencial de la membrana
completa, intensa en >10% de
las células
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Respuesta
patolégica a
tratamiento

Respuesta patoldgica posterior a
la quimioterapia neoadyuvante

Ausencia de cualquier evidencia
macroscopicade tumor a la inspeccion
del tejido mamario y ganglios axilares

Nominal

Incompleta=0
Completa=1

Respuesta
clinicaa
tratamiento

Respuesta clinica posterior a la
quimioterapia neoadyuvante

Nula evidencia de tumor o al menos
50% de reduccién en diametros
perpendiculares de las lesiones
medibles, sin desarrollo de nuevas
lesiones; a la exploracidn fisica previo
a la cirugia y posterior al tratamiento
con quimioterapia neoadyuvante

Ordinal

No respuesta= 0
Respuesta parcial=1
Respuesta completa=2

Recurrencia

Reaparicion de una
enfermedad en el mismo
paciente. Tumor maligno que
ha regresado después de un
periodo de tiempo en el que
no era posible detectarlo, al
mismo sitio anatomico o sitio
distante

Reaparicién de una enfermedad en
un mismo paciente. Tumor maligno
de la mama que ha regresado
después de un periodo de tiempo
en el que no era posible detectarlo,
al mismo sitio anatémico o sitio
distante

Cualitativa nominal

SI=1
No=0

Lugar de
recurrencia

Sitio corporal en el que se
detecta la recurrencia de
cancer

Sitio corporal en el que se detecta
la recurrencia de cancer

Cualitativa nominal

1=Local
2=Sistémica

Tiempo de
seguimiento

Tiempo de control de la salud
de un paciente durante el
tiempo después de tratamiento

Tiempo de control de la salud de
un paciente durante el tiempo
después de tratamiento para
cancer de mama

Cuantitativa
continua

Meses
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Estado de Estado de vida al momento de Estado de vida al momento de Cualitativa Vivo= 1
vida al efectuar el seguimiento efectuar el seguimiento dicotomica Muerto=
momento de
efectuar el
seguimiento
Supervivencia Tiempo que un paciente con Porcentaje de pacientes vivos Cuantitativa Porcentaje

cancer sobrevive después del después de 3 anos de seguimiento

diagnostico independientemente de la causa

de muerte

Tabla 1. Variables de estudio. La variable de tiempo de supervivencia se construy6 con base en el tiempo transcurrido entre el
momento del diagndstico y la ocurrencia de la muerte. La variable de censura se definié a partir de las mujeres que sobrevivieron
durante un periodo de 3 afos, y como mecanismo de censura se utilizaron los siguientes criterios: todas las mujeres que
permanecieron vivas hasta el final del periodo de estudio y pérdida de seguimiento (cambio de domicilio no notificado, falta de

seguimiento del tratamiento y muerte por otra causa diferente del cancer de mama).
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CALCULO DE TAMANO DE MUESTRA

Se realizé calculo de tamafio de muestra con la aplicacién JavaStat de javastat.stat.wuv.edu
para comparacion de proporciones y un riesgo minimo a detectar, con un alfa de 0.05 y un
poder del 80%. Se tomd en cuenta el antecedente publicado (74) para el caso de la
expresion de GRP78, y su relacidén con tiempo libre de recurrencia (ya que no hay datos
publicados en relacidn con respuesta patolégica o supervivencia global para GRP78), en
donde el grupo que sobre-expresoé la proteina tuvo una probabilidad de permanecer libre de
recurrencia de 0.48 a los 16 meses de seguimiento y el grupo que no expresd6 GRP78 tuvo
una probabilidad de permanecer libre de recurrencia de 0.80 a los 16 meses de

seguimiento (Hazard Ratio 1.7) (74)

Se calcul6 el tamafio de muestra con una probabilidad de permanecer libre de recurrencia de
0.45 en quienes expresen GRP78 y una probabilidad de permanecer libre de recurrencia de
0.72 en quienes no lo expresen, con un riesgo minimo de detectar Hazard Ratio de 1.5,
obteniéndose una n de 74 para cada grupo de comparacion (con y sin expresion de

GRP78) y con 25% de posibles pérdidas, se requieren 200 pacientes (100 en cada grupo).

ALGORITMO DE PROCEDIMIENTOS

Se incluyeron muestras de tejido tumoral embebido en parafina de mujeres con diagndstico de
cancer de mama localmente avanzado, resguardadas en el archivo de bloques de tejido
embebido en parafina del Servicio de Patologia de la UMAE Hospital de Gineco Obstetricia No.
4 Luis Castelazo Ayala, IMSS y Servicio de Patologia del Hospital de Gineco Obstetricia No.

3, CMN, La Raza, IMSS.
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Se utilizé un formato estructurado de recoleccién de datos disefiado de manera especifica para
el estudio (Anexo 3) y la informacion se obtuvo de los expedientes clinicos de las pacientes, los
cuales se encuentran resguardados en el Archivo de la UMAE Hospital de Gineco Obstetricia
No. 4 Luis Castelazo Ayala, IMSS y Archivo del Hospital de Gineco Obstetricia No. 3, CMN, La
Raza, IMSS. Todas las pacientes atendidas por sospecha de cancer de mama en dichos
hospitales, cuentan con una historia clinica completa en el expediente, con antecedentes
heredofamiliares y personales patoldgicos detallados.

En el caso de que algunas de las pacientes no tuvieran toda la informacién necesaria en el
expediente debido a que hubieran sido referidas a la UMAE Hospital de Oncologia de Centro
Médico Nacional Siglo XXI del IMSS para continuar su manejo y tratamiento, se solicitd
autorizacion para revisar los expedientes correspondientes en el Archivo de la unidad antes
mencionada.

El formato de recoleccion de datos incluyd datos de identificacion de las pacientes,
caracteristicas socio-demograficas (edad, origen y lugar de residencia), caracteristicas del
diagnostico (fecha, estadio clinico basado en la clasificacion TNM, caracteristicas patolégicas
(tipo histologico, numero de ganglios por regidon con metastasis, tamafio tumoral, grado

histoldégico) (Anexo 3).

SELECCION DE LAS MUESTRAS DE TEJIDO

Se seleccionaron los bloques de biopsia de tejido embebido en parafina de tejido canceroso
mamario previo a recibir tratamiento, de mujeres con diagnéstico de cancer de mama
localmente avanzado. Se determind el estadio de cancer de mama (IIB, IlIA, 1lIB y IlIC) con

base en la estadificacion patolégica.
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Para la seleccion de los bloques primero se revisaron las laminillas correspondientes al nUmero
de registro que maneja el Servicio de Patologia, y se ubicé el bloque de tejido embebido en
parafina correspondiente.

Una vez que se seleccionaron tanto la laminilla como el bloque de tejido embebido en parafina,
se solicitd autorizacion al Jefe del Servicio de Patologia del respectivo hospital por escrito, para
utilizar esas muestras con fines del estudio. Cuando se autorizd el permiso, los bloques y
laminillas fueron transportados al laboratorio de Oncologia Molecular de la Unidad de

Investigacion Médica en Enfermedades Oncoldgicas, UMAE Hospital de Oncologia, CMN SXXI.

CONSTRUCCION DE MICROARREGLOS DE TEJIDO

Se revisaron las secciones histologicas tefiidas con Hematoxilina-Eosina (HE) para seleccionar
areas de tejido representativas de tumor. Se construyeron microarreglos de tejidos con el
microarreglador de tejidos ATA 100 de CHEMICON, realizando perforaciones en los bloques de
parafina de 1 mm de diametro que fueron colocadas en un bloque aceptor en una matriz
determinada. Por cada bloque se colocaron muestras por triplicado o duplicado, dependiendo
de la cantidad de tejido disponible; adicionalmente se colocaron tejidos control. Una vez
construido el microarreglo, se cubrié con paraplast a 60°C y se incubé en horno a 60°C por 10
minutos. Posteriormente se realizaron cortes de 4 ym en el microarreglo y se colocaron en

laminillas electrocargadas, como se describe en el Anexo 4.

INMUNOHISTOQUIMICA (Anexo 4)

Para la identificacion de la expresién de ERa, PR y HER2/NEU se utilizaron anticuerpos
VENTANA Breast Markers (Ventana Medical Systems, Inc. Tucson, Arizona, USA); para
identificar las proteinas ERB, BIK, BECN1 y GRP78, se utilizaron anticuerpos especificos:

anticuerpo anti-ERB ab3576, anticuerpo anti-Bik ab54862, anticuerpo anti-Beclin-1 ab51031,
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anticuerpo anti-GRP78 BiP ab21685, de la marca abcam (abcam plc, UK). La identificacién de
marcadores se realizé con el sistema automatizado Benchmark Autostainer (Ventana Medical
Systems, Inc. Tucson, Arizona, USA) y el sistema de deteccion ultraViewDab (Ventana Medical
Systems, Inc. Tucson, Arizona, USA), basado en multimero—peroxidasa de rabano-DAB. El
control negativo fue una muestra en la cual el anticuerpo primario se omitié. Se incluyeron
como controles positivos para BIK tejidos de apéndice, testiculo y rifidn (expresion mediana),
cerebelo y pulmén (expresion baja); para GRP78 se incluyeron como controles positivos tejidos
de cerebelo y testiculo (expresion alta), pulmén, higado, rifién, apéndice y préstata (expresion
mediana) y cérvix (expresion baja); para BECN1 se consideraron como positivos tejidos de
cerebelo, apéndice, pulmdn, rifidn y testiculo (expresién mediana) e higado, préstata y cérvix
(expresion baja). La tincidon inmunohistoquimica de las laminillas fue revisada por dos patologos
los cuales estuvieron cegados a los datos clinicos. Para evaluar ERa, PR y HER2/NEU, se
siguieron las recomendaciones de la ASCO (94,95). Para la evaluacién de los otros
marcadores, la tincién fue graduada por intensidad de la tincion (1, débil; 2, moderada; 3
intensa) y por porcentaje de células tefidas (1, 0 a<10%; 2, 10 a <50%; 3, 50 a 100%). El
indice total de expresion de cada proteina se determind basado en las dos variables previas:

positivo cuando ambas puntaciones fueron >2 y negativo cualquier otra puntuacion.

ANALISIS ESTADISTICO

Se realizd andlisis descriptivo en el que se obtuvieron frecuencias y porcentajes para las
variables nominales y medidas de tendencia central y dispersién para las variables numéricas.
Se evaluaron asociaciones entre caracteristicas socio-demograficas, caracteristicas del
diagnéstico, tratamiento, caracteristicas patoldgicas, caracteristicas de los receptores y
expresion a nivel proteina de BIK, BECN1 y GRP78, usando tablas de contingencia y chi

cuadrada de Pearson o prueba exacta de Fisher asi como correlaciéon de Pearson.
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La asociacién de tiempo a la muerte y expresion de BIK, BECN1 y GRP78 se realiz6 mediante
la técnica de Kaplan-Meier. La supervivencia se determiné a los 3 afios para cada variable. En
el analisis estratificado se utilizé la prueba de log Rank para evaluar las diferencias entre las

curvas de supervivencia. Se utilizé el paquete estadistico SPSS 22.

ASPECTOS ETICOS

Este estudio cumple con los aspectos éticos de investigacion en seres humanos de acuerdo a
los principios de Helsinki, asi como del Reglamento de la Ley General en Salud en materia de
Investigacion para la Salud, Titulo segundo, Capitulo I, articulo 17. Se clasifica como una
investigacion sin riesgo dado que se efectud revision de bloques de parafina de archivo que
contienen tejido procedente de la biopsia realizada a las pacientes como parte del
procedimiento habitual en el diagndéstico patolégico de cancer de mama, ademas de la revisidn
de sus respectivos expedientes clinicos. El protocolo fue aprobado para su realizacion por la
Comisién Nacional de Investigacién Cientifica y Etica con el Nimero: 2013-785-036.

Para proteger la confidencialidad, se asigné un niumero progresivo a cada una de las muestras
de biopsia en tejido mamario, sin dar a conocer datos de identificacién a los técnicos patélogos
qgue realizaron la inmunohistoquimica. EI nombre de los pacientes se abrevid por la primera
letra del nombre y apellidos, y se acompaié del numero que fue asignado a la biopsia de tejido

mamario correspondiente, para ser ingresado a la base de datos.
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IV. RESULTADOS

Se incluyeron en el estudio 109 bloques de tejido embebido en parafina de pacientes con
cancer de mama en estadio localmente avanzado que cumplieron los criterios de inclusién, de
los cuales 52 (39.4%) proceden del Departamento de Patologia, HGO No. 3, CMN La Raza,
IMSS y 57 (43.2%) proceden del Departamento de Patologia, UMAE HGO No. 4 “Luis
Castelazo Ayala”, IMSS.

El promedio de edad de las pacientes fue de 57.3 + 13.2 afos. En cuanto a antecedentes
personales patologicos, 39 (35.8%) tenian hipertension arterial sistémica y 19 (17.4%) tenian
diabetes mellitus. De las 109 pacientes, 7 (6.4%) habian tenido alguna otra neoplasia ademas
del cancer de mama; en 33 pacientes (30.3%) habia antecedentes heredofamiliares de algun
tipo de cancer.

En cuanto a los antecedentes gineco obstétricos, la edad de la menarca fue reportada en 77
pacientes (70.6%) con un promedio de 12.83 + 1.66 afios. En cuanto al numero de gestaciones,
9 pacientes (8.25%) fueron reportadas nuligestas, 76 (69.72%) con una a 11 gestaciones y 24
(22.01%) no se reportaron en el expediente. La edad de la primera gestacion fue reportada en
64 pacientes (58.71%) con un promedio de 22.23 + 5.03 afios. El 73.4% (80 pacientes) ya
habian presentado menopausia y solo 6 (5.5%) habian usado hormonales en algin momento
de su vida.

Respecto a las caracteristicas clinicas relacionadas con el cancer de mama, se encontré que
las clasificaciones T3 y T4 (73.39%) asi como N1 y N2 (80.73%) fueron los mas frecuentes. En
16 casos (14.7%) el tumor no fue palpable, mientras que el tamafio tumoral maximo reportado
fue de 15.3 cm, con un promedio de 3.65 + 3.23 cm. En cuanto a la clasificacion de riesgo por
tamano tumoral, 91 pacientes (83.5%) presentaron tumores menores de 6 cm y 18 pacientes

(16.5%) presentaron tumores mayores de 6.1 cm.

48



De acuerdo a la clasificacion TNM, el estadio mas frecuente fue el estadio IlIA (44%) y IIIB
(36.7%). Al realizar gamagrafia 6sea se reportd sospecha de invasion metastasica en 4
pacientes (3.66%) y al realizar USG hepatico 1 paciente fue reportada como positiva para
metastasis.

En relacién al reporte histopatolégico, 69 pacientes (63.3%) tuvieron tipo histolégico
correspondiente a carcinoma ductal, 25 (22.9%) tuvieron carcinoma lobular, 13 (11.9%)
tuvieron un carcinoma mixto; sélo hubo un caso de carcinoma de tipo mucinoso y otro de

papilar (Figura 1). El grado histolégico mas frecuente fue el lll, en el 45.8% de las muestras.

69

25

13

Ductal .
Lobulillar Mixto

Mucinoso .
Papilar

Figura 1. Tipo histolégico de cancer de mama. Frecuencia absoluta del tipo histolégico de
cancer de mama encontrados en las muestras de tejido de las pacientes incluidas en el estudio.

El promedio de ganglios reportados como positivos a metastasis fue de 4.47 + 5.65, con un
maximo de 36 ganglios. En cuanto a la clasificacion de riesgo por numero de ganglios
metastasicos, 63 pacientes (57.8%) presentaron menos de 3 ganglios y 46 pacientes (42.2%)
presentaron 4 o mas ganglios metastasicos.

De las 109 pacientes, 63 (57.7%) recibieron QT neoadyuvante como parte de su manejo;
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siendo el esquema secuencial el tratamiento mas utilizado (63.4% de las pacientes).

La respuesta clinica se reporté en 62 de las pacientes que recibieron neoadyuvancia, de las
cuales en el 61.29% fue reportada como parcial, en el 19.35% como completa, en el 12.9% con
estatismo, en el 3.22% con respuesta parcial con afectacion ganglionar y en el 3.22% con
progresion.

La respuesta patoldgica se reportd en 62 de las pacientes que recibieron neoadyuvancia, de las
cuales en el 61.29% fue reportada como parcial, en el 29.03% como completa, en el 1.61% con
estatismo y en el 3.22% con progresion.

Con respecto a la supervivencia a 3 anos, 67 (69.7%) de las pacientes permanecié con vida;
ninguna tuvo falta de seguimiento al tratamiento, y ninguna fallecié por otra causa diferente al
cancer de mama. De las 109 pacientes, 15 (13.8%) tuvo recidiva local; mientras que 26 (23.8%)

tuvo recidiva sistémica, siendo mas frecuente las metastasis dseas en el 23% de los casos.

Con los 109 bloques de tejido tumoral mamario embebido en parafina, se contruyeron 6

microarreglos de tejido para posteriormente ser analizados por inmunohistoquimica.

Numero de microarreglo Numero de muestras
EUN-1 22
EUN-2 18
EUN-3 31
EUN-4 28
EUN-5 31
EUN-6 34

Tabla 2. Microarreglos de tejido construidos y numero de muestras. En esta tabla se
observa el numero de muestras contenidas en cada microarreglo. Los microarreglos 1y 2
corresponden a muestras Unicamente de la UMAE HGO No.4 y los microarreglos 3 y 4 a
muestras unicamente de la HGO No. 3 La Raza. En el microarreglo 5 se incluyeron muestras
que se tuvieron que repetir por haberse desprendido durante su procesamiento (elaboracion de
las laminillas electrocargadas con corte de 4um y realizacion de inmunohistoquimica), al igual
que algunas muestras del microarreglo 6.
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A continuacion se presenta la localizacién de cada muestra en el microarreglo, junto con sus

duplicados o triplicados, y los tejidos control utilizados.

Tabla 3. Microarreglo 1

A B [ D E F G 1
1 B11 076-7 B10 13930-7 B11 5664-3 B113736-16 | B112445-3 B11 5988-4 B115788-4 B11 320 Control
apéndice
2 B11 076-7 B10 13930-7 B11 5664-3 B113736-16 | B112445-3 B11 5988-4 B115788-4 B11 320 Control rifién
3 B11076-14 Control B11 6669-1 B11 6496-7 B11 5076-1 B10 14484-6 Control B11 3838
apéndice rinén
4 B11 076-14 Control B11-6669-1 B11 6496-7 B11 5076-1 B10 14484-6 Control B11 3838
apéndice rifon
5 B11 4428-5 B10 13470-15 B11 175-7 B11 6088-2 B114531-7 B11 4430-8 B11 071-4 B11 4076-1
6 B114428-5 B10 13470-15 B11175-7 B11 6088-2 B114531-7 B11 4430-8 B11 071-4 B114076-1
7 | B10 14276-3 B10 14276-3 B11 175-15 B11175-15
Tabla 4. Microarreglo 2
A B C D E F G
1 B12 1222-6 B127118-11 Control rifién B12 3718-5 B12 2087-2 Control pulmén B12-6869-6
2 B12 1222-6 B12 7118-11 Control rifién B12 3718-5 B12 2087-2 Control pulmén B12 6869-6
3 B12 1284-5 B12 1266-3 B12 879-4 B11 11105-2 B114368-4 B12 3466-6 B11 12089-5
4 B12 1284-5 B12 1266-3 B12 879-4 B1111105-2 B114368-4 B12 3466-6 B11 12089-5
5 B12 2283-1 B12 9123-3 B12 6250-12 B12 1373-2 Control cérvix B12 582-10 Control higado
6 B12 2283-1 B12 9123-3 B12 6250-12 B12 1373-2 Control cérvix B12 582-10 Control higado
7 B11 1096-4 B11 1096-4
Tabla 5. Microarreglo 3
A B C D E F G H 1 J
1 4640-11-2 B5531-2-12 B5531-2-12 B6699-12-4 556-12-4 B6368-12-2 | B6368-12-2 B933-12 B4460-12
2 46-4011-2 B5531-2-12 B3683-13-2 B6699-12-4 556-12-4 5527-12-2 B6368-12-2 B2374-12 Blanco
3 46-4011-2 B4565-11-6 B3683-13-2 B6699-12-4 B1305-12- 5527-12-2 B2112-12 5519-12-3 B6591-13-1
1
4 B3450-12-6 B4565-11-6 B1869-11-4 B4342-11-4 B1305-12- 5527-12-2 Control 5519-12-3 B6591-13-1 Control
1 rifion cérvix
5 B3450-12-6 B7326-12 B1869-11-4 B4342-11-4 B944-12-6 B6369-12-2 Control B5152-12-2 | B6591-13-1 Control
testiculo cerebelo
6 B3450-12-6 B7326-12 B1869-11-4 B2850-11-12 B944-12-6 B6369-12-2 Control B5152-12-2 | B6879-13-2 401-12
cerebelo
7 | B3450-12-12 B6088-13-5 B6370-11-6 B2850-11-12 4832-12-2 B6369-12-2 B7417-12 B7417-12 B6879-13-2 401-12
8 | B3450-12-12 B6088-13-5 B6370-11-6 B2850-11-12 4832-12-2
Tabla 6. Microarreglo 4
A B [ D E F G H J K
1 B5034-10 3070-10 3070-10 391-11 391-11 642-10 B12-4027 B6316-11 B6316-11 B3181-13-5 Control rifién
2 B5034-10 B7734-12-3 851-11 391-11 632-11 642-10 B12-4027 883-11 Control B3181-13-5 B7242-11-10
rinén
3 | B6743-11 | B7734-12-3 851-11 1071-10 632-11 642-10 B12-4027 883-11 Control 1044-11 B7242-11-10
cerebelo
4 B6743-11 B4899-11-5 B632-11 1071-10 632-11 877-12-3 B5705-11-1 7421-111 5124-11-5 1044-11 Control
pulmén
5 299-09 B4899-11-5 B632-11 651-11 B3287-10 877-12-3 B5914-11 7421-11-1 5124-11-5 1044-11
6 299-09 5989-10 B5986-1 651-11 B3287-10 877-12-3 B5914-11 7421-11-1 | 2849-11-7 2849-11-7
7 5989-10 5989-10 B5986-1 651-11
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Tabla 7.

Microarreglo 5

A B C D E F G | J K L M N
1 | B5034- B632- 651-11 877-12-3 642-10 B6316- 5124- B6088- | B6088-13- 14608 A 14727 071-4 3718-
10 11 11 11-5 13-5 5 5
2 | B6743- B632- 651-11 877-12-3 642-10 B6316- 5124- B933- 5519-12 14608 A 14747 071-4 3718-
11 1 11 11-5 12 5
3 | 299-09 | 851-11 | B5988- | B3287-10 B12-4027 883-11 | 2849- B4460- | 55192 14608 A | 14920 | 175-15
1 11-7 12
4 | 299-09 | 851-11 | 1071- | B3287-10 B12-4027 883-11 2849- B2374- | B3683-13- | 14466 A | 14920 | 175-15
10 11-7 12 2
5 | 5989- | 3070- | 391-11 | Cerebelo | B5705-11-1 B7421- | 1044- B2112- | B3683-13- | 14466 A | 14954 | 4531-7
10 10 111 11 12 2
6 5989- 3070- 391-11 Testiculo B5705-11-1 B7421- 1044- 401-12 | B1111105- 13821 A 14954 | 4531-7
10 10 11-1 11 2
7 | B4899- | B7734- | 632-11 Pulmén B5914-11-11 B5914- B3181- 401-12 | B1111105- 13821 A 15937 | B11320
11-15 12-3 11-11 13-5 2
8 | B4899- | B7734- B3181- B4565- | B1112089- | B1311634 | 15937 | B11320
11-5 12-3 13-5 11-6 5
9 B7242- B4565- | B1112089- | B1311634 5792 5792
11-10 11-6 5
Tabla 8. Microarreglo 6
A B Cc D E F G H
1 7901-13 559-11 3755-7 5232 5232 1305-12 1305-12 3450-12 Apéndice
2 7901-13 559-11 3755-7 5583-3 7420-11 TM7-2 5531-12 3450-12 Apéndice
3 B13-2429-5 5763-1 5583-3 7420-11 74172 5531-12 4460-12 5152-12
4 | B13-2429-5 5763-1 801-14 4219 6463 2374-12 Testiculo 4460-12 5152-12
5 | B13-2736-6 2083-2 801-14 4219 6463 2374-12 Cerebelo 933-12 Préstata
6 B13-2736-6 2083-2 977-3 48737 6570-5 944-12 Pulmén 933-12 Prostata
7 7474 4902-5 977-3 48737 6570-5 556-12-4 6699-12-4 2112-12
8 7474 4902-5 2636-5 2636-5 556-12-4 6699-12-4 211212

Tablas 3-8. Microarreglos de tejido y distribucion de muestras. En las tablas 3 a 8 se
presentan los seis microarreglos de tejidos construidos, con la distribucion de cada una de las
muestras dentro del microarreglo. Cada muestra ocupa un lugar o spot; ejemplo: muestra 7901-
13 en el microarreglo 6, localizada en el spot A1.

Se realizé el calculo de diluciones de los anticuerpos para cada proteina, quedando de la

siguiente manera:
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Tabla 9. Anticuerpos, concentracion del anticuerpo y dilucién de trabajo.

Anticuerpo Concentracion stock Dilucion
ERB 100 microgramos (1mg/ml) 1/50
GRP78 100 microgramos (1mg/ml) 1 pg/ml
BIK 100 microgramos (1mg/ml) 3 ug/ml
BECN1 0.05 ng/ml 1/50

Una vez hechas alicuotas de cada anticuerpo, se inicio a probar distintas diluciones en tejidos
control hasta obtener la dilucion adecuada para observar un buen contraste en la tincién de

inmunohistoquimica.

Tabla 10. Diluciones durante el proceso de estandarizacion y pretratamiento utilizado.

Dilucién al inicio de Dilucién final | Pretratamiento Tiempo
estandarizaciéon
BECN1 1:100 1:100 CC1 30 minutos
GRP78 1:500 1:500 CcC1 30 minutos
ERB 1:100 1:250 CC1 30 minutos
BIK 1:400 1:250 CC1 30 minutos
HER2 Prediluido Prediluido CC1 30 minutos
PR Prediluido Prediluido CC1 30 minutos
ERa Prediluido Prediluido CC1 30 minutos

CC1: Solucién de acondicionamiento celular 1 (pretratamiento)

Una vez estandarizada la dilucion de cada anticuerpo, se procedié a realizar las
inmunohistoquimicas en las muestras de tejido tumoral de las pacientes, encontrando los

siguientes resultados:

En cuanto a los biomarcadores de uso clinico para cancer de mama, HER2 resulté positivo en
15.5% de las muestras tumorales; ERa fue positivo en 63.3% de las muestras y el receptor de

progesterona, en 48.3%. ERB se expreso en el nucleo en 44.2% de las muestras y a nivel
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citoplasmico en 67.4% de las muestras.
En relacién a los biomarcadores propuestos, BIK resulté positivo en 80.8% de las muestras
tumorales; GRP78 se expreso en 76.7% de las muestras, mientras que BECN1 en 60.7% de

las muestras (Figura 2).

Figura 2. Imagenes de inmunohistoquimica de GRP78, BECN1 y BIK (400x). En la imagen
1a se observa tincion débil (1) de GRP78 a nivel de citoplasma en >10% de las células,
resultado negativo; en 1b se observa tincién moderada (2) de GRP78 en >10% de las células,
resultado positivo; en 1c se observa tincién intensa (3) en >10% de las células, resultado
positivo. En la imagen 2a se observa tincion débil en citoplasma(1) de BECN1 en >10% de las
células, resultado negativo; en 2b se observa tincion moderada en membrana y citoplasma (2)
de BECN1 y en 2c tincion intensa en citoplasma (3), ambas en >10% de las células,
correspondiento a resultado positivo. En la imagen 3a se observa tincion débil (1) de BIK en
citoplasma, resultado negativo; en 3b y 3c tincibn moderada e intensa, respectivamente, en
>10% de las células correspondiendo a resultado positivo.

Se realiz6 analisis de supervivencia por el método de Kaplan-Meier de acuerdo a los factores
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de prondstico de uso clinico reportados hasta la fecha. Al evaluar la supervivencia en funcion
del tamafio tumoral, se observé una media de seguimiento estimada para el grupo de 86
mujeres con tumores <6 cm de 31.84 meses (IC 95% 30.018-33.66) con 19 muertes durante el
seguimiento y para el grupo de 17 mujeres con tumores >6 cm de 26 meses (IC 95% 20.725-
31.275) con 10 muertes durante el seguimiento. Al realizar prueba de Log Rank se obtuvo un

valor de X? de Pearson de 11.189 con una p=0.001 (Figura 3).

Probabilidad de
supervivencia

Figura 3. Supervivencia a 3 afios en mujeres con cancer de mama localmente avanzado
en relaciéon al tamaino tumoral. Curva de supervivencia de Kaplan-Meier, en la cual se
observa que el tamafio tumoral mayor de 6 cm se asocidé con menor supervivencia (p=0.001) a
3 afios (36 meses) en mujeres con cancer de mama localmente avanzado.

Al evaluar la supervivencia en funcién del numero de ganglios metastasicos, se observd una
media de seguimiento estimada para el grupo de 58 mujeres con <4 ganglios de de 31.41

meses (IC 95% 29.079-33.76) con 13 muertes durante el seguimiento y para el grupo de 45
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mujeres con >4 ganglios de 30.25 meses (IC 95% 27.476-33.030) con 16 muertes durante el
seguimiento. Al realizar prueba de Log Rank se obtuvo un valor de X? de Pearson de 1.615 con

una p=0.204 (Figura 4).

Probabilidad de
supervivencia

Figura 4. Supervivencia a 3 afios en mujeres con cancer de mama localmente avanzado
en relacién al numero de ganglios metastasicos. Curva de supervivencia de Kaplan-Meier,
en la cual se observa que la presencia de 4 o0 mas ganglios metastasicos se asocia amenor
supervivencia a 3 afios (36 meses) en mujeres con cancer de mama localmente avanzado.

Al evaluar la supervivencia, respuesta clinica y patolégica en funcion de la expresién de los
ERo de acuerdo a la escala de la ASCO, no se observaron diferencias estadisticamente

significativas (p=0.844, p=0.592,p=0.786 respectivamente) (Figura 5).
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Probabilidad de
supervivencia
Respuesta clinica completa

Figura 5. Curva de supervivencia de Kaplan-Meier mostrando la supervivencia a 3
anos (36 meses), respuesta clinica completa y respuesta patolégica completa en
relacion a la expresion de los ERa. (Escala ASCO) en mujeres con cancer de mama
localmente avanzado. En las curvas se puede observar que no hubo diferencia
estadisticamente significativa en cuanto al tiempo de supervivencia entre las que
expresaron ERa en el tejido tumoral y las que no lo expresaron.

Al evaluar la supervivencia, respuesta clinica y patoldgica en funcién de la expresion de
los PR de acuerdo a la escala de la ASCO, no se observaron diferencias estadisticamente

significativas (p=0.950, p=0.090 y p=0.450 respectivamente) (Figura 6).
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Probabilidad de
supervivencia

Respuesta clinica
completa

Figura 6. Curva de supervivencia de Kaplan-Meier mostrando la supervivencia a 3
anos (36 meses), respuesta clinica completa y respuesta patolégica completa en
relacion a la expresion de los PR (Escala ASCO) en mujeres con cancer de mama
localmente avanzado. En las curvas se puede observar que no hubo diferencia
estadisticamente significativa en cuanto al tiempo de supervivencia entre las que expresaron
PR en el tejido tumoral y las que no lo expresaron.
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Al evaluar la supervivencia, respuesta clinica y patolégica en funcion de la expresion de los
HER2/NEU de acuerdo a la escala de la ASCO, no se observaron diferencias

estadisticamente significativas (p=0.932, p=0.406 y p=0.328 respectivamente) (Figura 7).

Probabilidad de
supervivencia
Respuesta clinica completa

Respuesta patologica completa

Figura 7. Curva de supervivencia de Kaplan-Meier mostrando la supervivencia a 3
anos (36 meses), respuesta clinica completa y respuesta patolégica completa en
relacién a la expresion de los HER2/NEU (Escala ASCO) en mujeres con cancer de
mama localmente avanzado. En las curvas se puede observar que no hubo diferencia
estadisticamente significativa en cuanto al tiempo de supervivencia entre las que expresaron
HER2 en el tejido tumoral y las que no lo expresaron.
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En el analisis de supervivencia, se observé que las pacientes cuyas muestras tumorales
tuvieron una tincion intensa de BECN1 tuvieron una supervivencia promedio de 20.5 meses
comparado con 32.9 y 31.3 meses en quienes tuvieron tincién débil y moderada,

respectivamente (p=0.020) (Figura 8).

Probabilidad de
supervivencia

Figura 8. Curva de supervivencia de Kaplan-Meier mostrando la supervivencia a 3
anos (36 meses) en relacién a la intensidad de tincion de BECN1. La tincién intensa de
BECN1 se asocié con menor supervivencia (20.5 meses), comparado con 32.9 y 31.3 meses
para las tinciones débil y moderada, respectivamente (p=0.020).

En relacién a la respuesta clinica, se encontré un mayor porcentaje de respuesta clinica
completa en quienes expresaban BIK en el tejido tumoral comparado con quienes no lo
expresaban (p=0.029); también se encontré6 un mayor porcentaje de respuesta clinica
completa en aquellas muestras de tejido tumoral con tincién citoplasmica intensa de ERp

(p=0.018) (Figura 9).
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Respuesta clinica completa

Respuesta clinica completa

Figura 9. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier mostrando la respuesta clinica
completa a 3 anos (36 meses) en relacion a la expresion de BIK y ER[ citoplasmico. a)
La expresiéon de BIK se asocidé con mayor frecuencia de respuesta clinica completa (28.9%
comparado con 6.7% en el grupo que no lo expresaba). b) La expresion intensa de ERp
citoplasmico se asocid con mayor frecuencia de respuesta clinica completa (53.8%
comparado con 14.3% en el grupo de expresiéon moderada y 8.3% en el grupo de expresion
leve).

En cuanto a la respuesta patoldgica, la expresion de BIK se asocié con mayor frecuencia de
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respuesta patolégica completa (p=0.005) (Figura 10).

Respuesta patolégica completa

Figura 10. Curva de supervivencia de Kaplan-Meier mostrando la respuesta patolégica
completa a 3 afos (36 meses) en relacion a la expresion de BIK. La expresion de BIK en
las muestras de tejido tumoral de mujeres con cancer de mama localmente avanzado, se
asocio con mayor frecuencia de respuesta patolégica completa (36.8% comparado con 0%
en el grupo que no lo expresaba).

La tincion intensa de BECN1 se asocié con mayor frecuencia de recidiva local y sistémica
(p=0.006 y p=0.044, respectivamente), mientras que la expresion de GRP78 se asocié con

mayor frecuencia de recidiva local (p=0.024) (Figura 11).
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Recidiva local
Recidiva sistémica

Recidiva local

Figura 11. Curva de supervivencia de Kaplan-Meier mostrando la recidiva local y
sistémica a 3 afos (36 meses) en relacion a BECN1 y GRP78. a) La intensidad de tincion
de BECN1, donde la tincion intensa se asocid con mayor frecuencia de recidiva local (50%
en comparaciéon con 14.5% en el grupo de tincién moderada y 11.5% en el grupo de tincion
leve); b) la intensidad de tincion de BECN1, donde la tincién intensa se asocié con mayor
frecuencia de recidiva local (50% en comparacion con 20.4% en el grupo de tincion
moderada y 38.5% en el grupo de tincion leve); c) la expresion de GRP78, donde un
resultado positivo para GRP78 se asocié con mayor frecuencia de recidiva local (79.4% en
comparacion con 0% en el grupo sin expresion).
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V. DISCUSION

El cancer de mama es una entidad heterogénea que en la actualidad representa un
problema de salud publica a nivel mundial y en México, debido a un aumento en su
incidencia y en la tasa de mortalidad (1,2). Por lo que, se ha efectuado mayor énfasis en los
programas de escrutinio; sin embargo a pesar de estas estrategias, un alto porcentaje de
tumores mamarios se diagnostica en etapas localmente avanzadas (30-40%). Lo anterior
repercute directamente en la supervivencia de las pacientes, ya que el estadio clinico en el
que se efectua el diagndstico y se otorga el tratamiento para cancer de mama, se asocia con
la supervivencia global en las pacientes (5—7). De las 109 muestras en nuestro estudio, se
observé que el tamano tumoral mayor de 6 cm puede ser considerado un factor de mal
pronéstico (menor supervivencia) en pacientes con cancer de mama localmente avanzado,
un dato similar al reportado en otros estudios (21,22). Sin embargo, no encontramos
asociacion entre marcadores de prondstico de uso clinico en la actualidad (ndmero de
ganglios metastasicos, ERa, PR y HER2/NEU) con la supervivencia, respuesta clinica y/o
respuesta patoldgica al tratamiento neoadyuvante.

En relacion a GRP78, era de esperar que un incremento en su expresion se asociara con
mal pronéstico, como ha sido reportado por Lee y colaboradores (74,75) y probablemente
con resistencia a tratamiento quimioterapéutico y hormonal (103—-107). En nuestro estudio
no encontramos asociacion de la expresion de GRP78 con la supervivencia, respuesta
clinica, respuesta patolégica o recidiva sistémica, sin embargo si se observé una asociacion
estadisticamente significativa entre su expresion y mayor frecuencia de recidiva local,
incluso en 79.4% al compararla con el grupo que no lo expresaba (quienes no presentaron
casos de recidiva local durante el seguimiento), lo cual confirma el papel que GRP78 juega
en la resistencia a tratamiento en cancer de mama.

Con respecto a la expresion de BIK en tejido tumoral mamario encontramos asociacion

estadisticamente significativa con mayor frecuencia de respuesta clinica y patologica
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completa posterior al tratamiento quimioterapéutico neoadyuvante, lo cual concuerda con los
numerosos reportes que sugieren una funcién pro-apoptética tumor supresora de BIK en
tejidos especificos (96,97). De hecho, varios estudios han reportado que al exponer células
de diferentes tejidos a distintos agentes quimioterapéuticos como Adriamicina, Camptotecina
y Cisplatino, hay un aumento en la expresién de BIK (98-100), e incluso varios reportes han
ligado la ausencia de expresion de BIK con resistencia a agentes quimioterapéuticos durante
el tratamiento (97). Lo anterior puede explicar que las pacientes incluidas en nuestro estudio,
al sobre-expresar la proteina BIK en el tejido tumoral, hayan tenido una mejor respuesta
tanto clinica como patoldgica posterior a recibir quimioterapia neoadyuvante.

Sin embargo, a pesar que a nivel de mRNA tanto en estudios in vitro e in vivo se ha podido
observar este comportamiento de BIK acorde con la funcion pro-apoptoética que se le ha
otorgado, recientemente Pandya y colaboradores reportaron un hallazgo paraddjico de la
expresion de BIK a nivel proteina (101), ya que a pesar que ellos no estudiaron respuesta
clinica y patolégica completa, si reportaron una menor supervivencia global y un menor
periodo libre de enfermedad asociado a la sobreexpresion de BIK. Es probable que la
discrepancia en estos hallazgos pueda ser explicada por el involucro de variables como el
estadio clinico de las pacientes incluidas en el estudio, la edad, estado de menopausia,
entre otras. En relacidon a la variabilidad dada por el estadio clinico, en un estudio llevado a
cabo en lineas celulares de cancer de mama (102) donde se incluyd la linea celular MCF-7
(considerada representativa de estadios Ill pre-metastasicos) y la linea celular MDA-MB-231
(representativa de estadio IV metastasico), se observé que la localizacién de BIK en esta
ultima linea celular en vez de estar localizada en el citosol (donde se esperaria por su
localizacion a nivel de reticulo endoplasmico), se observo inicialmente en nucleo y al recibir
Cisplatino, se produjo un cambio de localizacion hacia el citosol.

De esta manera, nuestros hallazgos sugieren un potencial valor prondstico de BIK a nivel de

proteina que amerita mayor estudio abordando no sélo su nivel de expresion en células
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tumorales de cancer de mama, sino también su interaccién con otras proteinas de la via de
apoptosis y de autofagia en las cuales participa, su localizacion celular en relacién a los
estadios clinicos del cancer de mama y también su co-localizacion con proteinas ya
descritas como GRP78 y BCL-2 que se sabe intervienen en la regulacion de BIK (96). Por
otro lado, también resulta interesante considerar a BIK en la propuesta de estrategias
terapéuticas que al lograr incremento en su expresion, pudieran mejorar la respuesta a
tratamiento e incluso la supervivencia de las pacientes con cancer de mama. En este
sentido, en un trabajo previo realizado por nuestro grupo de investigacion encontramos
correlacion estadisticamente significativa entre la expresién de BIK/NBK a nivel mRNA con
la expresion de ERa a nivel proteico en muestras de tejido canceroso mamario, por lo que
propusimos la posibilidad de una mejor respuesta a tratamiento hormonal en pacientes con
sobre-expresién de BIK/NBK. Ademas, el observar una expresion reducida de BIK/NBK en
pacientes con ERa negativos pudiera indicar la participacién de BIK/NBK en la regulacién de
la resistencia a terapia antiestrogénica (67).

Fu y colaboradores resportaron que adicionalmente GRP78 conferia resistencia a la
apoptosis inducida por la deprivacion de estrogenos en células de cancer de mama a través
de un mecanismo mediado por BIK (77). Asi BIK, también pudiera ser considerado como
blanco terapéutico, dado que sus niveles de expresion pueden incrementarse por la
inhibicion de GRP78, inhibidores de proteasoma y doxorubicina, con lo cual también pudiera
esperarse un incremento en la eficiencia del tratamiento hormonal antiestrogénico.

En cuanto a la expresion de BECN1 en tejido mamario de cancer de mama, encontramos
asociacion estadisticamente significativa con menor supervivencia global y con recidiva tanto
local como sistémica. Dado que la mayor funcion de BECN1 es inducir muerte celular, se
esperaria una disminucion en la expresion proteica de BECN1 en tejido canceroso, sin

embargo, un estudio realizado por Ahn y colaboradores (88), reportaron un incremento en la
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expresion proteica de BECN1 en células de cancer colorectal, lo cual al igual que en nuestro
estudio, podria ser interpretado de diversas formas. Primero, la expresiéon de BECN1 puede
contribuir a la induccion de la muerte celular autofagica y producir presion selectiva para
anular la muerte celular durante el desarrollo y progresién del cancer; de esta forma es
posible que las células de cancer seleccionadas puedan tener mecanismos de resistencia
contra la muerte celular autofagica dependiente de BECN1. En segundo lugar, la expresién
elevada de BECN1 puede ser un mecanismo intacto que trata de contrarrestar a los factores
promotores de crecimiento celular; desde esa perspectiva, la sobreexpresiéon de BECN1 en
cancer puede no necesariamente contribuir a la carcinogenésis por si misma.

Los hallazgos obtenidos en nuestro estudio parecen sugerir que la inhibicién de la autofagia
y no la estimulacién de la autofagia en pacientes con sobreexpresion de BECN1, pudiera
conducir a la muerte de células en cancer de mama localmente avazado, por lo que es
necesario extender el estudio a otros estadios clinicos de la enfermedad y diversos
inmunofenotipos de cancer de mama.

Por ultimo, en relacion a la expresion de ERp citoplasmico, a diferencia de lo reportado por
Shaaban y colaboradores(58), encontramos asociacién de la expresion intensa de ERp
citoplasmico con mayor frecuencia de respuesta clinica completa, sin embargo es importante
mencionar que los anticuerpos utilizados en el estudio de Shaaban y cols. eran especificos
para la isoforma ERP2, cuya sobre-expresion se asocid con peor supervivencia global,
mientras que en nuestro estudio el anticuerpo utilizado para identificar ERB no permitia
identificar cada una de las isoformas de este receptor. Por lo que es pertinente realizar la
evaluacion de la expresion de las diversas isoformas de este receptor, ya que incluso
Shaaban y colaboradores sefialaron que las otras isoformas que estudiaron (ERB3 y ERB5)

no se asociaron con la supervivencia global (58).
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VI. CONCLUSIONES

En conclusion, en nuestro estudio observamos que en mujeres con cancer de mama
localmente avanzado, la expresion de GRP78 se asocia con mayor frecuencia de recidiva
local y probablemente con resistencia a tratamiento. Tanto la expresién de BIK como la de
ERp citoplasmico se asocian con mayor frecuencia de respuesta clinica completa; mientras
que solo la expresiéon de BIK se asocia con mayor respuesta patologica. La expresion de
BECN1 se asocia con una peor supervivencia global, y recidiva tanto local como sistémica.
Es necesario continuar el estudio de éstas y otras proteinas que participan en la activacién
de respuesta a proteinas mal plegadas y regulacion de la autofagia y apoptosis, con la
finalidad de identificar patrones de expresién en el grupo de proteinas que conforman estas
vias, que permitan predecir respuesta a terapia hormonal y quimioterapéutica, asi como
recurrencia y supervivencia en mujeres no solo con cancer de mama localmente avanzado,

sino también en otros estadios clinicos.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO 1. ESTADIFICACION TNM DE CANCER DE MAMA

Tumor primario

Las definiciones para clasificar el tumor primario (T) son las mismas para la clasificacion

clinica y patoldgica. Si las mediciones son hechas por exploracion fisica, el médico debe

usar los estadios mayores (T1, T2 o T3). Si se realizan otras mediciones tales como la

mamografia o estudio histopatoldgico puede usarse los subgrupos de los estadios mayores

(11).

Tx El tumor primario no puede ser evaluado

T0 No hay evidencia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ

Tis (DCIS) Carcinoma Ductal in situ

Tis (LCIS) Carcinoma lobular in situ

Tis (Paget) Enfermedad de Pager del pezén sin tumor

T1 Tumor de 2 cm o menor

T1mic Microinvasion de 0.1 cm o menos

T1a Tumor mayor de 0.1 cm y menor de 0.5 cm

T1b Tumor mayor de 0.5 cm y menor de 1 cm

Tic Tumor mayor de 1 cm y menor de 2 cm

T2 Tumor mayor de 2 cm y menor de 5 cm

13 Tumor mayor de 5 cm

T4 Tumor de cualquier tamano con extension a pared toracica o piel
T4a Extension a pared toracica sin incluir musculo pectoral

T4b Edema (incluye piel de naranja) o ulceracion de la piel de la mama
T4c Ambos T4ay T4b

T4d Carcinoma inflamatorio

77




78



79



ANEXO 2. SISTEMA SCARF-BLOOM-RICHARDSON MODIFICADO PARA DETERMINAR

GRADO HISTOLOGICO.

En este sistema, el puntaje se asigna de acuerdo a la proporcion de formacién de tubulos
correspondiendo un punto si el 75% o mas del tumor presenta tubulos, dos puntos si el 10-
75% del tumor tiene formacion de tubulos y 3 puntos si la formacion de tubulos es menor a
10%.

El grado nuclear, otorgandose un punto si el nucleo es pequeiio pero muy similar a un
nucleo normal, dos puntos si el nucleo es mayor que uno normal y presenta cromatina en
grumos y 3 puntos cuando el nucleo tiene una variacion marcada en forma, tamafo y patron
de la cromatina con dos 0 mas nucléolos.

El numero de mitosis, asignandose un punto para 0-9 mitosis por 10 campos de gran
aumento, dos puntos para 10 a 19 mitosis y tres puntos para 20 0 mas mitosis.

El puntaje total permite conocer el grado histolégico; para un puntaje de 3 a 5 corresponde el
grado 1 (tumor mas diferenciado), para un puntaje de 6-7 corresponde el grado 2 y para un

puntaje de 8-9, el grado 3 (menos diferenciado) (19,23).
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ANEXO 3. HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

FOLIO:

Sociodemograficos

Nombre: Afiliacion:

Edad: Lugar de nacimiento:

Caracteristicas del diagnéstico

Fecha del diagndstico:

Estadio clinico segun clasificacion TNM:

Caracteristicas patoldgicas

Tipo histoldgico:

Grado histoldgico:

Numero de ganglios por regidon con metastasis:

Tamafo tumoral:

Limite del tumor:

Caracteristicas de los receptores (Inmunohistoquimica)

Estrogenos a Intensidad: Estrogenos a Porcentaje:

Estrogenos B Intensidad: Estrogenos 3 Porcentaje:

Expresion de BIK y GRP78 (Inmunohistoquimica)
BIK Intensidad: BIK Porcentaje:

GRP78 Intensidad: GRP78 Porcentaje:

BECN1 Intensidad: BECN1 Porcentaje:




ANEXO 4. CONSTRUCCION DE MICROARREGLOS DE TEJIDO Y PROTOCOLO DE

INMUNOHISTOQUIMICA

Previo a la realizacion del protocolo de inmunohistoquimica, es necesario realizar la
construccién de los microarreglos de tejido.

Primero se tienen que seleccionar areas representativas del tumor en la laminilla tefida
con hematoxilina y eosina, y después marcar esas mismas areas en el bloque de tejido
embebido en parafina. Una vez hecho esto, se procede a realizar perforaciones en los
bloques de parafina (bloque donador) de 1mm de didmetro que fueron colocadas en un
bloque aceptor, mediante el microarreglador de tejidos ATA 100 de CHEMICON. Por cada
bloque se colocan muestras por triplicado o duplicado, dependiendo de la cantidad de tejido

disponible; adicionalmente se colocan tejidos control. (Figura 13)

A C

Figura 12. Construcciéon de un microarreglo de tejido. En la imagen A, observamos el
microarreglador de tejidos ATA 100 de CHEMICON; en la imagen B, observamos cémo la
aguja perfora el bloque donador tomando un cilindro de tejido de 1 mm de diametro, el cual
es posteriormente introducido mediante la misma aguja en el bloque aceptor, quedando
conformado el microarreglo como lo vemos en la imagen C.

Una vez construido el microarreglo, se cubre con paraplast a 60°C y se incuba en horno a
60°C por 10 minutos. Posteriormente se realizan cortes de 4um en el microarreglo y se

colocan en laminillas electrocargadas. Ya secas las laminillas, se puede proceder a la

realizacién de inmunohistoquimica.
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Antes de iniciar es necesario revisar que los reactivos del equipo Ventana Benchmark se
encuentren en la cantidad suficiente de acuerdo al nimero de laminillas a procesar; de

igual manera, es necesario corroborar que el contenedor de desechos no esté lleno.

Se localiza el protocolo a utilizar, dependiendo del anticuerpo que se vaya a emplear para
la deteccion especifica de determinada proteina, y se imprimen las etiquetas para cada
laminilla, las cuales deben estar rotuladas con identificador del microarreglo al que
correspondan, nombre de quien procesa la muestra, y condiciones basicas del protocolo

como el pretratamiento (CC1 o CC2) y el tiempo de duracién, y anticuerpo con la dilucion.

Las etiquetas se colocan en cada laminilla y una vez hecho esto, las laminillas se colocan

en los termopads del equipo ventana, teniendo cuidado de que estén bien colocadas.

Se procede a montar los reactivos del kit UltraView Dab Universal en el carrusel del equipo
Ventana Benchmark, en el siguiente orden:

1. UV inhibitor (solucién de peroxido de hidrégeno al 3%)

2. UV HRP (cocktail de anticuerpos marcados HRP)

3. UV DAB H:0: (0.04% de peroxido de hidrégeno en solucién buffer de fosfato)

4. UV DAB (0.2% 3,3’ diaminobenzidina tetrahidrocoluro en solucién estabilizadora)

5. UV COPPER (sulfato de cobre 5g/ml en buffer de acetato con un preservativo)

6. Hematoxilina

7. UV Bluing

Una vez colocado el carrusel en el equipo, se inicia el protocolo en el software del equipo y

se espera a que el equipo lea cada una de las etiquetas de las laminillas y de los reactivos
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para corroborar que correspondan al protocolo que se llevara a cabo; una vez concluido
este paso, da inicio la reaccion automatizada de inmunohistoquimica.

El sistema UltraView Dab Universal detecta anticuerpos primarios especificos de raton y
conejo unidos a un antigeno en secciones de tejido embebidas en parafina. El anticuerpo
especifico es localizado por un cocktail de anticuepos secundarios marcados con enzimas
(método indirecto de inmunohistoquimica). Este complejo es visualizado con el sustrato de
perdxido de hidrégeno y el cromégeno DAB, el cual produce un precipitado color café, el

cual es posible visualizar bajo el microscopio. (Figura 14).

Figura 14. Sistema de deteccién UltraView Dab Universal. En la imagen podemos
observar como el anticuerpo primario se une al antigeno blanco (proteina) y después un
anticuerpo secundario que detecta anticuerpos primarios tanto de ratén como de conejo,
en forma general, se une al anticuerpo primario. El anticuerpo se encuentra marcado con
peroxidasa de rabano (HRP), cuyo sustrato es la 3, 3’ diaminobenzidina; la catalizacién de
este ultimo por la enzima HRP produce un precipitado en el sitio, que puede ser
visualizado por microscopia.

El protocolo de tincidn consiste en multiples pasos en los cuales los reactivos son

incubados por un periodo de tiempo determinado a temperaturas especificas:
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Dilucion al inicio de Dilucién final | Pretratamiento Tiempo
estandarizacion
BECN1 1:100 1:100 CC1 30 minutos
GRP78 1:500 1:500 CC1 30 minutos
ERB 1:100 1:250 CC1 30 minutos
BIK 1:400 1:250 CC1 30 minutos
HER2 Prediluido Prediluido CC1 30 minutos
PR Prediluido Prediluido CC1 30 minutos
ERa Prediluido Prediluido CC1 30 minutos

Se utilizé CCH1, la cual es una solucién de acondicionamiento celular (buffer a base de
Tris), como paso de pretratamiento en el procesamiento de las muestras de tejido para
inmunohistoquimica. Esta fase de pretratamiento se utiliza para eliminar los
entrecruzamientos mediante puentes de metileno en las proteinas y las uniones
covalentes entre grupos aldehido y amino, que se pudieron haber formado durante la
fijacién del tejido con formalina, y que impiden la penetracién de los anticuerpos en el
tejido y llevan a la pérdida de antigenicidad por desnaturalizacion proteica,
respectivamente.

Al final de cada paso de incubacion, el equipo Ventana lava las secciones para remover el
material no ligado y aplica una cubierta liquida que minimiza la evaporacion de los
reactivos liquidos de la laminilla.

Al finalizar el protocolo de inmunohistoquimica, es necesario retirar las laminillas del
equipo Ventana y enjuagarlas con agua y jabodn, dejando sercar a temperatura ambiente.
Se deben limpiar los termopads con un cepillo y agua destilada.

Una vez secas las laminillas, es necesario cubrirlas con un cubreobjetos, el cual se fija
mediante una resina. Una vez seca la resina, entonces se puede proceder a visualizar la

laminilla al microscopio, para su interpretacion y analisis.
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