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RESUMEN.

INTRODUCCION: El cancer de mama es una enfermedad heterogénea causada por la acumulaciéon
progresiva de alteraciones genéticas. Es la principal causa de muerte por cancer en mujeres a nivel
mundial y en México. El ctADN en el plasma se utiliza ampliamente para la investigacion basica y
clinica, incluidos los estudios oncoldgicos y representa un potencial biomarcador no invasivo para
el diagndstico, tratamiento y seguimiento de pacientes oncolégicos.

OBJETIVO: Cuantificar el ADN circulante tumoral de muestras de pacientes con cancer de mama,
para el analisis de mutaciones en los genes mas comunes (BRCA y PI3KCA) y evaluar su funcién
como biomarcador prondstico durante seis meses.

MATERIAL Y METODOS: Se trata de un estudio analitico, experimental, longitudinal, concurrente,
unicéntrico que se realizd en el servicio de Oncologia Médica adultos en pacientes con diagndstico
positivo a cancer de cancer de mama que pertenezcan al CMN “20 de Noviembre”. Se emplearon
dos tomas de muestras: para la primera consulta y 6 meses después en seguimiento, tomando
como valor basal para todos los parametros la primera toma de muestra.

RESULTADOS: Fueron evaluadas 5 pacientes con cancer de mama loco-regional, de las cuales 100%
fueron mujeres, la mediana de edad fue de 60 afios. El subtipo histolégico mas frecuente fue
adenocarcinoma ductal infiltrante moderadamente diferenciado con 60%, seguida de
adenocarcinoma lobulillar infiltrante con 20%. El inmunofenotipo mas frecuente fue Luminal A
con 80%, seguida de Luminal B HER 2 positivo. El tratamiento recibido antes de la fecha de toma
de la muestra corresponde a cirugia de mama con 80%, y ademads un 40% quimioterapia
adyuvante. El promedio de concentracion ctADN inicial (ng/uL) en suero fue de 680.5 ng/uL, con
un promedio de relacién de absorbancia 260/280 de 0.78 nm.

CONCLUSIONES: Los resultados de este estudio prospectivo y exploratorio indican que las
concentraciones de ctADN extraido de plasma de mujeres con cancer de mama localmente
avanzado se podria utilizar como un biomarcador predictivo de respuesta a la quimioterapia

adyuvante, asi como marcador prondstico, lo que debe ser confirmado por estudios de validaciéon



futuros con un mayor nimero de muestras y evaluar la utilidad de este nuevo enfoque como una
rutina en el entorno clinico.

1. INTRODUCCION

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea causada por la acumulacion progresiva de
alteraciones genéticas. Es la principal causa de muerte por cancer en mujeres a nivel mundial y en
México. Se estima una incidencia a nivel mundial de 43.1 casos por 100,000 habitantes al afio y
una prevalencia a 5 afios 6,232.108 casos, en México la incidencia se estima en 35.4 casos por
100,000 habitantes al afio, una prevalencia a 5 afios de 75,529 casos con una tasa de mortalidad

de 9.7 muertes por cada 100,000 habitantes al afio (1).

Se ha descrito un incremento progresivo de la mortalidad por cancer de mama en las mujeres
mexicanas, constituyéndolo en un problema de salud publica importante. Asi mismo la transicidn
demografica que se observa a través del territorio nacional marca diferencias importantes a nivel
regional (2). Un ejemplo son los estados del norte del pais, el Distrito Federal y Jalisco donde el
acceso a una dieta rica en grasa que favorece el sobrepeso y donde el nivel socioeconémico de la
poblacion es mayor al resto del pais y estos factores de riesgo para cancer de mama podrian dar
cuenta de las tasas de mortalidad mas altas en estas regiones siendo en 2010 de 13.4% para la

CdMX, 12.4% Estado de México, 8.2% Jalisco, 6.4% Veracruz y 6% Nuevo Ledn (3).

A pesar de los programas de deteccién temprana para el cancer de mama, este se sigue
diagnosticando en etapas avanzadas, siendo el 42.1% de los casos diagnosticados en estadios Il
y IV (3). La incidencia de recurrencias locales o a distancia es de un 10 a 85% y la mediana de
supervivencia de las pacientes con enfermedad metastasicas es de alrededor de 24 meses
dependiendo de la etapa clinica inicial, el subtipo molecular de cdncer de mamay el tratamiento
recibido (4). Por lo anterior se hace evidente la necesidad de mejorar el diagnéstico y continuar
con la busqueda de marcadores prondsticos y otros biomarcadores.

Por definicion, un factor prondstico es capaz de proporcionar informacion sobre el resultado

clinico en el momento del diagndstico o en diversos momentos durante el curso del paciente con



enfermedad metastdsica, independientemente de la terapia. Dichos marcadores suelen ser
indicadores de crecimiento, invasion y potencial metastasico. En contraste, un factor predictivo es
capaz de proporcionar informacion sobre la probabilidad de respuesta a una modalidad
terapéutica dada (5). Recientemente el empleo de nuevas técnicas y sobretodo la necesidad de
mejorar la calidad de vida, reduciendo la invasividad de los métodos diagndsticos, ha permitido el

desarrollo de técnicas de vanguardia, como lo es |a biopsia liquida.
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Imagen 1. Aplicaciones potenciales de la biopsia liquida. Modificado de Perakis, Advances in Clinical Chemistry, 2017

Dentro del campo de la oncologia, la biopsia liquida se puede utilizar potencialmente para
controlar la carga tumoral en la sangre y detectar tempranamente la resistencia emergente en el

curso de las terapias dirigidas contra el cancer.

Todavia existe una inseguridad considerable asociada con los métodos de analisis de ADN basados
en sangre que debe ser resuelta antes de que la biopsia liquida pueda implementarse para una
aplicacion de rutina mas amplia en el diagndstico de cancer. Sin embargo, el andlisis bioldgico
molecular de acidos nucleicos en sangre u otros fluidos corporales (es decir, analisis de biopsia

liquida) puede complementar el arsenal de diagnéstico de los patélogos de una manera razonable,



particularmente en la medicina de precisidon del cancer y sobretodo representar un método no
invasivo, preventivo, aun cuando no se ha manifestado clinicamente la enfermedad.

Comunmente el diagndstico de cancer se realiza mediante el uso de cortes histoldgicos tefiidos
con eosina-hematoxilina que son analizados épticamente por médicos patdlogos, quienes basados
en su experiencia determinan los parametros relacionados con el tamafio, invasividad y tipo de

tejido tumoral.

En métodos mas detallados y especificos, como lo son la deteccion de las mutaciones para
individualizar el status de un tumor incluyen la inmunohistoquimica y patologia molecular, que
generalmente se entiende el analisis de acidos nucleicos a partir de tejidos, células o fluidos. Las
pruebas moleculares son, por lo tanto, una parte fundamental en la mayoria de los pacientes con

tumores sélidos y hematoldgicos.

Como consecuencia, la mayoria de los hospitales con una practica activa de oncologia requieren
acceso a laboratorios que proporcionan la informacion necesaria sobre la composicion genética
del material de biopsia del tumor. Es probable que esta tendencia se fortalezca con nuevos
medicamentos que estén disponibles y aquellos en el mercado que comienzan a utilizarse en

combinacién o de manera secuencial para superar mecanismos de resistencia (6).

Recientemente el ctADN ha demostrado que tiene potencial como un sustrato no invasivo para la
deteccién y el seguimiento de las células tumorales y de estas mutaciones, sin la necesidad de

emplear la biopsia del tejido y empleando una biopsia liquida de la sangre periférica del paciente

(7).

Como el ADN es circulante y de origen tumoral puede presentarse con baja frecuencia, a menudo
es necesario utilizar herramientas que estén dirigidas al monitoreo fino de estas moléculas, tal es
el caso de la secuenciacion masiva (NGS), una herramienta 6ptima para la deteccién de

mutaciones en este tipo de ADN (8).



La extraccién de ADN requiere de grandes voliumenes de plasma (1-10 ml), debido a la baja
concentracion de ctADN (10-1.000 copias / ml) en la sangre. La capacidad de concentracién y
analisis del ctADN con tecnologias tales como NGS permite a los investigadores obtener mas
informacién con mayor rapidez que con los métodos establecidos. La accesibilidad de las muestras
de sangre sugiere que la extraccién y analisis del ctADN podrian ser en beneficio relevante en el
cancer, la investigacién para la deteccion temprana y el seguimiento de las células tumorales con

potencial de progresion en el futuro.

Métodos de deteccidn de mutaciones en ctADN por PCR-RT y NGS

La secuenciacidon masiva es una herramienta que permite conocer las mutaciones puntuales en
genes vinculados a diagndstico temprano, y principalmente el uso de ctADN, como biopsia liquida
de sangre periférica, se considera recientemente una forma no invasiva, eficiente y determinante

para la deteccién de mutaciones (8).

El desarrollo de resistencia por parte de la célula cancerosa al tratamiento oncoldgico vy
subsecuente progresion de la enfermedad es un proceso complejo. El desarrollo de nuevas
alteraciones en las vias de sefializacion de los diferentes procesos celulares a través de mutaciones
especificas le confiere a la célula tumoral desarrollar esta resistencia terapéutica. Las principales

mutaciones seran descritas mas adelante enfocandonos en el cancer de mama en particular.

La eleccién de la técnica de deteccidon de mutaciones se utiliza en gran medida depende de las
preferencias y las instalaciones locales, y no es posible recomendar una sola técnica establecida.
Un laboratorio puede llegar a ser experimentado y habil en el uso de un cierto analisis que realiza
de forma subodptima en otro laboratorio. La fuente de material para la prueba varia también, pero
la mayoria de los laboratorios de extracto de ADN gendmico de muestras de sangre. Se
recomienda que el ARN se extraiga y se almacene para el andlisis futuro o para confirmar las
mutaciones del sitio de empalme. El uso de ADN gendmico como una plantilla, una estrategia de

cribado implica generalmente el analisis de cada exdn de codificacion, junto con su flanqueo BRCA



EMQN 080923 9 secuencias intrénicas. Exones mas grandes tales como BRCA1 y BRCA2 exén 11
exones 10-11 se dividen en multiples fragmentos superpuestos. Se debe tener cuidado en el
disefio de cebadores de PCR para evitar las variantes de secuencia (por ejemplo SNP) en el primer

sitios de unién que podrian resultar en la amplificacion alelo-sesgada.

Un ndmero de métodos de exploracion estan disponibles para la deteccion de alteraciones de la
secuencia. Estos métodos de seleccion previa no identifican a la alteraciéon de la secuencia
subyacente especifica sin embargo, cuando se utiliza como parte de la estrategia de deteccion de
mutaciones, un método de seleccidon previa reduce significativamente la carga de trabajo de
secuenciacién. Estos métodos se basan por lo general en la diferencia en la estructura, la fusiény

/ o la propiedad de migracion de los fragmentos mutantes y de tipo salvaje, respectivamente.

Actualmente, el manejo eficiente de pacientes con cancer depende de principios diagndstico,
estatificaciéon tumoral precisa y monitoreo de tratamiento. Evaluacién histoldgica de tejidos
tumorales obtenidos de biopsias, asi como muestras de sangre, son el "estandar de oro" del
diagndstico, pero la mayoria de los estudios usualmente llevan a cabo estas evaluaciones una sola
vez. Se sabe que los tumores metastasicos y primarios de un mismo paciente puede variar a nivel
gendmico, epigendmico y niveles transcriptomicos, por lo tanto, los ensayos que permiten el
monitoreo repetitivo de estos eventos usando muestras de sangre seria mas eficiente en la

evaluacioén de la progresion del cancer en pacientes cuyo tejido tumoral no esté disponible (9).

M. ANTECEDENTES

Las herramientas para detectar el cancer de mama también tienen aplicaciones importantes para

monitorear la respuesta al tratamiento y detectar la recaida de la enfermedad.

Las moléculas de ADN libre de células (cfDNA) que circulan en la sangre estan emergiendo como

importantes biomarcadores no invasivos para el seguimiento de procesos fisiologicos vy
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patologicos, incluido el cancer. Los individuos sanos tienen concentraciones bajas de cfDNA, con

concentraciones mas altas en patologias como el cancer (19).

Un biomarcador potencial es el ADN tumoral circulante (ADNtc), que se deriva de la necrosis, la

apoptosis y las secreciones de las células tumorales y puede detectarse en la sangre periférica (22)

El ADN tumoral circulante (ctDNA), identificado en funcién de la presencia de mutaciones
somaticas, puede proporcionar informacién sobre la presencia de cancer y su composicion
genética (20) y se correlaciona con parametros clinicos como el estadio, la carga de la enfermedad,
la recurrencia y la respuesta al tratamiento (21). Sin embargo, en el cancer de mama, el analisis
de ctDNA tiene una baja sensibilidad de deteccion (<40%), en parte debido a la baja frecuencia de

mutaciones comunes en el cancer de mama (22).

Moss et al, realizaron un estudio en donde se analizaron muestras de plasma de pacientes con
enfermedad localizada (estadio IIA-IIIC) antes, durante y después de la quimioterapia
neoadyuvante. Antes del tratamiento, los pacientes (n = 30), tenian niveles significativamente
mas altos de ADN circulante de mama en comparacion con donantes sanas (n = 64) con un
promedio de 33,5 equivalentes de genoma mamario / ml (GE / ml), en comparacion con 0,5 GE /

ml observados en donantes sanas (18).

El inicio de la quimioterapia neoadyuvante se asocié con una disminucion en los niveles de cfDNA
de mama. En algunos casos, el cfDNA de mama se elevd hasta el momento de la cirugia, lo que
indica un crecimiento y recambio tumoral continuo a pesar del tratamiento que es consistente
con la enfermedad residual observada en la patologia de tales pacientes. Es importante destacar
que la alta concentracién de cfDNA de mama en las semanas previas a la cirugia predijo la
enfermedad residual en el momento de la cirugia. Estos datos sugieren que el cfDNA de mama
podria ser un biomarcador Util para la recurrencia del cédncer después de un tratamiento

aparentemente exitoso (18).
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Yidong Zhou, muestra resultados de un estudio realizado en China en donde revelaron que el perfil
mutacional del ct ADN de un paciente se correlacioné fuertemente con el del ADN del tumor,
mientras que algunos factores clinico-patologicos afectaron la deteccién de mutaciones derivadas
del tumor en la sangre. Segun estos hallazgos el perfil del ct ADN es un método prometedor para
determinar el panorama gendmico y el mejor plan de manejo clinico potencialmente de los

pacientes con cancer de mama, especialmente aquellos con cancer en estado avanzado (22)

Adrien Saliou, describid que el ct ADN puede usarse para identificar alteraciones moleculares que
pueden implicar un efecto terapéutico y se han identificado varios objetivos adecuados que
podrian encontrarse en el plasma de pacientes con cancer de mama triple negativo, uno de ellos
es el receptor del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR) y otros (como BRCA1/2, TP53,
PIK3CA, FGFR, ERBB2 and ERBB3) se ha descrito como dianas terapéuticas potenciales para

pacientes con TNBC (cancer de mama triple negativo) (23).

En el terreno metastasico, el tratamiento del cancer de mama es paliativo, siendo su objetivo el
control de la enfermedad, paliacién de los sintomas asociados para mejorar la calidad de vida y
prolongar la supervivencia. Este tratamiento dependera de varios factores, principalmente el
subtipo molecular de cdncer de mama o su aproximado por inmunohistoquimica, asi como el

volumen tumoral, la urgencia de paliacién de sintomas y el estado funcional del paciente.

En pacientes con receptores hormonales positivos y HER2 negativo el tratamiento de eleccion
consiste en terapia hormonal monodroga o combinaciéon con terapias blanco, como es la
combinacion de un inhibidor de aromatasa y un inhibidor de ciclinas. Estas nuevas combinaciones
de medicamentos reportan medianas de supervivencia libre de progresién de mas de 20 meses
como primera linea. Ante la progresion se cambia el esquema de tratamiento hormonal y asi
sucesivamente en cada progresion hasta agotar todas las opciones de terapia hormonal, con cada
linea de tratamiento la efectividad del mismo se ve disminuida, de tal manera que en el intervalo
libre de progresién es cada vez mas corto en lineas de tratamiento sucesivas, siendo menor de 6

meses en una tercera linea o subsecuente. El tratamiento con quimioterapia es de eleccién en
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pacientes que han agotado las terapias hormonales disponibles, pacientes que requieren una
paliacion rapida de sintomas, con o sin la presencia de crisis visceral, pacientes con tumores que
no expresan receptores hormonales, los llamados tumores triple negativos o tumores que
expresan HER 2. Aligual que con la terapia hormonal se cambia el esquema de quimioterapia ante
cada evento de progresién hasta agotar la opciones terapéuticas, con cada nuevo esquema el

intervalo libre de progresion esperado es mas corto (10).

Mutaciones detectadas en ctADN en pacientes con cancer de mama

Haciendo un andlisis que abarca los datos publicados por 33 estudios entre 1994 y 2015, que
reportan la prevalencia y el espectro de variantes sobre mutaciones en los genes BRCA1 (OMIM
113705) y BRCA2 (OMIM 600185) y combinando datos de 4835 individuos de 13 diferentes paises
de Latinoamérica, el Caribe, asi como poblacion Hispana en los EUA, en total se han reportado en
la literatura 167 variantes patogénicas, con una prevalencia entre 1.2 y 27.1% Partiendo de esos
datos, se determind que la proporcion de variantes patogénicas del gen BRCA que comparte la
poblacion Hispana con la de EUA y Latinoamérica se estima en un 10.4% y que la que se comparte
entre Latinoamérica y el Caribe es de 8.2 %. Durante estos afios, se ha identificado la
susceptibilidad de estas mutaciones con alta penetrancia para cancer hereditario de mama y de
ovario (11). De la misma manera se ha puesto en manifiesto el riesgo inminente de estos casos
para presentar otros tipos de cancer tales como colorectal, gastrico, pancreatico, prostatico, biliar,

de vias urinarias y vesicular (12)

Un ensayo, conocido como el ensayo SAFIRO1, tuvo como objetivo definir la proporcion de
pacientes en los que podria ofrecerse una terapia dirigida en base a los resultados de los analisis
gendmicos. Se incluyeron 423 pacientes y se obtuvieron muestras de biopsia de 407 (no se
encontro cancer de mama metastasico en cuatro). La secuencia CGH vy la secuenciacion de Sanger
fueron factibles en 283 (67%) y 297 (70%) pacientes, respectivamente. Se identificd una alteracién
gendmica orientable en 195 (46%) pacientes, con mayor frecuencia en PIK3CA (74 [25%] de 297
alteraciones gendmicas identificadas), CCND1 (53 [19%]) v FGFR1 (36 [13%]). Un total de 117

(39%) de 297 pacientes con pruebas gendmicas disponibles presentaron alteraciones genémicas

13



raras (definidas como que ocurren en menos del 5% de la poblacion general), incluidas las
mutaciones AKT1, y EGFR, MDM2, FGFR2, AKT2, IGF1R y MET de alto amplificaciones de nivel. La
terapia se puede personalizar en 55 (13%) de 423 pacientes. De los 43 pacientes que fueron
evaluablesy recibieron terapia dirigida, cuatro (9%) tuvieron una respuesta objetiva, y otros nueve

(21%) tenian enfermedad estable durante mas de 16 semanas (13).

El tumory el ADN germinal de 825 pacientes con cancer de mama en seis plataformas diferentes
(expresion de ARNm, secuenciacion del exoma completo, metilacién del ADN, polimorfismos de
un solo nucledtido, secuenciacion de miARN y matriz de proteinas de fase inversa) fueron
realizados por The Cancer Genome Atlas, y sus resultados publicados en 2012. Las mutaciones
somaticas observadas con mayor frecuencia fueron en gran medida en el gen p53 y el gen
fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-quinasa, subunidad catalitica alfa (PIK3CA): Se encontrd p53
mutada en el 37 por ciento de las muestras, pero predominantemente en canceres de mama de
tipo basal (80 por ciento) y el subtipo enriquecido en HER2 (72 por ciento). Se observd un gen
PIK3CA mutado con una prevalencia global del 36 por ciento, sin embargo, fue mas dentro de los
subtipos ER-positivos (luminales), con una frecuencia observada del 45 por ciento en el subtipo
Luminal A y del 29 por ciento en mama Luminal B canceres (14). Otras mutaciones somaticas

menos frecuentes incluyen:

eQuinasa 1 activada por mitégeno (MAP3K1, 8%)
eProteina de union a GATA 3 (GATA3, 11 %)
eHistona-lisina N-metiltransferasa MLL3 (7 %)

eCadherina 1, tipo 1, E-cadherina (CDH1, 7 %)

eProteina quinasa 4 activada por mitégeno (MAP2K4, 4 %)
ePhosphatase y tensin homolog (PTEN, 3 %)

®RAC-alfa serina / treonina-proteina quinasa (AKT1, 2 %)

Para el presente trabajo la intencion es explorar algunas de las mutaciones con alta relevancia
clinica antes mencionadas y poder abarcar algunas nuevas mutaciones que representan un

potencial blanco de diagndstico e incluso para el seguimiento o tratamiento de los pacientes con
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cancer de mama atendidos en la consulta de Oncologia Médica que acudan al CMN “20 de
Noviembre” ISSSTE.
IV. PROBLEMA

El cdncer de mama es la principal causa de muerte en mujeres en edad adulta por lo que es un
problema de salud importante. A pesar de un diagndstico y tratamiento oportuno una proporcién
importante de pacientes presenta recurrencia local o a distancia. Otra proporcion importante se
diagnostica ya con enfermedad metastdsica. El tratamiento del cancer de mama en el terreno
metastdsico es paliativo e incluso en los casos con una buena respuesta inicial, sin embargo en
alguin momento de su evolucidn presentaran falla terapéutica y progresion de la enfermedad. Esto

se debe al desarrollo de mutaciones que le confieren a la célula tumoral resistencia al tratamiento.

Actualmente desconocemos cuales son la principales mutaciones en nuestra poblacion
derechohabiente del CMN “20 de Noviembre” y no se cuenta con biomarcadores que nos
permitan predecir esta falla a tratamiento o poder seleccionar el mejor tratamiento de forma

individualizada.

El analisis del ADN circulante en sangre de las pacientes nos ofrece la oportunidad de conocer
estas mutaciones y poder evaluar cuales pudieran funcionar como un biomarcador prondstico y
predictivo. Asi nos planteamos la siguiente pregunta de investigacion éPueden identificarse
fragmentos de ADN tumoral circulante e implementarse como biomarcador prondstico y/o

predictivo de respuesta a tratamiento en cancer de mama localmente avanzado?
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V. HIPOTESIS

La cuantificaciéon del ADN circulante tumoral tiene relaciéon con los diferentes tratamientos
recibidos en pacientes con cancer de mama localmente avanzado atendidos en consulta de

Oncologia Médica del CMN “20 De Noviembre” ISSSTE.
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VL. OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL:

1. Cuantificar el ADN circulante tumoral de muestras de pacientes con cancer de mama,

para el analisis de mutaciones en los genes mas comunes (BRCA y PI3KCA) y evaluar su

funcion como biomarcador prondstico durante seis meses.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Reclutamiento de pacientes diagnosticados con cancer de mama

2. Toma de muestras de sangre periférica (15mL) en una primera consulta de Oncologia

Médica y 6 meses después de la consulta.

3. Extraccion de ADN circulante de las muestras de sangre periférica recolectada

4, Integracion de los datos a posible tratamiento o prondstico paciente-dirigido
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VIL. JUSTIFICACION.

Se sabe que el desarrollo del cancer esta asociado con una elevada proliferacién que inicialmente
es contrarrestada por altas tasas de actividad muerte celular apoptética y mas tarde mediante el
aumento de las tasas de muerte celular necrético pasivo cuando el tumor se desdiferencia y se
vuelve invasivo por lo tanto se supone que eran biomarcadores relevantes para la deteccién de
canceres agresivos.

Actualmente el diagndstico de la mayor parte de los tumores sélidos se fundamenta en el analisis
histopatoldgico de la pieza tumoral, y se complementa con el uso de marcadores tumorales
séricos, que presentan importantes limitaciones en su sensibilidad y especificidad. Por ello, en este
particular es especialmente relevante en la investigacion clinica la busqueda de nuevos
biomarcadores que establezcan un diagndstico mas precoz, seleccion de poblaciones de riesgo
que requieran meétodos diagndsticos mas sensibles y especificos de cribado, permitan una
adecuada gestion de las estrategias terapéuticas, asi como una monitorizacién de la respuesta y
un diagnodstico precoz de las recidivas para establecer técnicas precoces que mejoren el prondstico
Hasta el momento, ningin método en México ha disminuido la tasa de mortalidad
significativamente y a pesar de los programas de deteccion temprana para el cancer de mama,
este se sigue diagnosticando en etapas avanzadas, siendo el 42.1% de los casos diagnosticados en
estadios Il y IV. Multiples estudios han corroborado hallazgos de concentraciones elevadas de
ADN circulante en plasma y suero de pacientes con cancer de mama y su valor
prondstico/predictivo respecto a los diferentes tratamientos utilizados, asi mismo se puede
detectar en el ADN plasmatico mutaciones propias del tumor primario por ejemplo BRCA, PIK3CA
entre otros.

En el area de investigacion, desconocemos cuales son la principales mutaciones en nuestra
poblacion derechohabiente del CMN “20 de Noviembre” y no se cuenta con estudios de
biomarcadores moleculares como la concentracion de ADN circulante tumoral y su valor

pronostico y/o predictivo. Por lo anterior un analisis del ADN circulante en sangre de las pacientes
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nos ofrece la oportunidad de conocer estas mutacionesy poder evaluar cuales pudieran funcionar

como un biomarcador prondstico y predictivo.

VIIl.  MATERIALY METODOS.

DISENO.

Estudio analitico, experimental, longitudinal, concurrente.

GRUPO DE ESTUDIO.

Pacientes con diagndstico positivo a cdncer de mama que pertenezcan al CMN “20 de noviembre”

Universo de trabajo

Pacientes con diagndstico positivo a cancer de cancer de mama que pertenezcan al CMN “20 de

noviembre”

Tiempo de ejecucion

12 meses a partir de aprobacidn por los comités institucionales y de obtener financiamiento para

la ejecucion del proyecto

Esquema de seleccién. Definicidn del grupo control.

Grupo de auto-control, debido a que se emplearan dos tomas de muestras: para la primera

consultay 6 meses después en seguimiento, tomando como valor basal para todos los parametros

la primera toma de muestra.

Definicidn del grupo a intervenir
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Pacientes con diagndstico de cancer de mama atendidas en el CMN “20 de Noviembre” ISSSTE

CRITERIOS DE INCLUSION

e Pacientes con diagndstico histologico de cancer de mama
e Mayores de 18 afios.

e Consentimiento informado por escrito firmado y Aviso de Privacidad

CRITERIOS DE ELIMINACION.

e Pacientes que retiren consentimiento informado

e Pacientes con expediente clinico incompleto

e Pacientes que no presente diagndstico positivo a cancer de mama, pero si a otros tipos de
cancer, muestras mal conservadas y/o que no se disponga de la determinacién de las

mutaciones de estudio

Muestreo no probabilistico.

Muestra no probabilistica, con diagndstico confirmado de cancer de mama referidos al CMN “20

de Noviembre”.

Metodologia para el calculo del tamafio de la muestra y tamafio de la muestra.

La muestra sera a conveniencia con una n=30; debido a que los recursos econdmicos para el

procesamiento de las muestras son limitados.
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Descripcién operacional de las variables.

Variable Categoria Escala Unidad de medicidn Definicion
Operacional
Edad Cuantitativa | Discreta | Afos Habitual
Etapa clinica Cualitativa | Ordinal Habitual
Variables bioldgicas | Cualitativa Nominal | diferenciado/no Habitual
(diferenciacion) cuantitativa | Discreta | diferenciado y grado
diferenciacion
Variables bioldgicas | Cuantitativa | Discreta | Presencia/ausencia Experimental
Concentracién de ct
ADN)
Tipo de tratamiento | Cualitativa | Nominal | Esquema de tratamiento | Habitual
asociado utilizado: Quimioterapia
sistémica, Radioterapia,
Hormonoterapia.
ECOG Cualitativa | Nominal | Severidad o grado de | Habitual
severidad del tumor
Inmunofenotipo Cualitativa Nominal | Luminal/Enriquecido her | Habitual
2/Triple negativo
Subtipo histologico | Cualitativa | Nominal | Ductal/Lobulillar Habitual
Meses del | Cuantitativa | Discreta | Meses Habitual
diagnostico a la
toma de muestra
Tiempo de | Cuantitativa | Discreta | Meses Habitual
sobrevida
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Técnicas y procedimientos a emplear.

INFORMACION CLINICA

A los sujetos de estudio se les aplicara un cuestionario, asistido por oncdlogos y disefiado para
dicho propdsito, el cual se realizara en consultorio previo consentimiento informado por escritoy
firmado por los participantes. Dicho cuestionario recaba la informacion de las variables clinicas y
demograficas objeto de estudio. Se realizard una evaluacion clinica general y posteriormente una

mas especifica respecto a los sitios de metdastasis, como se describe a continuacion.

METODOLOGIA

1. IDENTIFICACION DE LOS CASOS DE CANCER DE MAMA

Se incluira a todos los pacientes referidos al CMIN “20 de Noviembre”, ISSSTE, con diagndstico de
cancer de mama para la fase prospectiva se realizard una historia clinica completa, y el tejido se
obtendrd de sangre periférica del paciente. En ambos casos un patélogo experimentado

confirmara el diagndstico histopatoldgico de las biopsias de cancer de mama.

2. DETERMINACION DE ADN CIRCULANTE TUMORAL

Deberan colectarse 15mL de sangre periférica del paciente en la primera consulta de invitaciéon a
participar en el protocolo y 6 meses después, independientes a su estadio de cancer o su
tratamiento previo.

Se empleard un kit de extraccion para muestras de ctADN de Qiagen, las cuales se procesaran

conforme a las indicaciones del proveedor y seran almacenadas a -70°C.
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Una vez recolectadas en su totalidad las muestras, se considerara la contratacion de un NGS, por
parte del INMEGEN o la RAI-UMAM, conforme al presupuesto disponible y cotizacién generada

por cada institucion.

3. PRESENCIA Y TIPO DE MUTACION EN GENES BRCA1 Y 2 Y PI3KCA

Extraccion y Aislamiento de ADN

Después de la firma del consentimiento informado se toma del paciente donador una muestra de
sangre periférica de 15mL la cual es colectada usando tubos de la marca PAXgene Qiagen® para
recoleccion ccfDNA, el plasma debe ser separado por centrifugacion, 3000rpm por 10minutos. La
extraccion de ctADN puede realizarse con la técnica de Trizol. Se deben confirmar los tamafios de

extractos de ADN por geles de agarosa y su posterior secuenciacién masiva.

4. EVALUACION DE LOS FACTORES BIOLOGICOS DE RIESGO

Diferenciacidon tumoral. Se estimard mediante el grado de diferenciacién del tumor con base a la
calificacion de la escala de patologia especifica, aplicada al momento de la interpretacion realizada

por el servicio de patologia.

Inmunofenotipo. Se definieron 5 perfiles por inmunohistoquimica basados en la expresion de
receptores hormonales (estrogénicos o de progesterona) y/o Her2neu (Luminal A, Luminal B Her

2 Negativo o Positivo, Enriquecido Her2neu y triple negativo)

Etapa Clinica. Los canceres de seno en etapas mas tempranas se identifican como etapa 0
(carcinoma in situ), y los demds van desde la etapa | (1) a la IV (4); El sistema de estatificacién que
se empled para el cancer de seno es el sistema TNM del American Joint Committee on Cancer

(AJCC) 2018.

Tipo de Tratamiento recibido. Cirugia para extirpar el tumor (Lumpectomia/mastectomia),

Quimioterapia sistémica, Hormonoterapia sistémica, Radioterapia con haz externo.
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Tipo de érgano metastasico: Se realizara por estudios de imagen y/o resonancia magnética, con
registro de caracteristicas como tipo y nimero de dérganos involucrados, asi como localizacion,

tamafio y nimero de lesiones metastasicas.

ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico se utilizé EXCEL, cuadros de datos y graficos dindmicos. En general se
realizaron medidas de tendencia central y un analisis descriptivo de las variables, las cuales

incluyen la desviacién estandar de la media y la media.

Se empled un cuadro descriptivo de relacidn entre ctADN y el tipo de tratamiento y se realizd una
correlacion lineal simple para el ctADN vy el tipo de tratamiento, con valor de linealidad expresado

en R?

En cudnto se cuente con un mayor nimero de muestras y se requiera de la comparacion entre la
primera toma vy la realizada a los seis meses, podra emplearse una t-student pareada,

considerando ambos momentos del tiempo como grupos independientes, de varianzas iguales.
En caso de que las variables de los parametros clinicos tumores sugieran suficiente tiempo de

seguimiento e informacion consistente para el calculo de sobrevida o tiempo libre de progresion,

se considerard determinar las curvas ROC.
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IX. RESULTADOS.

El protocolo se realizd a partir de su autorizacién con numero de registro RPI: 093.2019, solicitando
a los pacientes de estudio firma de consentimiento informado y aviso de privacidad para la

recoleccion de sus datos clinicos y la toma de muestra.

En este estudio se incluyeron 5 pacientes con diagndstico de cancer de mama, se recolecto la
muestra de ctADN en el periodo de Marzo de 2020 a Septiembre de 2020 y se obtuvo informacion
de los expedientes clinicos en el servicio de Oncologia Médica en el Centro Médico Nacional 20 de

Noviembre ISSSTE.
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Tabla 1. Caracteristicas Sociodemograficas de la poblacion de estudio*

n=5

Edad promedio + D.E. 60.4 +12.32
Sexo

Masculino 0

Femenino 5
Comorbilidades

Diabetes mellitus 2 0

Hipertension arterial sistémica 1

HTA + DMT2 1

Ninguna 3
ECOG inicial

ECOGO 0

ECOG 1 5

ECOG 2 0

ECOG 3 0

ECOG 4 0
*Informacion obtenida de los expedientes clinicos en consulta al SIHA durante un periodo de 2019
a 2020

D.E. = Desviacion estandar

HTA= Hipertension Arterial Sistémica

DMT2: Diabetes Mellitus tipo 2

ECOG: Escala Eastern Cooperative Oncology Group

De los pacientes con cancer de mama reclutados (Tabla 1) todas fueron mujeres con una media
de edad de 60.4 afios, una de ellas con Diabetes Mellitus tipo 2 e Hipertensién arterial Sistémica,

la mayoria sin comorbilidades y el 100% con un adecuado estado funcional ECOG 1.

También se reviso en el expediente la informacion correspondiente a las caracteristicas clinicas y
patolégicas de la poblacion (Tabla 2) La diferenciacion tumoral mas frecuente fue la
moderadamente diferenciada correspondiendo a 3 de los 5 casos; se observaron etapas tumorales
entre Il y lll; El inmunofenotipo mas frecuente fue el Luminal A correspondiendo al 80% de los
casos, seguido de Luminal B Her 2 Positivo. También se describe el tipo de tratamiento recibido y

la supervivencia libre de enfermedad (Tabla 3) En la mayoria de las pacientes 4/5 se realizo el

26



procedimiento quirurgico Mastectomia Radical/Cirugia conservadora de mama antes de la fecha

de toma de la muestra asi como 2 de las cuales recibieron ademas tratamiento con Quimioterapia

adyuvante; obteniendo un promedio de supervivencia libre de enfermedad a partir del diagndstico

de 6.75 meses.

Subtipo Histologico
Adenocarcinoma ductal bien diferenciado
Adenocarcinoma ductal moderadamente diferenciado
Adenocarcinoma ductal pobremente diferenciado
Adenocarcinoma lobulillar
Etapa tumoral
Etapa O
Etapa |
Etapa ll
Etapa lll
Etapa IV
Fenotipo
Luminal A
Luminal B HER 2 Negativo
Luminal B HER 2 Positivo
Enriquecido Her 2
Triple Negativo

*Informacion obtenida de los expedientes clinicos en consulta al SIHA durante un periodo

de 2019 a 2020

O L NN O = O W -
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Tabla 3. Supervivencia libre de enfermedad y Tratamiento recibido*

Tratamiento Recibido**
Cirugia Conservadora de mama/Mastectomia Radical
Radioterapia Adyuvante
Quimioterapia Neoadyuvante
Quimioterapia Adyuvante
Cirugia de mama + Quimioterapia + Radioterapia
Cirugia de mama + Radioterapia
Cirugia de mama + Quimioterapia

N O ONO O P&

Supervivencia libre de enfermedad a partir de DX £ D.E.*** 6.75 * 4.34 meses

*Informacion obtenida de los expedientes clinicos en consulta al SIHA durante un periodo de 2019
a 2020

**E| Tratamiento recibido se definié como el recibido antes de la fecha de la toma de muestra
***La supervivencia libre de enfermedad se considera el intervalo de tiempo desde el diagnostico
hasta recurrencia de enfermedad o muerte por cancer

D.E. = Desviacion estandar

Extraccion y Cuantificacién de ct ADN

Se extrajo sangre periférica empleando tubos de recoleccidon especializados marca PAXgene, los
cuales permiten la conservacion del ctADN. En cuanto al procedimiento para la extraccion del ADN,
se empled el método de Trizol, descrito conforme al fabricante y el inserto del producto (TR/zol/™
Reagent Experimental protocol for DNA isolation. Catalog Number 15596026. Pub. No.
MANO0016385; modificado de: Chomczynski, P. 1993. A reagent for the single-step simultaneous
isolation of RNA, DNA and proteins from cell and tissue samples. BioTechniques 15,532-537)

La cuantificacién del ctADN se realizé utilizando un método espectrofotométrico y el equipo
NANOPHOTOMETER marca IMPLEN. En la figura 1. Se muestra el equipo denominado, asi como

una imagen representativa de la cuantificacién.
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Fig. 1. Cuantificacion de ctADN mediante espectrofotometria. Se muestra una imagen representativa de la
cuantificacién de una muestra extraida de ctADN de sangre periférica. En la imagen podemos observar informacion

referente a la concentracidn en ng/ulL y la curva de pureza con la relaciéon 260/280nm.

n=5 Concentracidn ct ADN inicial (ng/microlitro) Relacién 260/280
# muestra nm
1 55 0,943
2 290 1,051
3 1125 0,084
4 1252 0,978
5 993 0,853
Promedio  D.E. 680.5 £ 596.63 0.78 £ 0.39

*El ct ADN se extrajo mediante la técnica de trizol y se cuantificé espectrofotométricamente en el
equipo NanoPhotometer version 7122 V2.4.2 marca INPLEN

D.E. = Desviacion estandar

ct = tumoral circulante

En la (Tabla 4) se presentan datos de la concentracién de ct ADN que se extrajo de sueros de
muestras sanguineas periféricas mediante técnica Trizol encontrando un promedio de 680.5 ng/ul

con una relacion de absorbancia 260/280 promedio de 0.78 nandmetros.
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ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron los datos de los expedientes de la consulta externa de Oncologia Médica del
Hospital 20 de Noviembre y los tratamientos recibidos ya sea cirugia, radioterapia, quimioterapia

u hormonoterapia tomando en consideracion las fechas en referencia a la toma de muestra.

En la (Tabla 5) podemos evidenciar que el nivel de concentracion de ct ADN en suero es de 55
ng/ul en la paciente 1 Luminal A que recibid tratamiento con cirugia mas quimioterapia adyuvante
asi mismo se observan niveles mayores de ct ADN 1125 ng/ul en la paciente 3 con fenotipo Luminal
B Her 2 + (positivo) que se sometiod a Cirugia mas quimioterapia adyuvante; por ultimo la paciente

4 Luminal A sin ningun tratamiento previo el nivel de ct ADN fue de 1252 ng/pl.

Tabla 5. Analisis de tipo de Tratamiento recibido en relacién con el ct ADN en suero*

n=>5 Concentracion ct ADN
# muestra Qx QT HT RT (ng/microlitro)
1 Sl Sl NO NO 55
2 Sl NO NO NO 290
3 Sl Sl NO NO 1125
4 NO NO NO NO 1252
5 Sl NO NO NO 993

*El ct ADN se extrajo mediante la técnica de trizol y se cuantificé espectrofotométricamente en
el equipo NanoPhotometer versién 7122 V2.4.2 marca INPLEN

ct = tumoral circulante; ng = nanogramos; QX = Cirugia de mama conservadora o radical; QT =
Quimioterapia esquemas Antraciclina mas Taxano; HT = Hormonoterapia; En color rosa se
muestran las 2 pacientes que se sometieron a cirugia de mama y quimioterapia previa a toma
de muestra de ct ADN; En color Gris se muestran la paciente que NO se sometid a ningun tipo
de tratamiento previa a toma de muestra de ct ADN

Al relacionarlo con el fenotipo de céncer, en la (Tabla 6) podemos observar que el nivel de ct ADN
esde 1125 ng/ul en la paciente 3 con fenotipo Luminal B Her 2 + (positivo) que se sometid a Cirugia
mas quimioterapia adyuvante, que se conoce en la literatura es un fenotipo que tiene un

comportamiento bioldgico mas agresivo en relacion a fenotipo Luminal A.
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Tabla 6. Analisis de relacién entre el fenotipo de cancer de mama con el ct ADN en suero*

n=5
# muestra Concentracion de ct ADN en suero Fenotipo
1 55 Luminal A
2 290 Luminal A
4 1252 Luminal A
5 993 Luminal A

*El ct ADN se extrajo mediante la técnica de trizol y se cuantifico espectrofotométricamente
en el equipo NanoPhotometer versién 7122 V2.4.2 marca INPLEN

-En color verde se muestra la paciente con diagndstico de cancer de mama Luminal B her 2 +
(positivo) y el nivel de concentracién de ct ADN

A partir de las fechas de toma de muestra y del procedimiento quirurgico se analizé un analisis de
regresion lineal simple descrita en la Grafical. Sin embargo los datos no presentan un
comportamiento de este naturaleza que pueda describirse con la cantidad de datos actuales como

consistente.

Correlacidn del tiempo transcurrido del procedimiento
quirurgico entre la toma de muestra de ct-ADN

6
5
(7]
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Grafica 1. Se realizé un analisis de regresién lineal por dispersion entre el tiempo transcurrido del
procedimiento quirdrgico y la toma de muestra de ct ADN sin encontrar relacion entre la concentracion

de ct ADN obtenida. N = 5; el valor de correlacién lineal R? = 0.1447.
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X. DISCUSION.

Se sabe que el desarrollo del cancer estda asociado con una alta proliferacion celular que
inicialmente se compensa con altas tasas de muerte celular apoptodtica activa y mas tarde con
tasas crecientes de muerte celular necrética pasiva cuando el tumor se desdiferencia y se vuelve

invasivo (16).

Hasta la fecha, los marcadores prondsticos y predictivos se basan principalmente en los
tejidos. Ademas del tamafio del tumor, el estado de los ganglios linfaticos y la metdstasis vy la
clasificacion de las células tumorales, se utilizan diversos marcadores inmunohistolégicos, en
particular para el receptor de estrogeno (RE), el receptor de progesterona (PR), Her2 / neuy Ki67

para estratificar el riesgo de recaida del paciente (17).

Se necesitan con urgencia biomarcadores predictivos de respuesta a la quimioterapia

neo/adyuvante.

De acuerdo con nuestro estudio, la poblaciéon presenta un comportamiento sociodemografico
comun (Tabla 1), al analizar el tipo histoldgico y las caracteristicas clinicas se determind que el
estado de Her2/Neu positivo obtenido después de quimioterapia adyuvante dio como resultado
mayores concentraciones de ct ADN respecto a fenotipo Luminal A, por lo cual se podria
considerar el pardmetro de inmunofenotipo tumoral como una caracteristica patoldgica a tener
en cuenta (Tabla 6). Lo anterior empata con referencia a lo descrito a Yidong Z. et quienes
encontraron que el ct ADN se detectd con mayor frecuencia en pacientes localmente avanzados/

metastasicos y fenotipos no luminales (22) en cuanto a lo mostrado en nuestro en este estudio.

lgualmente en nuestros hallazgos se encontrd una menor concentracion de ct ADN en suero
después del tratamiento adyuvante con quimioterapia en una paciente con cancer de mama
Luminal A indicando que podria ser utilizado como biomarcador predictivo de respuesta sin
embargo se requieren mas datos al respecto (Tabla 7).
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Julia Lehner et al, llevd a cabo un estudio de observacidn prospectivo en un grupo homogéneo de
pacientes con cancer de mama confinado localmente que estaban tratados con quimioterapia
neoadyuvante, este enfoque dio como resultado un excelente escenario para la investigacién de
biomarcadores séricos medidos en momentos definidos durante el tratamiento y la correlacién
con respuesta a la terapia objetivada por inmunohistoquimica en el momento de la reseccion del
tumor (15). Moss J. et al, demostré que el cfDNA (ADN circulante libre) de mama previo al
tratamiento se detectd en pacientes con enfermedad localizada con una sensibilidad del 80% con
una especificidad del 97%. Los niveles elevados de cfDNA de mama se asociaron con perfiles
tumorales moleculares agresivos y actividad metabdlica de la enfermedad. Durante la
guimioterapia neoadyuvante, los niveles de cfDNA de mama disminuyeron drasticamente. Es
importante destacar que la presencia de cfDNA de mama hacia el final del régimen de
quimioterapia reflejé la existencia de enfermedad residual (18).

En referencia a nuestros resultados, a pesar de que los datos son reducidos, la quimioterapia
muestra un impacto positivo en la disminucién de la concentracion de ctADN, como se mostro en
la Tabla 7, por lo que es importante dar seguimiento a estas pacientes y continuar con el
reclutamiento para un analisis a profundidad con la intension de evaluar significancias estadisticas.
Hasta el momento los datos no permiten establecer una relacién lineal directa entre el tipo de

tratamiento y la concentracién de ctADN (Grafica 1).

Del mismo modo sera relevante la inclusién de pacientes que no cursen con la enfermedad a

manera de grupo control.

El presente estudio tiene un marcado caracter exploratorio, se midid la concentracién de ct ADN
en diferentes momentos durante la terapia para determinar su capacidad para anticipar o indicar
la respuesta a la terapia en un grupo limitado de pacientes, los hallazgos de este estudio deben

ser confirmados por estudios de validacion independientes.
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Xl CONCLUSIONES.

Los resultados de este estudio prospectivo y exploratorio indican que las concentraciones de ct
ADN extraido de plasma de mujeres con Cancer de mama localmente avanzado se podria utilizar
como un biomarcador predictivo de respuesta a la quimioterapia adyuvante, asi como marcador
prondstico, lo que debe ser confirmado por estudios de validacién futuros y evaluar la utilidad de

este nuevo enfoque como una rutina en el entorno clinico.
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Xl ANEXOS

AVISO DE PRIVACIDAD

Titulo protocolo: “Identificacion de fragmentos de ADN tumoral circulante en pacientes con
cancer de mama y su respuesta al tratamiento.”
Numero de registro:

El presente Aviso de Privacidad tiene como objeto informarles sobre el tratamiento que se le dara a sus
datos personales cuando los mismos son recabados, utilizados y almacenados.

Nombre: Aura Erazo Valle-Solis

Domicilio: Av. Félix Cuevas 540, Col. Del Valle, C.P. 03229, Delegacion Benito Juarez, México,
D.F.

Teléfono: 52005003 ext Correo electrénico: aura.erazo@issste.gob.mx

Su informacion personal serd utilizada con la finalidad de contacto con usted para solicitar informacién de
seguimiento de estado de salud; para lo cual requerimos obtener datos de su domicilio, correo electrdnico,
teléfono particular, de trabajo o celular, estos datos son considerados como sensibles de acuerdo a la Ley
Federal de Proteccion de Datos Personales en Posesidn de los Particulares.

Es importante que usted sepa que todo el equipo de investigacién que colabora en este estudio se
compromete a que todos los datos proporcionados por usted seran tratados bajo medidas de seguridad y
garantizando siempre su confidencialidad. En el caso de este proyecto las medidas que se tomaran para
ello seran utilizar codigos, Iniciales, nimero de expedientes y se almacenaran en archivo electrénico a
cargo del investigador principal.

Los datos que usted nos proporcione no seran compartidos con otras instancias o instituciones y
Unicamente seran usados por el equipo de investigadores para este proyecto.

Usted tiene derecho de acceder, rectificar y cancelar sus datos personales, asi como de oponerse al manejo
de los mismos o anular el consentimiento que nos haya otorgado para tal fin, presentando una carta
escrita dirigida a el/ la investigador responsable Aura Erazo Valle-Solis o con la Presidente del Comité de
Etica en Investigacion del CMN “20 de Noviembre”, Dra. Zoé Gloria Sondon Garcia. Tel. 52003544 6
523005003 Ext. 14631, comiteetica20nov@gmail.com.

DECLARACION DE CONFORMIDAD: Manifiesto estar de acuerdo con el tratamiento que se dara a mis
datos personales

Nombre y firma del sujeto de investigacion o paciente:
Fecha:

38



CARTA DE CONSENTIMIENTO BAJO INFORMACION PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE

INVESTIGACION EN SALUD
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

México, CDMX, a
Por de la presente vyo: autorizo mi
participacion en el proyecto de investigacion titulado “Identificacion de fragmentos de ADN tumoral circulante
en pacientes con cancer de mama y su respuesta al tratamiento.”

Usted tiene un tipo de cancer de mama. A pesar de algunos avances en la deteccion temprana, los tratamientos
quirdrgicos y las nuevas estrategias en los tratamientos terapéuticos, el prondstico de los pacientes con cancer es muy
pobre y se determina principalmente por el estudio de la enfermedad. El objetivo de este estudio es conocer la presencia
de material genético y moléculas que participan en el establecimiento y desarrollo del cancer de mama. Estas pruebas se
realizan en un laboratorio de investigacion, donde los datos personales y los resultados obtenidos son manejados con
confidencialidad y discrecion absoluta.

Se me ha explicado que mi participacion consistira en responder las preguntas convencionales de historia clinica, asi como
donar material bioldgico siguiendo la indicacion de mi médico. La donacion se realizara de una muestra de 15mL de sangre
periférica, este procedimiento se realizara al inicio de mi participacion y 6 meses posteriores a la primera toma de muestra.

Los beneficios potenciales derivados del presente estudio son: 1) caracterizar cambios en el material genético (ctADN y
mRNA) que se encuentre en circulacion en sangre periférica 2) identificar patrones genéticos y/o moleculares en el tejido
sitio-especifico tumoral.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes y molestias de mi participacion en
el estudio, que son los siguientes:

Riesgos y molestias:

a) Por la obtencidn de las muestras de sangre periférica: Representan un riesgo menor al minimo, debido a que la
toma de las muestras se realiza del mismo modo que las que son empleadas para sus estudios de laboratorio.

b) Por la obtencién de las muestras biopsia tejido sitio-especifico tumoral: Es un procedimiento de riesgo minimo,
que se realiza durante la cirugia de obtencién de biopsia indicada por el médico. No implica un riesgo o
complicaciones adicionales a las inherentes al procedimiento quirtrgico indicado por su médico.

Beneficios: La donacion de su muestra permitira analizar la presencia de moléculas (ctADN, mARN, ADN), el cual en un
futuro podra emplearse como un método de diagndstico no invasivo para los pacientes con cancer.

Participacion: Entiendo que mi participacién es voluntaria, y conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier
momento en que lo considere conveniente, sin que ello afecte la atencion médica que recibo en el Instituto.

El investigador principal Dra. Aura Erazo Valle-Solis, se ha comprometido a responder cualquier pregunta y aclarar las
dudas que le plantee acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo, los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto
relacionado con la investigacion.

Asi mismo, el investigador principal ha dado seguridades de que no se me identificara en las presentaciones o publicaciones
que deriven de este estudio y que los datos relacionados con mi privacidad seran manejados en forma absolutamente
confidencial. Para cumplir la anterior, el investigador utilizard para la creacién de la base de datos (que tendran mi
informacidn clinica, asi como las respuestas del cuestionario acerca de mis datos que se me aplicara), nimero de folio (NO
empleard mi nombre) para identificarme y de esa forma conservar mi anonimato.

Datos del investigador principal a los cuales puede comunicarse en caso de dudas o preguntas relacionadas con el
estudio: Dra. Aura Erazo Valle-Solis, Teléfono de contacto: 52005003. Domicilio de contacto: Av. Félix Cuevas 540,
Col. Del Valle, C.P. 03229, Delegacién Benito Juarez, México, D.F.

Investigador Responsable Paciente

Investigador Asociado Testigo
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HOJA DE REGISTRO DE PROTOCOLO

CENTRO MEDICO NACIONAL “20 DE NOVIEMBRE”
Direccion

Subdireccién de Ensefianza e Investigacion
Coordinacién de Investigacién

7. ISSSTE |

R

) 2019 "ANO DEL CAURILLO DEL SUR, EMILIAND ZAPATA”
Oficio No. 96.2.2.1.3.2/402/2019
Asunto: Aceptacion de Protocolo

Ciudad de México a 27 de Marzo de 2019

Dra. Aura A. Erazo Valle Solis
Investigador Responsable
Presente.

L‘e comunicamos, que su proyecto de investigacién titulado: Identificacién de fragmentos de ADN tumoral
circulante en pacientes con cancer de mama Yy su respuesta al tratamiento. Con Numero 093.2019 folio de
la jefg{um de departamento de investigacién como resultado de proceso de revisién, en el que integrantes de las
Com'ISIones de Investigacién, de Etica en Investigacion y Bioseguridad del Centro Médico Nacional “20 De
Noviembre”, aprobaron y dictaminaron procedente su realizacion.

A partir de este momento sera responsabilidad del investigador principal, realizar a satisfaccién los objetivos del
proyecto aprobado, asi como dar cumplimiento de lo estipulado en el Reglamento de la Ley General de Salud
en Materia de Investigacion y a las buenas practicas clinicas que indican la Secretaria de Salud y el Instituto de
Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado; debera cumplir ante esta Coordinacién y a los
comités de Etica en Investigacién y en su caso al de Bioética con los informes semestrales de la evolucién del
proyecto y de ser procedente del manejo de presupuesto, y si asi lo amerita su investigacién copia de la carta de
consentimiento bajo informacién de todos los pacientes que participen, este consentimiento debera incluir el
namero de expediente, direccion, direccién electrénica y teléfono de cada uno de los pacientes reclutados en el
entendido de que esta informacion es confidencial y sera susceptible de ser auditada por el comité de ética en

investigacion.

Es responsabilidad del investigador principal notificar sobre cualquier efecto adverso ocurrido en los
pacientes en investigacién tanto a la Comisién de Etica a través de esta coordinacién, al Comité de
Farmacovigilancia como a la Secretaria de Salud (COFEPRIS) y en los formatos correspondientes y tiempos

obligatorios al tipo de evento a reportar.

Con el fin de dar cumplimiento a la reglamentacion en investigacion vigente en México y a la que estara obligado
(a) es necesario acceda al Reglamento de la Ley General de Salud en materia de investigacion, al “Consejo de
Salubridad General, a la comisién para la Certificacion de Establecimientos de Atencién Médica, Estandares para
la Certificacion de Hospitales en Investigacién” asi como a la Comisién Nacional de Bioética.

Las autoridades de este Centro Médico Nacional “20 De Noviembre” estdn comprometidas con impulsar la
investigacion en salud bajo los mas estrictos estandares cientificos y éticos contemplados en la legislaciéon Mexicana
y en los tratados internacionales que se han suscrito por lo que le felicita por su interés en materia.

P i

N\

Deseéndole’ que esta investigac/ié,m(\:umpla los propésitos que se han planteado, sin otro particular, quedamos de

usted. 7

Atentam eﬂ,n_t:e . , VO'B}.'.::;;’"/:,—
Ll ~~ N i
Dr. Paul Mondragon Teran< Dr. Matricio-Di Sﬂglo’Lopez
Coordinadd\r de Investigacion _ Subdijréc gpde/E-nseﬁanza e Investigacion.
# ™ 7 - A7
! 4 -

\

ion del Investigador
Fecha:

A

c.c.p. Minuta de la Coordinacién de Investigacién
PMT/abg*
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