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RESUMEN

El cancer de mama es la neoplasia mas comun en mujeres a nivel mundial por lo que
representa un grave problema de salud publica. En Meéxico, los tumores de mama
representan la principal causa de cancer en mujeres. En la practica clinica, los marcadores
inmunohistoquimicos, receptor de estrégeno; de progesterona y el receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico humano se utilizan para orientar el diagnostico y las decisiones de
tratamiento. La clasificacion molecular de los tumores de mama segun los patrones de
expresion génica también se ha traducido con éxito en pruebas clinicas para ayudar en la
toma de decisiones médicas. El uso de perfiles de expresion génica, particularmente la
firma para identificacion de subtipos intrinsecos PAM50, ha revelado la existencia de al
menos cuatro subcategorias de tumores de mama: Luminal A, Luminal B, enriquecida en
Her2 y Basal. Por lo anterior, se realizé un analisis molecular completo de 105 tumores de
mama y 21 tejidos adyacentes al tumor. Obteniendo los siguientes datos, la edad media
de diagnostico fue de 55 afos, el 22% era menor de 45 afos. La mayoria de los casos
fueron principalmente en etapa temprana IlIA y IIB. En promedio, el tamafio del tumor fue
de 2,3 cm, el 67% del diagndstico histoldgico fue cancer ductal infiltrante, seguido de
carcinoma lobular infiltrante y tumores mixtos (ductal y lobular). La mayoria de los tumores
analizados presentan un grado histolégico Il y Ill. En cuanto al estatus de marcadores de
inmunohistoquimica: 66.6% de los tumores fueron ER +, 56.19% PR +, 18.09% HER2/Neu
positivo, 11% triple negativo (RE, RP y HER2/Neu negativo), 35.8% positivos a
Citoqueratina 5/6 (CK5/6), 50% a Citoqueratina 14 (CK14) y 43.39% a Citoqueratina 17
(CK17). EGFR fue evaluado en los tumores del subtipo basal, encontrando un 33.3% de
positividad, mientras que CLD1 y CLD3 tienen una frecuencia del 100%. Obtuvimos la
frecuencia de subtipos intrinsecos en cancer de mama en poblacion mexicana de acuerdo
a PAMS50, 46% de tumores LumA, 28% de LumB, 15% de HER2 enriquecido y 12% de tipo
basal. Sin embargo, no se encontré buena correlacion entre la sub-clasificacion basada en
el PAM50 contra el perfil inmunohistoquimica. Se validaron los genes diferencialmente
expresados. Se identificaron genes y se correlacionaron a nivel de alteraciones de numero
de copias que pudieran implicar en el desarrollo del cancer de mama. Los marcadores
inmunohistoquimicos han guiado tradicionalmente las decisiones de tratamiento en el
cancer de mama. Sin embargo, los avances en los perfiles de expresion génica y la
disponibilidad de ensayos basados en genes han lanzado estas nuevas pruebas a la
practica clinica diaria. El analisis global de los perfiles de expresion génica, permitio obtener

un mayor conocimiento acerca de las diferencias bioldgicas entre subtipos de tumores de



mama, ademas de obtener datos acerca de los mecanismos moleculares que se alteren en
el cancer de mama describibiendo la prevalencia de subtipos de tumores de mama

definidos molecularmente en nuestra poblacion.

ABSTRACT

Breast cancer is the most common neoplasm in women worldwide and represents a serious
public health problem. In Mexico, breast tumors represent the main cause of cancer in
women. In clinical practice, immunohistochemical markers of estrogen receptor,
progesterone receptor and human epidermal growth factor receptor 2 are used to guide
diagnosis and treatment decisions. Molecular classification of breast tumors according to
gene expression patterns has also been successfully translated into clinical trials to aid in
medical decision making. The use of gene expression profiling, particularly the signature for
identification of intrinsic PAM50 subtypes, has revealed the existence of at least four
subcategories of breast tumors: luminal A, luminal B, Her2-enriched, basal-like. A
comprehensive molecular analysis of 105 breast tumors and 21 tumor-adjacent tissues was
performed. The following data were obtained, the mean age at diagnosis was 55 years, 22%
were younger than 45 years. Most cases were mainly early stage IIA and 1IB. On average,
the tumor size was 2.3 cm, 67.61% of the histological diagnosis was infiltrating ductal,
followed by infiltrating lobular carcinoma and mixed tumors (ductal and lobular). Most of the
tumors analyzed presented histological grade Il and lll. Regarding the status of
immunohistochemical markers: 66.6% of the tumors were ER +, 56.19% PR +, 18.09%
HER2/Neu positive, 11% triple negative (ER, PR and HER2/Neu negative), 35.8% positive
for cytokeratin 5/6 (CK5/6), 50% for cytokeratin 14 (CK14) and 43.39% for cytokeratin 17
(CK17). EGFR was evaluated in basal subtype tumors, finding 33.3% positivity, while CLD1
and CLD3 had a frequency of 100%. According to PAMS50, it is subdivided into 46% LumA,
28% LumB, 15% HERZ2-enriched and 12% basal type tumors. Immunohistochemical
markers have traditionally guided treatment decisions in breast cancer. However, advances
in gene-expression profiling and availability of gene-based assays have launched these
newer tests into everyday clinical practice. The global analysis of gene expression profiles
allowed us to obtain a better understanding of the biological differences between breast
tumor subtypes, as well as to obtain data about the molecular mechanisms that are altered
in breast cancer, describing the prevalence of molecularly defined breast tumor subtypes in

our population.



INTRODUCCION

Epidemiologia del cancer de mama

El cancer es un problema de salud a nivel mundial, Globocan ha estimado un total de 9,
227, 48 de casos de cancer en el 2020". El cancer de mama es el tumor maligno mas
frecuente en las mujeres y la primera causa de muerte por cancer (Fig 1). En 2018, se
estimé que 2,1 millones de mujeres fueron diagnosticadas con cancer de mama,

aproximadamente un caso cada 18 segundos®.

En México, el cancer de mama ha tenido un incremento constante tanto en su incidencia
como mortalidad en las ultimas tres décadas®. Acorde al reporte del Departamento de
Epidemiologia de la Secretaria de Salud la incidencia se incrementé entre 2000 y 2013
llegando de 10.76 casos por 100,000 habitantes a 26.1 por cada 100,000 mujeres mayores

de 25 afios, estimando 23,873 nuevos casos en 2013*.

El cancer de mama en México se diagnostica a una media de edad de 52.5 afios, una
década inferior a la poblacién de América del Norte y Europa occidental, la incidencia
aumenta proporcionalmente al incremento en la edad, lo que nos hace prever que
solamente por el envejecimiento de la poblacién, habra también un aumento sustancial en

el nimero de casos de cancer de mama en los proximos afios”.

Existen diferencias importantes en la incidencia y mortalidad de la enfermedad entre los
estados del norte y centro de la Republica Mexicana. Esto es debido entre otras razones,
al cambio del estilo de vida de la poblacion, que ha adoptado el modelo donde las mujeres
en general tienen un nivel de escolaridad mas alto y trabajan fuera del hogar, con mayor
ingesta también de grasas animales, tabaco y alcohol, sedentarismo y sobrepeso, retraso
en el inicio de la reproduccion, con primer embarazo tardio (> de 30 afios) y ausencia de

lactancias, y uso de agentes hormonales en la menopausia®.

Aunado a esto, la carencia de un programa nacional de deteccion oportuna, la atencion en
las instituciones publicas, la insuficiencia de recursos humanos, materiales y técnicos para

el tratamiento y la falta de unidades mamarias especializadas®.
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Figura 1. Estimacion del nimero de casos de cancer en mujeres 2020. Globocan 20222



Glandula mamaria

La glandula mamaria es un 6rgano complejo y altamente adaptable cuya funcioén principal
es producir leche durante la lactancia para el sustento de la descendencia. La glandula esta
compuesta por una variedad de tipos de células, que incluyen fibroblastos, adipocitos,
células epiteliales, endoteliales e inmunes. Las células epiteliales se pueden subdividir en
multiples tipos de células que juntas forman la estructura ramificada de la glandula y

constituyen los alvéolos secretores durante la lactancia (Figura 2)’.

Los conductos comprenden células luminales (capa interna) y células basales (capa
externa) y estan rodeadas por la membrana basal, fibroblastos y adipocitos. Al nacer, el
sistema de conductos es rudimentario. Las hormonas como el estrogeno y la progesterona
desencadenan en la pubertad: la diferenciacion celular y la formacion de brotes terminales
(TEB) que se invaginan en la almohadilla adiposa para promover la expansion ductal. Con
la concepcion, interfiere otra hormona, la prolactina que ocasiona la diferenciacion de las
células alveolares Luminales y los conductos terciarios y las estructuras I6bulo alveolares
comienzan a formarse durante el embarazo temprano. Asi comienza la diferenciacion de
las células epiteliales mamarias (MEC)®. Al final de la gestacion, las células alveolares
Luminales aumentan la produccion de leche, mientras que la oxitocina durante la lactancia
desencadena la contraccion de las células epiteliales, la constriccion Luminal y la liberacion
de leche al lumen®. La fase inicial de involucién es reversible, durante la siguiente fase
irreversible se produce apoptosis y adipogénesis de MEC, los macréfagos eliminan los MEC
muertos y las células alveolares sufren apoptosis. Mientras tanto, la matriz extracelular

(ECM) se reconstituye con colageno altamente fibrilar y la adipogénesis continta™.

Varios mecanismos celulares, incluida la capacidad de respuesta a las hormonas
circulantes, la composicion del estroma y la especificacion celular, contribuyen a los efectos

de la edad y la paridad en el riesgo de cancer de mama’.
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Figura 2. Glandula mamaria. Representacion esquematica de un conducto mamario a lo largo del
ciclo de desarrollo mamario: nacimiento, pubertad, embarazo, lactancia, involucién y post-embarazo.
Tomada de Pregnancy and Breast Cancer: Pathways to Understand Risk and Prevention’.
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Factores de riesgo

Los factores de riesgo conocidos para el desarrollo del cancer de mama son los siguientes:
Biolégicos: sexo femenino, envejecimiento (a mayor edad mayor riesgo), antecedente
personal o familiar de cancer de mama en madre, hijas o hermanas. Antecedentes de
hallazgos de hiperplasia ductal atipica, imagen radial o estrellada, asi como carcinoma
lobulillar in situ por biopsia. Vida menstrual mayor de 40 afios (menarquia antes de los 12
anos y menopausia después de los 52 afnos). Densidad mamaria. Ser portador de los genes
BRCA1 o0 BRCA2*.

Ambientales: Exposicion a radiaciones ionizantes, principalmente durante el desarrollo o el

crecimiento. Radioterapia en el térax.

Factores de riesgo relacionados con los antecedentes reproductivos: Nuligesta, primer
embarazo a término después de los 30 afios de edad. Terapia hormonal en la peri

menopausia o posmenopausia por mas de 5 afios.

Factores de riesgo relacionados con el estilo de vida: Alimentacion rica en carbohidratos y
baja en fibra. Dieta rica en grasas tanto animales como acidos grasos trans. Obesidad,

Sedentarismo. Consumo de alcohol mayor de 15 g/dia y Tabaquismo®.

12



Cancer de mama

El mecanismo exacto por el cual se inicia el cancer de mama se desconoce; sin embargo,
se han hecho muchos esfuerzos para caracterizar molecularmente el cancer de mama y

proyectar su formacion y progresion'”.

Las caracteristicas distintivas del cancer comprenden seis capacidades biologicas
adquiridas durante el desarrollo de tumores en multiples etapas. Estos hallmarks o sellos,
constituyen un principio organizador para racionalizar las complejidades de esta
enfermedad. Incluyen sefales de proliferacion, la evasion de los supresores de
crecimiento, resistencia a la muerte celular, la posibilidad de la inmortalidad replicativa,
induccion de angiogénesis y la activacion de la invasion y la metastasis. Ademas esta la
inestabilidad del genémica, que genera la diversidad genética y la inflamacion fomentando
multiples funciones distintivas'>. Se han afadido la reprogramacion del metabolismo
energeético y la evasion de la destruccion inmunitaria. Aparte de las células cancerosas, los
tumores exhiben otra dimension de complejidad con un repertorio de células reclutadas,
visiblemente normales, que contribuyen a la adquisicion de rasgos distintivos al crear el
microambiente tumoral. Recientemente se planted la posibilidad de que la plasticidad
fenotipica y la diferenciacion alterada sean una capacidad distintiva, y que la
reprogramacion epigenéticas no mutacional y los microbiomas polimoérficos constituyan
caracteristicas que faciliten la adquisicion de capacidades distintivas. Ademas, las células
senescentes de diversos origenes, pueden afiadirse a la lista de tipos celulares
funcionalmente importantes en el microambiente tumoral (Fig. 3). El reconocimiento de la
amplia aplicabilidad de estos conceptos afectara cada vez mas el desarrollo de nuevos

medios para tratar el cancer'.
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Figura 3. Caracteristicas distintivas del cancer. Modificada de Hanahan, 20223
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Clasificacion Histologica del Cancer de mama

El analisis histolégico de las biopsias de mama combinado con analisis de sangre y
mamografias permite clasificar los tumores de mama de acuerdo a su capacidad de
invasion, tamafo, morfologia, crecimiento y si han alcanzado los ganglios linfaticos (LN).
Los tumores invasivos o no invasivos dependen de la capacidad o incapacidad de las
células cancerosas para diseminarse en estructuras cercanas a los conductos de la mama.
Un sistema de clasificacion del cancer de mama es el de estadios 0 a IV, lo que permite el
pronéstico del tumor y la terapia potencial. De acuerdo a una variedad de parametros,
incluyendo el tamafo del tumor y la presencia de células cancerosas en los LN. TNM es
otro sistema de clasificacion basado en el tamafio del tumor (T), la participacion de LN (N),

y la metastasis (M) (www.breastcancer.org).

En cuanto a analisis histolégico en el cancer de mama se pueden definir varios tipos que
se mencionan a continuacion: El carcinoma ductal in situ es un grupo heterogéneo de
neoplasias caracterizado por la presencia de células epiteliales malignas que crecen dentro
de los conductos mamarios, sin rebasar la membrana basal, identificadas por microscopia
de luz. Adopta diferentes patrones arquitecténicos de crecimiento intraductal y presenta
caracteristicas citologicas y de necrosis variables; generalmente es unifocal, se conoce

también con el nombre de carcinoma intraductal.

Se reconoce que el carcinoma intraductal crece frecuentemente dentro de los ductos de
manera discontinua. Estos carcinomas son inicialmente sospechados a raiz de un hallazgo
mamografico anormal (micro calcificaciones, masa o un area densa asimétrica) o por la
existencia de un tumor palpable, o secrecion por el pezén y la forma de presentacion poco
frecuente puede ser la enfermedad de Piaget. El diagnéstico histolégico y la determinacion

de la extensién (tamafio) son indispensables para la seleccion de la terapéutica adecuada.

El carcinoma lobulillar in situ es una lesion poco frecuente y su diagnoéstico histologico y
diferencial con hiperplasia atipica requiere la intervencién de patélogos expertos. En
general, no se relaciona con masa palpable o cambios mamograficos especificos. Esta
lesion se considera como un marcador de riesgo y no como un cancer que evoluciona hacia
la forma invasora de manera directa. Alrededor de 10% a 15% de las pacientes presentara
durante su vida un carcinoma invasor en cualquiera de las mamas, generalmente de tipo

ductal infiltrante. El riesgo de aparicién de cancer de mama invasor es de aproximadamente
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0.5% por afio de seguimiento y cuando se vincula con carga genética de primer grado

aumenta a 1% por afio.

El carcinoma ductal in situ (CDIS) y el carcinoma lobular in situ (CLIS) son lesiones pre
malignas no invasivas (estadio 0) pero que pueden llegar a ser invasivas si no se tratan. El
cancer de mama mas comunmente diagnosticado es el carcinoma ductal invasivo (CDI), en
el cual las células cancerosas se filtran a través de la membrana basal de los conductos
mamarios e infiltran el tejido adiposo de la glandula (estadios IA y IB). Cuando las células
cancerosas se rompen a través de un vaso sanguineo o linfatico, es llamado metastasico
porque estas células comunmente invaden los vasos sanguineos axilares (estadios I-ll) y
distales, los huesos, los pulmones, el higado o la médula espinal y cerebro (estadio V)
Figura 4. Aunque el analisis histologico ha sido una herramienta valiosa, no proporciona

una estratificacion precisa de los pacientes ni de los posibles tratamientos.

ETAPAS DE CANCER DE MAMA

arcinoma ductal invasivo Carcinoma ductal invasivo

[ Estadio | | Estadio I ][ Estadio I ] [ Estadio IV 7N é

Figura 4. Etapas del cancer de mama. Biorender 2021.
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En la practica clinica los receptores hormonales de estrégenos (RE), progesterona (RP) y
la sobreexpresion de la onco proteina HER-2 y el Ki67 son factores prondsticos y predictivos
indispensables en cancer de mama, por lo que estos marcadores deben realizarse en todas

las pacientes con este diagnostico.

Posteriormente, se generd un sistema de clasificacion que se ha basado en analisis
inmunohistoquimica  identificando  subtipos  subrogados, como Luminal A
(ER+PR+HER2-Ki67-), Luminal B (ER +PR+HER2- o HER2+Ki67+), de tipo normal
(ER+PR+HER2-Ki67-), enriquecido con HER2 (ER-PR-HER2+), y de tipo basal
(ER-PR-HER2-K5/K6/K14+)".

En la tabla 1 se muestran los subtipos moleculares de cancer de mama, la aproximacion
por IHQ no cuenta aun con el nivel de evidencia suficiente para suplir a la clasificacion
genomica. Sin embargo, se recomienda identificar el fenotipo molecular porque favorece el
avance en la identificacion de biomarcadores y subgrupos de pacientes en la busqueda de

terapias blanco, para acercarse cada vez mas a la practica clinica ideal de la medicina de

precision®.
Tabla 1. Subtipos moleculares por IHQ.
Subtipo % Aproximacion inmunohistoquimica
Luminal A 40 RE+, RP+, HER-2- Ki67< 14%
Luminal B 20 RE-/+, RP+, HER-2-/+ Ki67> 14%
HER-2+ 10-15 RE-, RP-, HER-2+
Basal 15-20 RE-, RP-, HER-2- Expresion Ki67 alta EGFR+

CK5-6 CK14 y 17

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico; RE: Receptor de estrogenos;

RP: Receptor de progesterona; Ki 67: Proliferacion; Ck: Citoqueratina
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Caracterizacion molecular del cancer de mama

Han sido caracterizado en los ultimos 15 afios por el grupo del Dr. Perou en cuatro subtipos
moleculares intrinsecos principales del cancer de mama: (Luminal A, Luminal B,

enriquecido en HER2 y Basal) mediante un algoritmo llamado PAM50',"® (Fig. 5y 6).

A nivel de ARN y proteinas, los subtipos Luminal A y B se distinguen en gran medida por la
expresion de dos procesos bioldgicos principales: proliferacion celular y las vias luminicas
reguladas por hormonas' '. En comparacién con los tumores Luminal A, los tumores
Luminal B tienen una mayor expresion de genes o proteinas relacionados con la
proliferacion y ciclo celular (MKI67 y AURKA) y la baja expresién de varios genes o
proteinas relacionados con el lumen, como RP y FOXA1, pero no con el receptor de
estrogeno, que se encuentra similarmente expresado entre los dos subtipos luminicos y
puede ayudan a distinguir la enfermedad Luminal de la no Luminal. A nivel de ADN, los
tumores Luminal A muestran un menor niumero de mutaciones en el genoma, un menor
nuamero de copias CNV (menores tasas de amplificacion CCND1), menos mutaciones de
TP53 (12% vs. 29%), mutaciones GATA3 similares (14% vs. 15%) y mas mutaciones
PIK3CA (45% vs. 29%) y MAP3K1 (13% vs. 5%) en comparacion con los tumores Luminal
B'8. Interesantemente, un subgrupo de Luminal B se encuentran hipermetilados, y un

subgrupo de Luminal Ay B presentan amplificacién/sobreexpresion de HER2'.

Dentro del subtipo Luminal, los Luminales B presentan caracteristicas biologicas
particulares que los diferencian de los Luminales A, tanto en los perfiles de expresion
génica, de alteraciones en el numero de copias, presencia de mutaciones somaticas, y
perfiles de metilacion del ADN; asimismo, los tumores Luminales B presentan un mayor
grado de inestabilidad gendmica que los Luminales A. Los tumores Luminales B se
consideran y se tratan en su mayoria como positivos a receptor de estrogenos y tienen un
curso clinico como los tumores basales y enriquecidos en HER2 durante los primeros 5
anos después de diagnosticada la enfermedad, sin embargo, se ha demostrado que este

subtipo tumoral tiene un comportamiento clinico incluso mas agresivo que los mencionados,
19 20

medida como tiempo de sobrevida libre de metastasis
El subtipo enriquecido con HER2 se caracteriza por la alta expresion de HER2?' y proteinas

relacionados con la proliferacion (ERBB2/HER2 y GRB7), expresion intermedia de genes y

proteinas relacionados con el lumen (RE y RP) y baja expresion de genes relacionados con
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la membrana basal y proteinas (queratina 5 y FOXC1). A nivel del ADN, estos tumores
muestran el mayor nimero de mutaciones, y el 72% y el 39% de los tumores enriquecidos
con HER2 son TP53 y PIK3CA mutado, respectivamente. Aunque la mayoria 68% de los
tumores enriquecidos con HER2 tienen sobreexpresion/amplificacion de ERBB2/HER?2,
debemos esperar identificar el subtipo enriquecido con HER2 dentro de la enfermedad
HER2-negativa®®2. Curiosamente, el subtipo enriquecido con HER2 se ha encontrado
especialmente enriquecido para los tumores con alta frecuencia de mutaciones asociadas
al APOBEC3B. ElI APOBEC3B es una subclase de las deaminasas de citidina APOBEC,
que convierte la citosina en uracilo y ha sido implicado como una fuente de mutaciones en

muchos tipos de cancer.

El subtipo de tipo Basal se caracteriza por la alta expresién de genes relacionados con la
proliferacion (MKI67) y queratinas, expresadas tipicamente por la capa basal (queratinas 5,
14 y 17), expresion intermedia de genes relacionados con HER2 y expresion muy baja de
genes relacionados con la luz del lumen. Los tumores con claudina baja se caracterizan por
la baja o nula expresién de los marcadores de diferenciacion luminal, el alto enriquecimiento
de los marcadores de transicion epitelial a mesenquimal, los genes de respuesta inmunitaria
y los rasgos de las células madre del cancer.?® Desde el punto de vista clinico, la mayoria
de los tumores con claudina baja son carcinomas ductales invasivos negativos para el RE,
negativos para RP y negativos para HER2 (triple negativo), con una alta frecuencia de
diferenciacion metaplasica y medular®*. A nivel del ADN, estos tumores muestran el
segundo numero mas alto de mutaciones a través del genoma, la mayoria son
hipometiladas, y mutaciones en TP53 el 80% y el 9% PIK3CA. El cancer de mama con
mutacion BRCA1 estd asociado con este tipo tumoral. Finalmente, la sobreexpresion
ERBB2/HER2/se encuentra en el 2.1-17.4% de este tipo tumoral. La mayoria de estos

tumores tienen un comprtamiento clinic agresivo®.
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HER2-E LumB eBasal-llike eLumA eNormal-like

IRERITETIERS

;

» Proliferation e HER2 e Luminal « Basal

Figura 5. Identificacion de subtipos intrinsecos. La clasificacién se realizd utilizando el predictor PAMS50.
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Subtipos Intrinsecos de Cancer de mama
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(ER+ y/o PR#), HERZ- - Terapia: Tamoxifeno
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Created in BioRender.com bio

Figura 6. Caracteristicas clinico-histopatoldgicas de los subtipos intrinsecos de cancer de mama. Biorender 2021
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Medicina de precision en Cancer de mama

La medicina de precision es una estrategia para prevenir y tratar enfermedades
considerando la variabilidad en genes, ambiente y estilo de vida. Recientes avances en
tecnologias dmicas se han enfocado en tratamientos mas precisos, un ejemplo de ellos son

las firmas moleculares.

En los ultimos afos el cancer de mama se ha tratado de acuerdo a biomarcadores como el
estado de los receptores hormonales RE y RP asi como HER2, se consideran los mas
importantes y se estiman mediante inmunohistoquimica (IHC) en la practica clinica. Si al
menos uno de los dos receptores (RE o RP) se encuentra positivo, la terapia hormonal sera
suficiente para un tratamiento eficaz, evitando los efectos secundarios mucho mas graves

de la quimioterapia.

Sin embargo, si el estado de los receptores se estima accidentalmente como falso positivo,
el tratamiento hormonal no funcionara y la paciente puede verse privada de la quimioterapia
que le salvaria la vida. Debido a su importancia focal, la calidad de la evaluaciéon de los
receptores ha sido analizada en estudios multicéntricos, sugiriendo hasta un 20% de errores
de clasificaciéon. Se han publicado directrices pero la mejora de la precision de la evaluacion

sigue siendo una cuestion clave?.

Recientemente se ha clasificado en subtipos intrinsecos basados en analisis moleculares.
Estos subtipos han sido aceptados en la practica clinica, la terapia endocrina adyuvante,

quimioterapia y la terapia anti-HER2 se recomiendan basandose en estos subtipos.

Las firmas moleculares son una herramienta util para la eleccion mas personalizada del
tratamiento sistémico en un grupo seleccionado de pacientes con enfermedad temprana.
Esto ha permitido tener mayor certeza de la utilidad del tratamiento indicado, evitando la
toxicidad de una terapia sin beneficio. Los efectos adversos de la quimioterapia son
significativos por ello, surge la necesidad de predecir el riesgo de recaida y estimar ventajas

o desventajas de administrar quimio terapias adyuvantes.

La mayoria de los ensayos de medicina de precision se centran en las anomalias del ADN,
pero solo unos pocos tumores presentan alteraciones genomicas tratables. Hay una

necesidad urgente de explorar objetivos terapéuticos mas alla de la identificacion de las
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aberraciones gendmicas conductoras®’. En consecuencia, basandose en las variantes
oncogénicas somaticas y germinales mencionadas, las plataformas Cancer Genome
Interpreter y PreMedKB proporcionaron una lista completa in sillico de farmacos de terapia

bioldgica destinada a mejorar la medicina de precision en el cancer de mama? .

En particular, se ha estudiado ampliamente el tratamiento optimizado e individualizado
basandose en la sub tipificacion molecular o las firmas de expresion génica®. Entre las mas
utilizadas estan MammaPrint (Agendia), Oncotype DX (Genomic Health) y PAMS50
(Prosigna) (Tabla 2 y Fig. 7 )*-*1-32,

MammaPrint

MammaPrint es una prueba de gendémica para evaluar el riesgo de metastasis de un tumor
de mama. Se basa en la firma gendémica de 70 genes utilizando tejido fresco para el analisis
de microarreglos y tejido en parafina. La prueba es pronostica mas no predictiva. En la
actualidad no debe emplearse para la eleccién del tratamiento médico o loco regional. Se
encuentra en evaluacion en el estudio MINDACT en comparacion con marcadores clinico

patoldgicos para la seleccion de quimioterapia adyuvante en pacientes®, *.

Oncotype

Oncotype DX es una prueba que cuantifica la probabilidad de recurrencia de la enfermedad
en mujeres con cancer de mama en estadio temprano, con ganglios negativos, RE+, HER2
normal (significado pronéstico) y evalua el posible beneficio de cierto tipo de tratamiento,
quimioterapia u hormonoterapia (significado predictivo). Oncotype DX analiza un panel de
21 genes del tumor para determinar una puntuacion de recurrencia (RS < 18 baja, de 18 a
30 intermedia y = 31 alta)®,.

La mayoria de las pacientes con cancer de mama en México son tratadas a través del
sistema publico de salud y >80% reciben quimioterapia adyuvante. En 2015, Bargallo, et al
37 realizo un estudio prospectivo para caracterizar el impacto del ensayo Oncotype DX en
la toma de decisiones sobre la terapia adyuvante y la confianza en esas decisiones entre
los médicos del sector publico en México, determinaron que el uso del ensayo de 21 genes
en el sistema de salud publica mexicano tiene un impacto significativo en las
recomendaciones de tratamiento adyuvante que puede reducir el uso global de la

quimioterapia.
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PAM50/ Prosigna

La prueba se basa en el algoritmo clasificador de los 50 genes, llamado PAMS50, utiliza RNA
extraido de muestras de tejido de tumor de mama fijado en formaldehido y embebido en
parafina (FFPE). El algoritmo utiliza un perfil de expresion de 50 genes para clasificar el
cancer de mama dentro de una de las cuatro clases moleculares o subtipos intrinsecos
siguientes: Luminal A, Luminal B, HER2 enriquecido o de tipo basal'. Los perfiles de
expresion génica prototipicos (por ejemplo, centroide) de los cuatro subtipos intrinsecos se
analizaron muestras de tumor de mama FFPE. El algoritmo computacional basado en la
correlacion de Pearson compara el perfil de expresion de 50 genes normalizados de la
muestra de prueba del paciente con los perfiles de expresion prototipicos de los cuatro
subtipos intrinsecos de cancer de mama'®. A la muestra del paciente se le asigna el subtipo
con la correlacion de Pearson mas alta. El algoritmo indica el riesgo de recurrencia (ROR)
en una escala del 0 al 100, que correlaciona con la probabilidad de recurrencia a distancia
a los diez afos para mujeres posmenopdausicas con cancer de mama de receptores
hormonales positivos en las primeras fases. También indica una categoria de riesgo (bajo,
intermedio o alto). EI ROR se calcula utilizando coeficientes de un modelo de Cox que
incluye la correlacion de Pearson con un subconjunto de 46 genes de los 50 genes
utilizados para calcular cada centroide de subtipo intrinseco, un indice de proliferacién y el
tamafo del tumor. Las variables de la prueba se multiplican por los coeficientes
correspondientes del modelo de Cox para generar el indice, que se ajusta a una escala de
0 a 100 basada en coeficientes generados a partir del conjunto de formaciéon de muestras
de tumor de mama FFPE. También se indican las categorias de riesgo basandose en
valores de referencia de ROR determinados en un estudio de validacion clinica.

(http://prosigna.com/)
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Tabla 2. Firmas de expresion génica

Prueba

Compaiiia

Numero
de genes

Tejido

Tecnologia

Medicion

Aprobado
FDA

Oncotype DX

Genomic Health

16+5ctl

FFPE

qRT-PCR

RS:Low([118
),
intermediate
(18-31), high
(0031) risk

No

MammPrint

Agendia

70

Fresco,
FFPE

Microarreglos

Good risk
and poor risk

Si

Breast Cancer
Index

BioTheranostics

5+2 gene
ratio

FFPE

qRT-PCR

Low,
intermediate,
and high risk

No

Prosigna

Nanostring

50+22ctl

FFPE

Analisis mRNA

ROR: Low
(010),
intermediate
(10-20), high
(020%) risk

Si

MapQuant

Ipsogen

97

Tejido
congelado

Microarreglos

High-grade
vs. low-
grade
tumors. It
can resolve
these “grade
2” tumors
into either
“grade 1” or
“grade 3”
tumors in 80
% of cases.

No

Mammostrat

Applied
Genomics

5

FFPE

Inmunohisto
quimica

EndoPredict

Myriad

12

Tejido
congelado

qRT-PCR

TargetPrint

Agendia

BluePrint

Agendia

80

Abreviacion: ctl, genes control; FFPE, tejido embebido en parafina; gqRT-PCR, Reaccion en

cadena de la polimerasa; ROR, riesgo de recurrencia; RS marcador de recurrencia.
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Nature Reviews | Clinical Oncology
Figura 7. Genes que se evalian en las diferentes firmas de expresion génica a) Oncotype, b)

Mamaprint, c) PAM50, d) Breast cancer index y €) EndoPredict.
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La oncologia de precision se centra en la adecuacion del tratamiento mas eficaz en funcion
del perfil "domico" de cada individuo o poblacién. Existen algunas plataformas de las que
podemos aprovechar la investigacion relacionda con cancer de mama. ElI CGI
(https://www.cancergenomeinterpreter.org/home) sefiala biomarcadores gendmicos de
respuesta a farmacos con diferentes niveles de relevancia clinica. Huang et al., y el proyecto
Pan-Cancer Atlas® llevaron a cabo la mayor investigacion de variantes patogénicas de la
linea germinal en el cancer. Long et al., Cai et al., y Michailidou et al., realizaron estudios
de asociacion de todo el genoma para identificar variaciones de la linea germinal
relacionadas con el desarrollo del cancer de mama. PreMedKB (http://www.fudan-
pgx.org/premedkb/index.html#/home) es una herramienta bioinformatica que facilita la
interpretacion del significado clinico de las variantes genéticas de un paciente. PharmGKB
(https://www.pharmgkb.org/) recopilé directrices completas para la aplicacion de la
farmacogendémica en la practica clinica, segun varios consorcios de todo el mundo. Por
ultimo, el Consorcio PCAWG (https://dcc.icgc.org/) reveld un analisis integrador de las

alteraciones gendmicas en regiones codificantes y no codificantes?®®.

Los canceres de mama son fenotipicamente diversos entre las pacientes en términos de
tasa de crecimiento agresividad, dependencia hormonal y respuesta al tratamiento. Los
actuales biomarcadores moleculares establecidos actualmente son los relacionados con la
proliferacion celular (Ki67) y el estado de los receptores: receptor de estrégeno (ER),
receptor de progesterona (PR) y receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
(HER2). Los receptores relacionados con el estrogeno (ERR) y los elementos extracelulares
como los microRNAs (miRNAs), los exosomas (EXOs) y el ADN tumoral circulante (ctDNA)
son biomarcadores moleculares emergentes que se estan investigando (Fig. 8). Los
biomarcadores genéticos del cancer de mama incluyen variantes genéticas identificadas en
pruebas genéticas por secuenciacion, y perfiles de expresion génica, realizados por
ensayos de genes. El uso de biomarcadores adecuados para el diagndstico podria
proporcionar informacion de la patogénesis del cancer de mama y contribuir a la gestion

personalizada del cancer y a los enfoques terapéuticos y personalizados.®

Aunque la tasa de supervivencia del cancer de mama a los 5 afios del diagndstico es muy
alta, sigue siendo una enfermedad dificil de diagnosticar y tratar, ya que su comportamiento
difiere de una persona a otra. La capacidad para detectar el cancer, definir su estadio y su
agresividad se basa en multiples herramientas de cribado y diagnostico. Esto representa

un reto multidisciplinar para los médicos, cientificos, tecnoldgicos, ya que la comprension
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de la heterogeneidad del tumor y las variaciones fisioldgicas entre los pacientes, requiere
multiples fuentes de informacién para ofrecer métodos mas nuevos y precisos o mejorar los
existentes. A medida que se van mejorando los métodos y herramientas actuales para
detectar el cancer, las nuevas tecnologias estan en camino para proporcionar un aumento
de la portabilidad, la conectividad, precio y gestiéon de datos que tendran importantes
consecuencias para el mantenimiento o la recuperacion de la salud de cualquier individuo
y paciente (Fig. 9). Por lo tanto, los profesionales de la medicina tienen que estar
constantemente actualizados sobre las nuevas practicas, y la interpretacion de sus
resultados.

MOLECULAR BIOMARKERS GENETIC BIOMARKERS
' GENE EXRESSION GENE
= PROFILING / SIGNATURES SEQUENCING
s = (GEP/S)
. o ar=
Mammaprint® ATM BRCA1
& = Prosigna® NF1  BRCA2
Oncotype DX® STK11  PALB2
Human Epidermal EndoPredict® = CDH1  PTEN
Growth Factor Breast Cancer Index® NBN CHEK2
Receptor 2 Progesterone § s
(HER2) Receptors SONTEIONON
b:_ »  Mutations and
. instability
Receptors

Aberrant

gene
transcription

Nucleous

BREAS

Figura 8. Biomarcadores moleculares y genéticos, localizacién y herramientas de analisis. Tras
detectar el cancer de mama, los biomarcadores moleculares y genéticos ayudan al médico a elegir
la mejor estrategia terapéutica. Los biomarcadores moleculares se identifican mediante IHC, desde
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la membrana celular (HER2), el citoplasma (PR y ER) y el nucleo (Ki-67). Estos biomarcadores

proporcionan informacion sobre la respuesta hormonal y el estado proliferativo de las células

tumorales. Los biomarcadores genéticos son clave para caracterizar las mutaciones que podrian

aumentar la posibilidad de detectar un cancer de mama agresivo. Los perfiles/firmas de expresion

genética ayudan a comprender cémo se comporta un cancer, o que permite predecir mejor su

agresividad y su respuesta a la terapia®®.
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Figura 9. Es necesario un enfoque multidisciplinario para desarrollar herramientas de deteccion y

diagnostico en cancer de mama, ofreciendo informacion clave para los profesionales de la medicina

y la investigacion.
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JUSTIFICACION

En la actualidad existe informacién muy limitada acerca de la arquitectura genémica de los
tumores de mama en poblacién mexicana, desconociéndose la prevalencia de los subtipos
moleculares definidos por perfiles de expresion.

Por lo anterior, el establecimiento de las metodologias necesarias para llevar a cabo la
clasificacion de tumores mamarios en México con base en los perfiles de expresion nos
permitira de inicio determinar la frecuencia de los subtipos de tumores mas agresivos en
nuestra poblacién y al mismo tiempo abre la posibilidad para que en el futuro se avance
hacia el establecimiento de la medicina de precisién aplicada al tratamiento del cancer de
mama en México, ademas de ofrecernos un panorama mas profundo acerca de las

alteraciones gendmicas involucradas en el desarrollo de esta enfermedad.

HIPOTESIS

El analisis global de los perfiles de expresion génica, permitira obtener un mayor
conocimiento acerca de las diferencias bioldgicas entre subtipos de tumores de mama,
ademas de proporcionar nuevos datos acerca de los mecanismos moleculares que se
alteren en el cancer de mama y permitira describir la prevalencia de subtipos de tumores

de mama definidos molecularmente en nuestra poblacion.
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OBJETIVOS

General

Determinar la frecuencia de subtipos tumorales de cancer de mama mediante perfiles de

expresion génica y la evaluacion de un panel de anticuerpos.

Particulares

. Determinar la frecuencia de la expresion de los marcadores: ER, PR, HER2, EGFR,
CK %, CK 14, CK 17 y CL1 y CL3 en los tumores analizados.

. Determinar la frecuencia de subtipos de tumores de mama por el PAM50.

. Evaluar la concordancia entre la sub clasificacion basada en el PAM50 contra el perfil

inmunohistoquimico.

= Analizar genes diferencialmente expresados en cada subtipo tumoral y tejido normal
(adyacente al tumor).

= Evaluar la distribucion de subtipos intrinsecos en poblacion mexicana-hispana

en comparacion con otras poblaciones.
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Materiales y Métodos

Tipo de Muestra: Se analizaron 105 muestras de tumores malignos de la glandula mamaria
en estadios I-1V, provenientes de pacientes sin tratamiento previo y 35 tejidos normales
(adyacentes al tumor).

Los criterios de inclusion de los pacientes fueron los siguientes: diagnéstico confirmado de
cancer de mama en estadios I-IV, atendidas en el FUCAM, sin tratamiento previo. El
protocolo fue revisado y aprobado por las Comisiones de Investigacion y ética tanto del
INMEGEN como del FUCAM.

La colecta de tejido se realiz6 después de haber explicado a cada paciente el objetivo del
estudio y los procedimientos involucrados en el mismo a través de una carta de
consentimiento informado. Unicamente las pacientes que firmaron la carta de
consentimiento informado fueron incluidas en el estudio. Todas las muestras se trabajaron
de forma andénima, mediante el uso de cédigos de barras, por lo que en ningin momento

se entregaron resultados de pruebas especificas a pacientes particulares.

Protocolo para la obtencién, almacenamiento y manejo de muestras de tejido

1)Previo a cualquier toma de muestra se obtuvo la carta de consentimiento informado
debidamente llenada y firmada en presencia de dos testigos; 2) Las muestras de tejido
fueron colectadas sin interferir con los procedimientos normales y sin que se comprometa
la valoraciéon histopatolégica o el diagnostico de la lesién; 3) El patélogo identificd las
regiones de tejido tumoral susceptibles de ser analizados; 4) Las muestras de tejido tumoral
tenian un peso minimo de 0.5 gramos; 5) Las muestras de tejido se congelan de forma
inmediata en nitrogeno liquido; 6) Una vez congeladas, las muestras se mantienen en un
contenedor de nitrégeno liquido o a -80°C hasta su procesamiento; 7) El contenido de
células neoplasicas, asi como la valoracion histopatoldgica de los tejidos se llevo a cabo en
cortes obtenidos con criostato o con cortes obtenidos a partir de tejido incluido en parafina
de la misma pieza tumoral; 8) Unicamente las muestras con un contenido superior al 70%
de células tumorales y sin presencia de necrosis se procesaron para la extraccion de acidos

nucleicos.
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Inmunohistoquimica

Las determinaciones de estatus para receptores hormonales y amplificacion de HER2, se
llevé a cabo mediante inmunohistoquimica, utilizando kits comerciales clinicamente
aprobados para tal propésito (ER/PR PharmDX kit y HERcep Test kit de DAKO, (Fig. 10).
Ademas de la deteccion de ER, PR y HER2, se analizé la expresion de un panel de
anticuerpos para lograr objetivos. Se utilizo EGRF (Dako), Citokeratina % (Dako),
Citokeratina 14 (Dako), Citokeratina 17 (Dako), Claudina 1y Claudina 3. El primer panel se
utlizo para la identificacion de los tumores triples negativos “verdaderos”, es decir, aquellos
tumores donde la falta de expresion de ER, PRy HER2 no se debe a algun artefacto técnico,
lo cual se demostré6 mediante la positividad en la deteccion de alguna otra proteina del
panel. El segundo objetivo de este panel es el de comparar los resultados obtenidos
mediante clasificacion de subtipos tumorales obtenidos con analisis de microarreglos de
expresion, con los resultados obtenidos con este panel de anticuerpos, que de acuerdo a
la literatura, puede resultar una opcion adecuada y de bajo costo para llevar a cabo la sub

clasificacion de los tumores de mama.

Bafio maria 40 min,
95-99°C
\\\

Aplicacion de peroxidasa ]
Incubacién de 5 minutos -

\\\

1L

\\: Aplicacion de anticuerpo Aplicacion de polimero HRP. Aplicacién de cromégeno.
l primario Incubacién de 30 minutos Incubacién de 10 minutos.
Incubacién de 30 minutos

/)k\ Anticuerpo HER2 Tejido B Proteina HER2 Blogueo con peroxidasa

Anticuerpo secundario Dextran HRP enzima DAB

Figura 10. Procedimiento inmunohistoquimica para RE, RP, HER2, Citokeratina %, Citokeratina
14, Citokeratina 17, Claudina 1y Claudina 3.
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Extraccion de acidos nucleicos

La extraccion del DNA/RNA se llevé a cabo utilizando un kit comercial DNA/RNA all prep
(Qiagen), basado en purificacién por columnas. Una vez purificados, la concentraciéon de
los acidos nucleicos fue evaluada mediante espectrofotometria y la integridad mediante
electroforesis. La integridad del RNA total se evalu6 mediante electroforesis capilar en el
sistema Bioanalyzer (Agilent 2100 Bioanalyzer). Unicamente las muestras con RIN

superior a 6 se utilizaron para los microarreglos de expresion.

Perfiles de Expresion Génica de mRNA y subtipos PAM50

Se analizaron los patrones de expresion de 35 muestras normales (adyacentes al tumor) y
105 tejidos tumorales con la plataforma de microarreglos de Affymetrix Human Gene 1.0
ST (Fig 11), esta tecnologia evalua 28,869 genes con 764,885 sondas distintas. El
microarreglo tiene una cobertura superior al 99% de las secuencias presentes en la base
de datos RefSeq.

Se utilizaron de 100 a 300 ng de RNA total obtenido a partir de los tejidos tumorales y tejido
normal (adyacente al tumor), se procesaron de acuerdo al protocolo wt sense target manual
del fabricante de los microarreglos Affymetrix, Inc. Los microarreglos se leen en un escaner
de alta resolucién modelo 7G y el analisis de imagen y control de calidad se llevé a cabo

utilizando el software Expresion Console de Affymetrix. Posteriormente se utilizd el

programa R de Bioconductor (http://www.r-project.org/).

Los valores de expresion de mRNA se normalizaron con el algoritmo RMA mediante el
método de cuantiles contenido en el paquete de computo “Oligo”. Posteriormente se realizo
una normalizacion por lotes utilizando el algoritmo “ComBat”, implementado en el paquete
SVA. Todos los controles de calidad como diagramas de caja de valores de intensidad,
histogramas de distribucion de valores de intensidad y graficos de MA se realizaron con
herramientas de los paquetes “Oligo” y “limma”. Para facilitar la comparacion entre
conjuntos de datos, aplicamos un ajuste de escala mediante la estandarizacion de
valores de expresion (z-score) de cada gen. Todos los andlisis se realizaron utilizando

librerias del proyecto de Bioconductor dentro del ambiente R (http://www.r-project.org/).
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Para obtener la clasificacion de subtipos intrinsecos, se utilizé el algoritmo PAM50 como lo
describe Parker et. al'®, definiendo los siguientes subtipos moleculares: Luminal A y B,
enriquecido en HER2, de tipo basal, de tipo normal y baja en Claudinas*’; para cada
muestra en nuestra cohorte. El analisis con PAM50 se llevé a cabo utilizando el paquete
pbcmc utilizando el parametro de robustez.

Affymetrix
Reagent Kits Total RNA Sample Approximate ,
w sTTTTTTTTTTT asana 3 EoorimontTime
Fol-ARNA - | Poly-A RNA ‘ / Poly-A RNA Controls
ComrolKit |  Control addition
mmeany
rRNA {
ion? 1 hour H The rANA reduction
— reduction ‘ sﬂulc‘pmu'muedm the
: 100 ng Total RNA
c;VTcRN:j 1 RNA P 0.5 hours { Labeling Protocol
cenup®it | concentration H
B T7 - (N]g Primers
15t cycle, 15t strand 2 hours
cDrgX synthesus ‘ / 3 NNN - 5
S|||||||||||AAAAA3 + Day 1
NNN - —t
WT cDNA 5t nd
Syrithessis and 1 cle, 2™ strand
Amplécation 1 cDN synthesis 25 hours
15 cycle, in vitro Un-labeled .
transcription / Ribonucleotides Overnight=;
Sample 5t
cleanup 4 17 cycle, cleanup of 05 h
Modula antisense RNA (CRNA) ours
[ 2nd cKcIe 15¢ strand Random Primers =k
cDNA synthesis ‘ duTP 1.5 hours
WT cONA
Synthesis snd | s TOTTT
Ampfcation
Kit 3" l I | l l I l l 5
cRNA hydrolysis ‘ / RNase H 1 hour
™ - Day 2
S L
q:m; | Cleanup of
Medule sense strand DNA 0,5 hours
[ F tati / 3 h
ragmentation ‘ APE 1 1.5 hours
wr
oo T T
n
i i TdT
Terminal labeling ‘ / DNA Labeling Reagent 1.5 hours
- U IR
‘ / Hybridization Controls
R {Hybridization o 16 hours =
Hybridizati Stain Cocktail 1
Cashang | 7~ Stain Cocktail 2 bav 3
swnkt | Washing/Staining ~15hours | D&Y
Scanning 10 - 35 minutes

Legend TTTTT ana TUDD D ONA B T7 promoter @ Biotin

Figura 11. Protocolo para realizar microarreglos Human ST 1.0 Affymetrix
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Analisis de genes expresados diferencialmente y enriquecimiento de genes

Para definir los perfiles de expresion de mRNA de cada subtipo intrinseco, asi como los
patrones de expresion diferencial unicos entre muestras normales y tumorales, utilizamos
el paquete de estimacion de modelos lineares ajustados “limma” de Bioconductor. Los
genes expresados diferencialmente se consideraron con log FC: <0.07 o> -0.7 y valor B
mayor que 1. Posteriormente, las listas de genes con expresion diferencial mas alta entre
los subtipos de la clasificacion de PAM50 fueron utilizados para realizar un analisis de
enriguecimiento de vias y procesos bioldgicos, moleculares y patologicos con los algoritmos
Enrichr (http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/)y GSEA
(http://software.broadinstitute.org/gsealindex.jsp). Un Valor p ajustado <0.05 y el numero
de recuento> 2 se eligieron como criterios de corte, para elegir vias y procesos enriquecidos

significativamente.

Validacion de genes diferencialmente expresados

Para validar los datos obtenidos se utiliz6 PCR en tiempo real analizando los genes
diferencialmente expresados en las muestras de cancer de mama (RE, RP, HER2, EGFR,
Ki67, FOXA1, FOXM1, SOD1, Citoqueratina 14, GATA3, TPX2, AURKA).

Reaccion en cadena de la polimerasa acoplada a retro transcripcion (RT-qPCR). EI cDNA
fue sintetizado usando Superscript Il RT-PCR (Invitrogen) siguiendo las recomendaciones
del fabricante. 100 ng de RNA total fueron utilizados para sintetizar cDNA en una reaccioén
final de 20 ul. La mezcla de PCR contuvo 1 ul de cDNA, 5 ul 2X Tagman Universal Master
Mix, 0.5 ul de sondas Tagmany 3.5 ul de agua grado biologia molecular. Los genes GAPDH
y B-actina fueron usados como controles endégenos (Fig. 12) Posteriormente se utilizé el

método de normalizacion CT. Se realizé el andlisis con el programa de Gene Pattern.
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Figura 12. Estrategia para realizar el clasificador de perfiles de expresion de cancer de mama con

los genes diferencialmente expresados.
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Analisis de Numero de copias de DNA

El ADN tumoral y de sangre periférica se proceso utilizando la plataforma de microarreglos
Affymetrix Genome Wide Human SNP 6.0 (Affymetrix, Inc.) de acuerdo con los protocolos
del fabricante. Brevemente, el ADN se digirié con las enzimas Nspl y Styl (New England
Biolabs), se ligd a los respectivos adaptadores Affymetrix utilizando la ADN ligasa T4 (New
England Biolabs), fue amplificado (Clontech), purificado usando perlas magnéticas
(Agencourt), marcado, fragmentado y finalmente hibridado al chip de microarreglos.
Después de la hibridacion, los microarreglos se lavaron y se tifieron con estreptavidina-

ficoeritrina (Invitrogen). La preparacion de microarreglos y su escaneo se realizaron en el
laboratorio de genotipificacion del INMEGEN. La correccién de fondo y la extraccion de
valores crudos de intensidad de fluorescencia se realizaron con la consola de genotipado

de Affymetrix.

Perfiles de numero de copias de ADN

Para generar los perfiles de numero de copia, utilizamos el método de "Inferencia del
numero de copias" implementada en la suite de genepattern:
(http://genepattern.broadinstitute.org/gp/pages/index.jsf). En resumen, las intensidades de
sefial a nivel de la sonda de los microarreglos Affymetrix SNP6 (archivos cel) se
normalizaron a un brillo uniforme y se combinaron para obtener valores para cada conjunto
de sondas usando el algoritmo SNP File Creator. Posteriormente los valores normalizados
fueron empleados para el el llamado de niumero de copia mediante el modelo de Inferencia
de numero de copia. Después de reducir el ruido mediante la sustraccién de la variacion
observada en las muestras normales (sangre periférica), el algoritmo de segmentacién CBS
identifica las regiones en el genoma que tienen un numero de copia subyacente uniforme,
creando un archivo de segmentacion. Finalmente, utilizando los resultados de la
segmentacion cnv, las alteraciones somaticas significativas fueron identificadas con el
algoritmo GISTIC.
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Analisis de ancestria

Datos de SNP derivados de 100 muestras de nuestra cohorte fueron empleados para el
analisis de ancestria. Se utilizaron genotipos de 299,411 SNP comunes a tres plataformas
de genotipificacion (SNP 6.0, Affymetrix 500k e llumina 1M). Se incluyeron 95 muestras del
proyecto HapMap (CEU: ascendencia del norte de Europa; YRI, africanos de Nigeriay CHB
+JPT, poblacion del este de Asia) y 37 muestras nativas de México como poblaciones
parentales para el anadlisis, mientras que 161 muestras de mestizos mexicanos del
Proyecto de Diversidad del Genoma de México (MGDP) [28, 29] se incluyeron para evaluar
proporciones de ancestria en la poblacion general mexicana. Se realizaron cuatro pruebas
principales de control de calidad: 1) Estimacion de la tasa de ausencia de genotipos por
persona, excluyendo individuos con mas de 5% de genotipos faltantes, 2) Estimacion de la
tasa de ausencia de SNP; solo se incluyeron SNP con una tasa de genotipificacion del 95%,
3) Prueba de identidad por descendencia (IBD) para evaluar la calidad en el conjunto
completo de muestras. Solo muestras de buena calidad y sin evidencia de relaciones
familiares entre ellas fueron incluidas. Paralelamente, un analisis de componentes
principales (PCA) se realiz6 para detectar estructuras poblacionales utilizando datos de
todo el genoma vy el software ADMIXTURE 1.22. Con base en el conocimiento a priori del
origen de las muestras, se eligid un valor K=4, lo que significa cuatro grupos parentales
fueron considerados para cuantificar la contribucion ancestral: CEU, YRI, CHB + JPT y NAT
MEX y para explicar la subestructura principal en el conjunto de 100 individuos. El
componente ancestral se identificd en funcién de la frecuencia de las diferencias entre las
poblaciones de padres relevantes (europea, asiatica, africana y nativa). El programa
Structure se utilizé para estimar las proporciones de mezcla individuales, asi como las
proporciones de mezcla promedio en cada muestra. La cohorte se dividi6 segun el
componente amerindio en 4 grupos, 1 (0-24% de presencia de componente amerindio), 2
(25-49%), 3 (50-74%) y 4 (75-100%).
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RESULTADOS

Datos clinicos

La colecta de muestras se realizé de octubre 2008 a noviembre del 2012 en el FUCAM, se
incluyeron tejido tumoral, tejido normal (adyacente al tumor) y sangre periférica de cada
paciente. En total se colectaron 253 muestras, las cuales se encuentran en el banco de
tejidos del FUCAM-INMEGEN.

Una vez procesadas mediante la técnica histolégica, solamente 105 muestras de tejido
tumoral cumplieron con todos los controles de calidad necesarios para su procesamiento
(presencia de mas de 80% de tejido tumoral, calidad y concentracion de acidos nucleicos).
Los datos clinicos y patologicos de las muestras se presentan en la tabla 3. El rango de
edad de las pacientes fue de 33-92 afios, con un promedio de 54 afios. En cuanto a los
subtipos histolégicos, el 9% presentd cancer ductal in situ, 68% carcinoma ductal infiltrante,
otros 23%. En relacion a los grados histoldgicos de las muestras, el 7% fue grado |, 47%
grado Il y el 18% grado lll. Las etapas clinicas de las muestras analizadas fueron: etapa |
(10%), 1A (40%), 1IB (27%), IlIA (8%), llIB (5%), IlIC (3%).

Evaluacion de Inmunohistoquimica

Las 105 muestras de tejido tumoral fueron analizadas mediante inmunohistoquimica para
evaluar la expresion de receptores hormonales (receptor de estrogenos RE, receptor de
progesterona RP) y para HER2/Neu, en la figura 13 se observan ejemplos de la positividad
de las células dependiendo de la tincidon y porcentaje de células de tejido tumoral tefidas,
de acuerdo a las instrucciones de procesamiento y evaluacion de los protocolos aprobados
por la FDA.

Se obtuvieron los siguientes resultados: 77 fueron positivas para RE, 65 para RP, 27 HER2,
40 Citoqueratina 5/6, 15 triples negativas. Para las muestra triple negativas se evalud el
anticuerpo EGFR, de las cuales solo 5 fueron positivas, también se evaluaron las Claudinas

1y 3 para las cuales resultaron todas positivas.
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Tabla 3. Datos clinicos de las pacientes con Cancer de mama, FUCAM

Edad

30-40
41-50
51-60
61-70
71-80
81-90
91-100
Stages
I
1l
]

v
NA
Tumor grade
I
1l
]

NA
Tamaino de Tumor
<50mm
=>50mm
Otros
Tipo histolégico
Ductal
Lobular
Mixto ductal/lobular
Otros
NA
ICH
ER+
RP+
HER2+
CK5/6+
CK14+
CK17+
EGFR+
CLD1+
CLD3+

n=105
Media (rango)

10
27
35
24
7
1
1

7
65
18

0
15

8
55
17
25

81

8
16

11

%
55
33-92
9.5
25.71
33.3
22.85
6.66
0.95
0.95

6.66
61.90
17.14

0
14.28

7.61
52.38
16.19

23.8

77.14
7.6
15.23

67.61
8.57
4.76
4.76
14.28

66.66
56.19
18.09
41.90
60.95
52.38
33.3
100
100

ER positivo requiere al menos 10% de tincién de nucleos.

RP positivo requiere al menos 10% de tincién de nucleos.
HER2 positivo con 3+ IHC o 2+ y CISH confirmado
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Figura 13. Inmunohistoquimica 40X. a) RE; b) RP; c) HERZ2; d) Cit 5/6; e) Cit 14; f) Cit 17; g)

Claudina 1; h) Claudina 3 y i) EGFR. (Imagenes microscopicas representativas obtenidas con

tinciones inmunohistoquimica (40X).
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Analisis de Subtipos intrinsecos de cancer de mama

La clasificacion de los tumores se llevd a cabo con base al perfil de expresion intrinseco,

utilizando el algoritmo PAMS50, descrito por Perou, basado en el agrupamiento de las

muestras mediante la evaluacion de la expresion de 55 genes cuyo perfil permite identificar

los cinco subtipos tumorales intrinsecos (Luminal A, Luminal B, Enriquecido en HER2,

Basal y parecido a normal).

Al realizar el analisis con el clasificador PAMS50 se obtuvieron los siguientes datos: 12% de

las muestras corresponden al subtipo parecido a normal, 44% al Luminal A, 20% al Luminal

B, 12% al enriquecido en HER2 y 12% al subtipo basal (Figura 14 y 15). Las muestras que

se determinaron como parecidas a normal mediante perfiles de expresion se descartaron

de los analisis posteriores, por posible contaminacion con tejido normal, como ha sido

reportado en la literatura.

12%

12%
———

12%

>

44%

Figura 14. Subtipos intrinsecos obtenidos mediante el algoritmo PAM50.

& LumA

& LumB
HER2-E

i Basal-like

Normal-like
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Analisis de expresion diferencial

Al analizar los perfiles diferenciales de expresion del tejido tumoral (N=105) contrastado
contra el tejido adyacente no tumoral (N = 35), se identificaron 121 genes expresados
diferencialmente (FC=2 y FDR <0.05) , involucrados en importantes vias oncogénicas
como: adhesion celular, motivos extracelular, secrecion de péptidos sefal, transportadores
ABC, regién transmembrana, regulacion de la proliferacion celular, migracion de leucocitos,
regulacién de la actividad de las MAP quinasas, proteina cromosomica, ciclina, regulacion

del ciclo celular mitético, matriz extracelular proteica y respuesta inflamatoria (Fig. 16).

Las vias enriquecidas de los genes expresados diferencialmente recapitulan las
caracteristicas conocidas de cada subtipo, incluida la pérdida de regulacién de las vias
relacionadas con la sefalizacién del receptor de hormonas en los tumores LumA. Del
mismo modo, los tumores LumB también muestran cierta senalizacién de receptores
hormonales y un aumento en la proliferacion de rutas asociadas. Considerando que, los
tumores enriquecidos con HER2 muestran una alta expresion de HER2 y los genes
contenidos en el amplicon 17q12. Los tumores de tipo basal se caracterizan por una baja
sefalizacién del receptor hormonal y una alta expresion de la actividad de la via de
proliferacion. Estos datos recapitulan diversas asociaciones bioldgicas entre vias y subtipos

publicados previamente (Fig. 17).
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Figura 15. El mapa de calor representa la expresion génica de los 50 genes del predictor PAM50. Colores del mapa de calor corresponden a la
expresion de RNAm como se indica en la clave de color: rojo (sobre-expresado) y verde (sub expresado). Luminales A se represnetan de color ,
azul fuerte, Luminales B, azul claro, Her2, rosas y Basales rojos. Los mismos colores se representan en el PCA, en el que se muestran los

diferentes subtipos tumorales cancer de mama.
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Figura 16. Analisis de agrupamiento jerarquico no supervisado con los 121 genes detectados como diferencialmente expresados entre muestras
normales y tumorales. El mapa de calor (correlacion de Spearman, distancia euclidiana) Colores del mapa de calor corresponden a la expresion de
RNAm como se indica en la clave de color: rojo (sobre-expresado) y verde (sub expresado). Linea naranja: Las muestras de control, linea verde:

las muestras tumorales.
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Figura 17. El mapa de calor representa la expresion génica de los genes diferencialmente expresados y representado con las rutas significativas

en cada subtipo. Colores del mapa de calor corresponden a la expresion de mMRNA como se indica en la clave de color: rojo (sobre-expresado) y
azul (sub expresado).
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Correlaciéon inmunohistoquimica- subtipos intrinsecos

Con la finalidad de explorar la correlacion entre los marcadores inmunohistoquimica y la

clasificacion obtenida mediante perfiles de expresion PAM50, se analizo la expresion de los

receptores de estrégenos, progesterona y HER2 en las muestras de los diferentes subtipos
(Figura 18). En los subtipos Lum A se obtuvo un 57% por IHQ vs 72% con PAM50, en Lum
B, 17% vs 25%, para Her2 13% vs 64% y por ultimo Basal 13% vs 82%. Los Lum B son

los que menos se identifican y para este habria que incluir mas marcadores. Esto nos

permitié describir la prevalencia de subtipos de tumores de mama definidos molecularmente

en nuestra poblacion y podemos observar que la clasificacion con el algoritmo PAMS50 es

mucho mas sensible como se esperaba en comparacion con la inmunohistoquimica que

se utilizan en la practica clinica.

Pam50 Basal-like

13%
ER- PR-HER2-

13%
ER-PR- HER2+ IHC

classification JAULILELCS
57%
Luminal B ER+ PR>20%
17% HER2-
ER+ PR <20% Pam50 Luminal A
HER2+ -

Pam50 HER2

Pam50 Luminal B

Figura 18. Distribucion de subtipos intrinsecos PAMS50 y su correlacion con inmunohistoquimica.

Lum A en color azul, Lum B color rojo, Her2 verde y Basal morado.
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Distribucion de subtipos intrinsecos en poblacion mexicana-hispana en

comparacion con otras poblaciones

Primero realizamos la clasificacion de subtipos PAM50 definiendo los grupos intrinsecos
con el algoritmo descrito por Perou et. al, utilizando los datos de microarreglos de expresién
disponibles. La clasificacion con PAM50 nos permitié identificar cuatro subtipos de tumores
diferentes: LumA, LumB, Her2 y Basal. Mientras que las muestras clasificadas como
parecido a normal se descartaron debido a la posible contaminacién por tejido no
tumoral, como se ha sefialado anteriormente. Cabe destacar que, de acuerdo a esta
clasificacion, nuestra cohorte de pacientes hispano-mexicanos (N = 105) se subdivide en
46% de tumores LumA, 28% de LumB, 15% de HER2 enriquecido y 12% de tipo basal
(Figura 19 A). Al comparar contra una cohorte HM mas pequefia (GSE75678 N = 53), la
frecuencia de los tumores de tipo basal parece estar enriquecida en comparacién con
nuestra cohorte (21% frente a 12% en nuestra cohorte), mientras que se observa una menor
frecuencia de tumores LumA en este estudio (36% vs 46% en nuestra cohorte). Esto puede

ser debido a la cantidad limitada de tumores evaluados en el estudio GSE75678*'.

El analisis de la distribucién de los subtipos intrinsecos en los tumores de mama entre todas
las poblaciones humanas analizadas mostré que LumA era el subtipo mas predominante
en los diferentes grupos étnicos, excepto en la poblacion de Afroamericana (AA) donde el
subtipo de tipo basal mostré un claro enriquecimiento (30.4%), contrastando con la
poblacién asiatica, que presentan la proporcion mas baja de este subtipo (15%). Respecto
a los otros subtipos, se encontré una superposicion sustancial en las frecuencias entre la
poblacién hispana y no hispana (Figura 19 B). De acuerdo con lo que se ha informado en
otros estudios, los pacientes AA tuvieron un enriquecimiento significativo del subtipo basal
en comparacion con los pacientes con Hispano mexicana (HM) (OR: 2.988, IC 95%: 1.493-
5.979). Las diferencias entre la poblacion HM y el resto de las poblaciones en la proporcion
de los otros subtipos moleculares no alcanzaron significancia estadistica. La edad en el
momento del diagnéstico se correlaciond significativamente con el origen étnico, por
ejemplo, las mujeres asiaticas y caucasicas tiene probabilidades menores de presentar un
cancer de mama en edades mas jovenes (<45 afos) que las mujeres de la poblacién
hispano-mexicana (OR asiatica: 0.115, IC 95%: 0.055 -0.241, caucasico OR: 0.547, IC 95%:
0.318-0.939); mientras que las mujeres Afroamericanas no presentaron ninguna diferencia
significativa (Figura 19 C). En los modelos logisticos ajustados por edad, las pacientes

afroamericanas con cancer de mama tenian probabilidades significativamente mas altas de
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presentar un tumor de tipo basal que los pacientes con HM (OR: 2,43, IC 95%: 1.063-
5.564.39), por otro lado, las mujeres AA mostraron menores probabilidades de presentar
tumores LumA que las mujeres HM (OR: 0.328, IC 95%: 0.158-0.68). Ademas, entre las
pacientes asiaticas se observé una reduccion significativa del riesgo relativo de presentar
tumores LumB con respecto a las pacientes HM (OR: 0.147, IC 95%: 0.033-0.652). Un
resultado de interés, es el hecho de que no detectamos ninguna diferencia significativa en
comparacion con otras poblaciones hispanas conformadas principalmente por mujeres

peruanas, brasilefias y puertorriquefas.
Ancestria en subtipos intrinsecos en poblacion mexicana

La historia de América Latina refleja una heterogeneidad de componentes de ancestria que
son el resultado de la mezcla de poblaciones europeas, precolombinas y africanas;
particularmente México tiene una importante diversidad genética. Como se espera, la
inferencia de ancestria en pacientes mexicanas arroja predominantemente los
componentes nativo-americanos y europeos. Mediante un enfoque gendmico de
integracion investigamos las posibles asociaciones entre la estructura ancestral en la
poblacion mexicana y la distribucion de subtipos intrinsecos. Dividimos nuestra cohorte
segun el porcentaje de componente amerindio de la siguiente manera: componente 1 (75-
100%), componente 2 (50-74%), componente 3 (25-49%) y componente 4 (0-24%).

El subtipo LumA es el unico que tiene pacientes que pertenecen al componente 4 (5%),
mientras que el LumB muestra una mayor proporcion de componente 2 (41%) y 3 (35%). El
subtipo HER2 se encuentra enriquecido en el componente 2 (73%), mientras que el subtipo
basal se enriquecié en el componente 2 (50%) y el componente 1 (25%) (Figura 20 A).
Aunque no fue posible encontrar una asociacion significativa entre los subtipos PAM50 y el
componente amerindio, observamos una tendencia que correlaciona los subtipos mas
agresivos: Her2 y Basal, con la presencia de un componente amerindio superior y una

ascendencia europea inferior (Fig. 20 B-C).
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Analisis de alteraciones de niimero de copias entre subtipos

En cancer, las alteraciones somaticas en el numero de copias (SCNAs) afectan una fraccion
del genoma mucho mayor de lo que afectan otro tipo de alteraciones somaticas. Las SCNAs
juegan un rol critico en la activacion de oncogenes y la inactivacion de genes supresores
de tumores. Con la intencion de identificar y entender las SCNAs y sus consecuencias
fenotipicas en nuestra cohorte de pacientes mexicanas analizamos un total de 100 tumores
de mama pareados con muestra de sangre con la plataforma SNP 6.0 de Affymetrix, a
continuacion se realiz6 la segmentacion de los datos con el programa CBS y se definieron
las regiones significativamente alteradas en nuestro grupo de tumores con el algoritmo
GISTIC (Fig. 21).

Como resultado, se identifico un perfil de alteraciones de SCNAs en un total de 165 regiones
gendémicas diferentes, afectando un total de 148 genes. Dentro de las alteraciones mas
significativas, encontramos amplificaciones en las regiones 1p, 1q, 8p, 17q (la regiéon que
alberga el amplicon de HER2) y 20p, que contienen genes como TRSP1, ACTN2. ERBB2,
GRB7 y IKZF3; y deleciones significativas en las regiones 4q, 6q, 8p, 8q, 11p y 18q,
conteniendo, entre otros, a los genes GRIK2, KRTAP9, ADAM32, ADAM18 y ZEB2. Es
importante sefalar, que los 20 genes con amplificaciones y 20 con deleciones en regiones
mas significativas muestran una frecuencia practicamente dos veces mayor en la cohorte

hispano-mexicana (HM) que en el resto de las poblaciones (Figura 22).

Ademas, se exploré el perfil de SCNA estratificando por subtipo de PAM50, aunque la
cantidad de tumores en cada subtipo en nuestra cohorte es limitado, se encontraron
datos consistentes con estudios previos. En particular, se observd que los tumores LumA
se caracterizan por amplificaciones en los cromosomas 11q, 8p, 20q, 8q y 12q y deleciones
en 17p, 6q y 8p. Por su parte, el subtipo LumB tiene una mayor incidencia de SCNA,
mostrando amplificaciones en el cromosoma 11q, 17q, 8p, 8q, 1q y 14q y deleciones en
17q, 13q, 19p, 11q, 16q y 6q.

En el subtipo enriquecido con HERZ2, la amplificacién en el HER2 fue evidente, junto con la
amplificacién en el cromosoma 6q y la eliminacién en 14q. Finalmente, en el subtipo de tipo
basal, uno de los tumores mas agresivos, pero también uno de los menos comunes, no se

detectaron amplificaciones probablemente por un sesgo atribuido al nimero de tumores
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evaluados. Sin embargo, se definiéd eliminaciones en el cromosoma 10q, 4p, 5qy 8p. El
contenido de genes en algunas de estas regiones son moléculas importantes para el

establecimiento de cada subtipo, asi como para las vias carcindégenas (Tabla 4).

Tabla 4. Alteraciones de nimero de copias en subtipos intrinsecos de cancer de mama.

Subtipos Amplificaciones Deleciones
Luminal A 8924.21, 8p11.23, 11913.3, 17p12, 6927, 8p11.21
20913.2, 12915
Luminal B 11913.3, 17921.32, 17p13.3, 13q14.2, 19p13.3,
8p11.23, 8g21.13, 8p11.21, 11925, 16923.1, 6921
1921.3, 149211
HER2 17912, 6921 14923.3
Basat @@= 0 e 10926.3, 4p14, 5q11.2,
8p23.2, 10923.31, 13q14.2,
2937.3

Con el fin de profundizar sobre las posibles consecuencias bioldgicas de los cambios en el
numero de copias, los correlacionamos con la expresion de los genes contenidos en cada
region alterada alo largo de los subtipos PAM50. Interesantemente, la ganancia de 8p11.23
se correlaciona positivamente con la sobreexpresiéon de ZNF703 en el tumor Luminal A, y
la pérdida de 5912.1 con la reduccion de la expresion de DEPDC1B. En los tumores
Luminales B, identificamos la regulacién a la baja de PROM1, junto con la delecion de la
region 4p15.3 (Fig. 23). Ademas, observamos que en el subtipo HER2 existe
sobreexpresion de GRB7, STARD3, PPP1R1B, PNMT, ABCC3 y PGAP3, que se
corresponden con la amplificaciéon del amplicon Her2 17912 (Fig. 24). Por ultimo, los
tumores basales presentan una expresion reducida de TMEM30B (14g23.1) y SNED1
(2937.3) en comparacion con otros subtipos, de acuerdo con la eliminacion de los cuales

se han informado en otros articulos (Fig. 25).
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A. Frequencia de genes recurrentemente amplificados

)
EHEI’ZDMI:
' Caucssian
4
,...l.l.l.l- d.l.ll_..IJIJJIIIIIi 1
3 3 3 £

Eg’-‘g i

Gene
B. Frequencia de genes recurrentemente Deletados

_..hjlb \‘\l

Ocurence(%)

TRPS1-

KRTAP3.9-
C17ort37-
PB
NEGR1-

ADAM32-

Ocurence(%)

E g g £ g 2 3 3 & E § § i
< 2 w z b = 0 < o N
= z s g S H 3 3 ] n 5 a8
[3 J ~ x , < (
% 2 %
Gene

Figura 22. Frecuencia de genes recurrentemente y significativamente amplificados o deletados en poblacion HM y su comparacion con las

frecuencias presentadas en otras poblaciones.
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DISCUSION

La publicacién de datos sobre los subtipos moleculares de cancer de mama por Perou et
al', hace mas de una década revolucioné su comprension, debido a la definicion de
distintas caracteristicas clinicas, prondsticos y respuesta a terapia*?. Sin embargo, los altos
costos y la escasa disponibilidad tecnologica de los estudios de analisis molecular para
determinar estos subtipos han llevado a la necesidad de clasificar los tumores de mama

mediante inmunohistoquimica, en sustitucion de la clasificacion molecular®.

Por ello, el objetivo de este estudio fue caracterizar la frecuencia de subtipos tumorales de
cancer de mama mediante perfiles de expresion génica e inmunohistoquimica. Este trabajo
describe la prevalencia de subtipos intrinsecos en una cohorte mexicana basada en un
ensayo de expresion génica, lo que se suma a los diversos esfuerzos de descripcion de los

subtipos de cancer de mama en multiples poblaciones.

Estos resultados confirman la existencia de subtipos intrinsecos de cancer de mama en
pacientes de México, como lo describe la literatura en otras poblaciones caracterizadas
como Europa®, América del Norte (EE. UU.)*-*, Africa*’ y Asia. La frecuencia estimada,
excluyendo los tumores de tipo normal, demuestra que los tumores LumA corresponden al
46% de todos los casos de cancer de mama, mientras que LumB, Her2 y Basal

corresponden al 28%, 15% y 12%, respectivamente, en nuestro set de muestras.

Las diferencias en la prevalencia de subtipos moleculares de tumores de mama en
poblaciones de distintos origenes étnicos han sido ya reconocidas previamente. En el
analisis, los tumores del subtipo Luminal representaron el grupo mas numeroso en nuestras
muestras, que concuerda con los reportes del TCGA''. 70.1% de las muestras del TCGA
corresponden a este subtipo (44.9% Luminal A- 25.2% Luminal B), comparado con el

64.3% en nuestras muestras (25.9% al Luminal Ay el 38.4 al Luminal B).

En lo que respecta a pacientes Latinas, se ha reportado una mayor prevalencia de tumores
positivos para la amplificacion y sobreexpresion de HER2, en comparacion con pacientes
caucasicas'®,*®. Esta observacion se corrobora en nuestros resultados obtenidos mediante
perfiles de expresion génica, presentando el subtipo enriquecido en HERZ2, casi el doble de

prevalencia en nuestro grupo de muestras que en el reporte del TCGA (20.5% VS 11.3%).
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El subtipo basal presenté una prevalencia de 18.6% en caucasicas, 24.60 % en
Afroamericanas*® y 12% en nuestras muestras. Se observa claramente que los subtipos
tumorales clinicamente mas agresivos, se presenta en mujeres mas jovenes*® en
comparacién con otros subtipos®®. Este hallazgo podria relacionarse con la observacion
clinica de que los tumores que se presentan en mujeres pre menopausicas en nuestro pais

por lo general, presentan cursos clinicos mas agresivos.

El hecho de que este subtipo tumoral luminal A sea el mas prevalente en las muestras que
analizamos, aporta informacion relevante con posible relevancia clinica para el manejo de
los tumores de mama en nuestra poblacion, indicando que es necesario dar un seguimiento
a largo plazo de las pacientes con este subtipo tumoral. Cada vez hay mas datos que
apuntan a que las diferencias significativas en la genética y la biologia del cancer de mama
en las latinas contribuyen de forma importante a la mayor mortalidad, incluida una mayor
incidencia de los canceres de mama triplemente negativos. Es probable que otros factores
sociales y ambientales también desempefen un papel importante, como una menor tasa

de mamografias de cribado y un acceso variable a la atencion médica, entre otros®".

El uso de inmunohistoquimica se considera un estandar en el abordaje del cancer de mama,
al brindar una aproximacion a los subtipos moleculares del cancer de mama. Sin embargo,
el acceso a las firmas gendmicas necesarias para la clasificacion molecular es limitado, por
lo que en la practica el uso de inmunohistoquimica es fundamental. Con la finalidad de
explorar la correlacion entre los marcadores inmunohistoquimicos y la clasificacion obtenida
mediante perfiles de expresion, se analizo la expresion de los RE, RP y HER2, EGFR, Ck
5/6, 14, 17, Claudinas 1,3, en las muestras de los diferentes subtipos. Esto permitid
describir la prevalencia de subtipos de tumores de mama definidos molecularmente en la
cohorte de luminales A RE+/RP+/HER2- en un 95%, los luminales B fueron
RE+/RP+/HER2+ en un 9%, y los enriquecidos en HER2 RE-/RP-/HER2+ en un 83%,

mientras que los tumores Basales fueron RE-/RP-/HER2- triples negativos en un 81%.

En México se llevado a cabo varios estudios para determinar los subtipo subrogados
mediante inmunohistoquimica. Se evalué una cohorte de 4315 pacientes basandose solo

en RE, PR y HER2, encontraron que aunque las pacientes mexicanas jévenes con cancer
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de mama tienen una enfermedad mas agresiva en el momento de su presentacion que las
mujeres de mayor edad, solo aquellas con tumores luminales B tienen una peor

supervivencia®->3,

Por otro lado, en el Centro Médico Nacional 20 de noviembre, reportaron las siguientes
frecuencias, RH (+)/ HER2 (=) 69.6%, RH (+)/HER2(+) 17.5%, HER2(+) 5.3%, RH (-)/HER2
(-) 7.6%%. Respecto a otros estudios en poblacién mexicana, en una cohorte de pacientes
del Seguro Popular, en el cual de 4,300 mujeres el 60.7% eran RH (+) / HER2 () y tenian
un mejor prondstico comparado con mujeres con cancer de mama triple negativo®. La
frecuencia de cancer de mama HER2 (+) fue de 23% y nosotros obtuvimos 18%. En un
estudio en un hospital del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) por Pérez-
Rodriguez® obtuvo una proporcion de cancer de mama Luminal A del 65% y Luminal B del
12%, lo cual concuerda con nuestros resultados, siendo los subtipos Luminales con
expresion de RH los mas frecuentes; sin embargo la proporcién de triple negativos del 14%

fue mayor a la reportada por nosotros, del 11%.

La mayor proporcién de mujeres con cancer de mama en nuestra poblacion presentan un
subtipo por inmunohistoquimica con expresién de receptores estrogeno y progesterona y
este grupo de pacientes tienen una mejor supervivencia global comparada con las
pacientes triple negativo. El desarrollo de nuevas opciones terapéuticas para este grupo de
mal prondstico es fundamental, buscando lograr un impacto como el que se ha logrado en

las pacientes HER2 positivo.

En este trabajo también se evalud la inestabilidad gendmica, es una caracteristica distintiva
del cancer que promueve la heterogeneidad inter e intratumoral para permitir la adaptacion
de las células cancerosas al estrés ambiental, impulsando asi un comportamiento tumoral
agresivo, y la resistencia a las terapias contra el cancer®. Con el fin de profundizar sobre
las posibles consecuencias biolégicas de los cambios en el numero de copias, se
correlaciono con la expresion de los genes contenidos en cada regién alterada a lo largo de
los subtipos PAM50.

Interesantemente, la ganancia de 8p11.23 se correlaciona positivamente con la
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sobreexpresion de ZNF703 en el tumor luminal® y la pérdida de 5912.1 con la reduccién

de la expresion de DEPDC1B. Este gen se ha reportado sobreexpresado en el cancer oral,
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pulmon de células no pequenas, el cancer de prostata, el sarcoma de tejidos blandos, el
cancer de cuello de Utero y el melanoma maligno®®. En los tumores luminales B, se identifico
la regulacién a la baja de PROM1, junto con la delecion de la region 4p15.3. Se ha
demostrado que PROM1, es un marcador de las células madre del cancer, facilita la
transicion epitelio mesénquima en varios tipos de cancer®®. Ademas, se observo que en el
subtipo HER2 existe sobreexpresion de GRB7, STARD3®', PPP1R1B, PNMT, ABCC3 y
PGAP3, que corresponden con la amplificacion del amplicén Her2 17g12. Por ultimo, los
tumores basales presentan una expresiéon reducida de TMEM30B (14g23.1) el cual se ha

reportado en cancer de ovario® y SNED1 (2q37.3)%

Recientemente el grupo del Dr. Paniagua estudio la complejidad gendmica y la
heterogeneidad intrapaciente, asi como sobre el desarrollo filogenético y evolutivo en
muestras triple negativas sin respuesta a tratamiento, identificando los eventos troncales
tempranos fueron amplificaciones de MCLA1, las lesiones metastasico tenian deleciones en
RB1 y PTEN, junto con TERT, AKT2 y amplificaciones de CCNE1, esto contribuye a
dilucidar el fendmeno global de la evolucion tumoral en el cancer de mama triple negativo
proporcionan datos gendmicos que pueden ayudar a futuros estudios a definir alteraciones

procesables para estas pacientes, permitiendo asi una terapia mas personalizada®.

En los ultimos afios, la atencion al paciente ha revolucionado ante la disponibilidad
comercial de la secuenciacion de nueva generacion. Esta tecnologia ha mejorado la
identificacion de mutaciones en la practica diaria y la posterior prescripcion de una terapia
de diagnéstico. Las directrices actuales para los tumores sélidos recomiendan el uso de
pruebas genomicas en la enfermedad progresiva avanzada para identificar posibles
objetivos de tratamiento, como las fusiones y mutaciones de BRCA1/2, de receptores de
tirosina neurotroficos (NTRK) y RET, la expresion de PD-(L)1, la reparacion de desajustes
del ADN, la inestabilidad de microsatélites y la carga mutacional. En el caso del cancer de
mama, las mutaciones de la linea germinal méas frecuentes en BRCA1/2 se asocian a
defectos de reparacion de la recombinacion homéloga del ADN. Asi, estas pacientes son
candidatas potenciales para el tratamiento con inhibidores de la poli-adenosina-difosfato-
ribosa polimerasa (PARP), ya que las células deficientes en BRCA1/2 son muy sensibles a
la acumulacién de roturas toxicas de doble cadena, a la inestabilidad genomica y a la
letalidad sintética causada por la inhibicién de la PARP2, lo que representan un paso hacia

el tratamiento personalizado®.
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Este tipo de estudios en los tumores a través de firmas gendmicas o transcriptomicas se
pueden aprovechar como herramienta predictiva del resultado clinico en el cancer de
mama. Hoy en dia, la capacidad de comprender los principales aspectos de la biologia del
cancer de mama y los métodos de deteccion mas utilizados de deteccion permitira
desarrollar innovaciones para satisfacer las necesidades de las pacientes en tres aspectos:

precision, comodidad y accesibilidad.

64



CONCLUSIONES

El cancer de mama es una enfermedad curable si se diagnostica en etapas tempranas, por
lo que es fundamental mejorar los programas de tamizaje, diagnoéstico y referencia de estas
pacientes, para poder disminuir la frecuencia de casos en etapas avanzadas de la

enfermedad, las cuales siguen siendo las mas frecuentes en nuestra poblacion.

El analisis global de los perfiles de expresion génica en cancer de mama, permitié obtener
un mayor conocimiento acerca de las diferencias bioldgicas y mecanismos moleculares. Asi
como, la descripcidon de la prevalencia de subtipos de tumores de mama definidos

molecularmente en nuestra poblacién.

La estratificacion del cancer de mama basada en la clasificacion de subtipos intrinsecos no
solo ha permitido una comprension mas profunda de las bases moleculares de la
heterogeneidad de los tumores de mama, sino que también ha proporcionado medidas de
puntaje clinicamente relevantes derivadas de caracteristicas bioldgicas para evaluar la

respuesta al tratamiento y el prondstico de las terapias.

En este trabajo, se reporta una de las cohortes hispanas mas grandes caracterizadas a
nivel gendmico y transcriptomico. A pesar de ello, una de las limitantes de nuestro estudio
radica en la cantidad de muestras. Es por ello que con la finalidad de que los resultados
encontrados pudieran reflejar con mayor precision las tasas reales de prevalencia de
subtipos y de las alteraciones moleculares subyacentes a los mismos en poblacion hispana,
aprovechamos la disponibilidad de datos publicos para tener una comparaciéon multiétnica

sélida y superar las limitaciones de tamafio.

Basandonos en nuestros resultados, obtuvimos la frecuencia de subtipos intrinsecos en
cancer de mama en poblacion mexicana, Sin embargo, no se encontrd buena correlacion
entre la sub-clasificacion basada en el PAM50 contra el perfil inmunohistoquimica. Se
validaron los genes diferencialmente expresados. Se identificaron genes y se
correlacionaron a nivel de alteraciones de numero de copias que pudieran implicar en el

desarrollo del cancer de mama.
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Dado que el cancer de mama es una enfermedad compleja y heterogénea, el estudio de
diferentes enfoques onco-omics es una forma eficaz de revelar genes esenciales para
comprender mejor el panorama molecular de los procesos que subyacen a la oncogénesis,
y para desarrollar mejores tratamientos terapéuticos centrados en la farmacogendémica y la

medicina de precision.

PERSPECTIVAS

Nuestros resultados justifican la necesidad de futuros estudios que integren abordajes para
el analisis de modificaciones genéticas de linea germinal y somaticas, asi como la
consideracion del impacto de factores ambientales, para comprender mejor las causas de
las disparidades en la evolucién de las pacientes con cancer de mama y poder desarrollar
intervenciones mas efectivas encaminadas a mejorar las oportunidades de sobrevida y
mayor equidad en los esquemas de salud. Es necesario un enfoque multidisciplinario para
desarrollar herramientas de deteccion y diagndstico en cancer de mama, ofreciendo

informacion clave para los profesionales de la medicina y la investigacion.
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