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El presente trabajo forma parte del proyecto de investigacion:

“Correlacion de la expresion del gen BIK con la expresion de los genes hMAM vy
CK-19 en células circulantes en sangre periférica y tejido mamario neoplasico de
mujeres mexicanas con cancer de mama” el cual fue aprobado por la Comisién
Nacional de Investigacion Cientifica con nimero de registro 2007-785-063 (Anexo
1). Dicho proyecto también fue autorizado para recibir financiamiento por el Fondo
de Investigacion en Salud, IMSS (Anexo 2).
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“Asociacion de la expresion del gen BIK/NBK con la expresiéon de receptores

de estrégenos en tejido mamario neoplasico de mujeres mexicanas”.

Tesista: Hernandez Zarco Adelina, Residente de Genética Médica, HP, CMN SXXI, IMSS.
Tutor: M en C. Eunice Lopez Muioz UIM Genética Humana, HP, CMN SXXI, IMSS.
Cotutor: Dr. Diego Julio Arenas Aranda UIM Genética Humana, HP, CMN SXXI, IMSS.

RESUMEN:

Introduccion: El cancer de mama es un problema de salud a nivel nacional e
internacional considerandose una entidad heterogénea en su presentacion clinica,
genética y bioguimica. Una de las vias celulares involucradas en el desarrollo del
cancer es la apoptosis y entre los mecanismos reguladores de ésta se encuentra
la familia de genes BCL-2. El gen BIK pertenece a esta famila y se ha reportado
sobreexpresado en lineas celulares tumorales mamarias cuando hay deprivacion
estrogénica 0 exposicion a agentes anti-estrogénicos en estudios in vitro, sin
embargo hasta el momento no habia resultados concluyentes de lo que sucedia
en humanos.

Objetivo: Correlacionar la expresion de BIK con la expresion del receptor de
estrogenos a en tejido mamario neoplasico de mujeres mexicanas con Cancer de
mama.

Pacientes y Método: Se determiné la expresion del gen BIK mediante RT-gPCR y
la expresion de receptores de estrogeno mediante inmunohistoquimica de 11
muestras de tejido mamario neoplasico de mujeres mexicanas con cancer de
mama en diferentes estadios clinicos analizandose mediante la correlacion de
Spearman.

Resultados: Se encontré una correlacion inversa estadisticamente significativa
entre la expresion del gen BIK y la expresion de receptores de estrégenos a en
tejido mamario neoplasico de mujeres mexicanas.

Conclusiones: Considerando la correlacion inversa entre la expresion del gen BIK
y la expresién de receptores de estrégenos a resulta evidente la necesidad de
plantear nuevos estudios con el fin de determinar los mecanismos por los cuales
se encuentran relacionados y las variables que modifican el efecto, con el

proposito de evaluar la posibilidad de acortar el inicio del tratamiento



antiestrogénico al poderse determinar la presencia del gen BIK en el mismo tejido
de biopsia realizada con fines diagndsticos y con ello por tanto, mejorar el
prondstico. Asi mismo al conocerse mas mecanismos moleculares del cancer se
podria evaluar la posibilidad de considerar al gen BIK como un posible blanco

terapéutico por su funcion proapoptética conocida.

Palabras clave: Cancer de mama, genBIK, receptor de estrogenos.



ANTECEDENTES

GENERALIDADES

El cancer mamario constituye un problema de salud publica a nivel mundial (1). Es
heterogéneo en su presentacion clinica, genética y bioquimica. Aproximadamente
el 30% de las mujeres diagnosticadas con cancer mamario se encuentran en
estadios avanzados de la enfermedad (2,3).

Se han identificado numerosos factores de riesgo para el desarrollo de cancer
mamario (4). La historia familiar sugiere un componente hereditario en el
desarrollo de algunos canceres de mama y ha sido considerada como uno de los
mayores factores de riesgo conocidos. Se estima que 15 a 20% de mujeres con
cancer mamario tienen una historia familiar de la enfermedad (5-10).

La mayor parte de cancer mamario, sin embargo corresponde a cancer esporadico
en donde se ha demostrado alteracion en factores de crecimiento y sus
receptores, moléculas de sefializacion intracelular, moléculas de adhesion celular,

reguladores de ciclo celular y proteasas (11-13).

ASPECTOS CLINICOS DEL CANCER DE MAMA
EPIDEMIOLOGIA

En México el cancer de mama ocupa el segundo lugar como causa de muerte en

la poblacion femenina de 30 a 54 afios de edad y se ubica como la primera causa
de mortalidad por tumores malignos entre las mujeres. Esta neoplasia ha
presentado en nuestro pais una tendencia al aumento en la mortalidad ya que en
1991 se report6é una tasa de mortalidad por cancer de mama de 10.6 por 100,000
habitantes en derechohabientes del IMSS y para el afio 2001 la tasa de mortalidad
se elevo a 11 por 100, 000 habitantes(1-3).

Se considera que para el afio 2010 habra una tasa de mortalidad de 13 por
100,000 mujeres adultas y cerca de 4500 defunciones por afio por esta causa en
nuestro pais (1).

A nivel mundial, la American Cancer Society predice que una de cada ocho

mujeres padecera cancer mamario durante su vida (14).



Factores de riesgo

Se han realizado mdultiples estudios para identificar factores de riesgo
potencialmente modificables en el estilo de vida y factores ambientales
relacionados con la presencia de cancer mamario (Tabla 1) (15), sin embargo el
factor de riesgo mas significativo identificado es la historia familiar de cancer
mamario. Se ha reportado que el riesgo de cancer mamario se incrementa en
aquellas mujeres cuyas madres o hermanas tuvieron cancer antes de la
menopausia o fue bilateral, y en aquellas con antecedentes familiares de cancer
mamario en dos o mas parientes en primer grado. Sin embargo el cancer de
mama familiar ocurre solo en el 10% del total de cancer de mama y el 90% se

considera esporadico (16,17).

Tabla 1.Factores asociados con el incremento del riesgo de cancer de mama.

Edad Mayor de 40 anos de edad
Grupo poblacional Caucasico
Antecedentes familiares Cancer en familiares de primer grado,

especialmente premenopausico o bilateral

Genetica Mutacion en BRCAL, BRCA 2, ATM, TP53

Antecedentes personales patologicos Enfermedad fibroquistica
Proliferativa

Papilomatosis

Hiperplasia epitelial atipica
Cancer endometrial

Cancer en la otra mama

Historia menstrual Menarca temprana (< de 12 anos)

Menopausia tardia (> de 50 afios)

Embarazo Nuliparidad

Primer embarazo después de los 35 afios de

edad
Hormonales Uso de estrogenos en la postmenopausia
Alimentarios Ingesta excesiva de grasas, alcohol

Modificado de Lawrence M. Current medical diagnosis and treatment. Lange. USA.
2004.pp 680-681.



DETECCION DEL CANCER DE MAMA

Se han realizado varios programas de deteccion consistentes en exadmenes fisicos
y mamograficos de mujeres asintomaticas logrando identificar aproximadamente
10 canceres por 1000 mujeres mayores de 50 afios y aerca de 2 canceres por
1000 mujeres menores de 50 afios de edad, el 80% de estas mujeres tiene
ganglios linfaticos axilares negativos al momento de la cirugia, mientras que en la
practica médica ordinaria solo 45% tiene ganglios axilares no afectados. La
deteccion del cancer mamario antes de que se haya propagado hacia los ganglios
axilares aumenta notablemente la probabilidad de supervivencia y cerca del 85%
de esas mujeres sobrevivira cuando menos 5 afios (13, 14, 18).

Tanto el examen fisico como la mamografia resultan necesarios para lograr
resultados maximos en los programas de deteccion, ya que solo 35-50% de los
canceres mamarios tempranos pueden descubrirse s6lo mediante mamografia y
otro 40% puede detectarse Unicamente por palpacion. Cerca de la tercera parte de
las anormalidades descubiertas en las mamografias de deteccion se encuentran
malignas al efectuar la biopsia (18).

Autoexploracién

Es una técnica util de deteccion temprana de masas tumorales mamarias en
donde todas las mujeres mayores de 20 &ios de edad deben examinar sus
glandulas mamarias mensualmente a fin de detectar asimetria de las mamas,
masas o alteraciones de la piel. En caso de detectar alteraciones deben acudir

inmediatamente al médico para un examen fisico (14).

Mamografia

Es la técnica mas util para la deteccion oportuna de cancer de mama, llegando a
detectarlo incluso antes de que la masa tumoral sea palpable. Los canceres de
crecimiento lento pueden ser detectados por mamografia al menos dos afios antes
de que el tamafio de éste sa suficientemente grande para ser detectable por

palpacién (14).



Las calcificaciones son las alteraciones mas frecuentemente reconocidas en los
estudios mamogréaficos y de éstas las mas asociadas con carcinoma son las

microcalcificaciones polimorficas agrupadas.

Dentro de las indicaciones de la realizacion de mamografia se encuentran:
Deteccion en mujeres candidatas a cirugia plastica o previa a la biopsia de una
masa palpable.

Evaluacion de una masa palpable o cambios sospechosos en la glandula
mamaria.

Deteccion a intervalos regulares en mujeres con alto riesgo para desarrollar
cancer de mama.

Investigaciébn de un cancer de mama oculto en mujeres con enfermedad
metastasica en nddulos axilares o de origen primario desconocido.

Evaluacion anual de glandula mamaria con diagndstico de cancer de mama que
es potencialmente curable.

Seguimiento de mujeres con cancer de mama quienes han sido tratadas con

cirugia conservadora y radiacion.

La mamografia debe ser realizada previa a la obtencion de una biopsia a fin de
encontrar otras areas afectadas y examinar la mama contralateral. La mamografia
nunca es sustituto de biopsia ya que no revela datos de cancer en glandulas
mamarias densas como en el caso de mujeres jovenes con cambios fibroquisticos

y no puede detectaralgunos canceres medulares (19).

CUADRO CLINICO.

El 70% de los pacientes presenta una masa de tamafo y forma indefinida y cerca
del 90% de los canceres mamarios son detectados por el propio paciente. Con
menos frecuencia se presentan sintomas como dolor; secrecidn, erosion,
retraccion, agrandamiento e irritacion del pezén, inflamacién, endurecimiento e

incremento del tamafio de la mama.



Raramente la presencia de ganglios axilares palpables o edema del brazo son el
sintoma inicial. Dolor de espalda o dolor 6seo, ictericia o pérdida de peso pueden
ser el resultado de metastasis sistémicas, pero estos sintomas muy raramente son

observados en la presentacion inicial (12).

DIAGNOSTICO

Biopsia

El diagnostico de cancer de mama depende del andlisis microscopico de células o
tejido removido durante la biopsia. Cerca del 60% de las biopsias de pacientes con
sospecha de cancer resultan benignas y el 30% de las biopsias de pacientes con
sospecha de lesion benigna resultan malignas (20). Esto confirma la necesidad de
realizar biopsia para confirmar el diagndstico. La obtencion de células para su
analisis puede ser a traves de:

Citologia por aspiracién con aguja fina

Biopsia con aguja larga

Biopsia abierta

La evaluacion adicional para detectar metastasis y opciones terapéuticas se
discute con el paciente después que el diagndstico histolégico o citolégico de
cancer se ha establecido.

Ultrasonido

Es efectuado para diferenciar lesiones quisticas de lesiones solidas. Aunque no es
una prueba diagnédstica, puede revelar lesiones altamente sugestivas de
malignidad tales como margenes irregulares o lesiones pequefias solidas
asociadas. Puede detectar también la presencia de una masa irregular dentro de

un quiste como en el caso del carcinoma intraquistico (20,21).

Mamografia
Cuando se detecta una lesion sospechosa por mamografia y no puede ser

palpada por el clinico debe tomarse biopsia mediante técnica guiada por imagen
(20,21).



Otras modalidades de imagen

Dentro de estas se encuentran la ultrasonografia automatizada de mama,
ductografia, resonancia magnética y PET (Tomografia con emision de positrones).
Sin embargo cada una de estas técnicas tiene indicaciones precisas y no son

utilizadas de rutina en el diagnéstico de cancer de mama (22,23).

Citologia
En algunas ocasiones es util para identificar células malignas procedentes de

liquido obtenido por secrecion del pezén o bien a través de biopsia por aspiracion

con aguja fina (24).

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL
Las lesiones que deben ser consideradas con mas frecuencia en el diagnostico
diferencial son: displasia mamaria (enfermedad quistica de la mama),

fibroadenoma, papiloma intraductal, lipoma y necrosis grasa (25).

ESTADIFICACION

Actualmente la American Joint Committee on Cancer y la Internacional Union
Against Cancer han acordado utilizar el sistema de estadificacion TNM (Tumor,
Nodulos linfaticos y Metastasis) (Anexo 3). La finalidad de utilizar este sistema es
ayudar a planificar el tratamiento, ser utilizado como indicador pronéstico y facilitar
el intercambio de informacion entre los centros de tratamiento potenciando la
comunicacién entre investigadores y clinicos, contribuyendo con ello a la
investigacién (26,27). Es importante destacar que las modificaciones a esta
clasificacion se han basado en hallazgos tanto de inmunohistoquimica como de
biologia molecular, lo cual refleja el avance cientifico en el entendimiento del

cancer de mama (28).

TIPOS PATOLOGICOS
Se pueden identificar numerosos subtipos patoldgicos de cancer de mama. Estos

subtipos se distinguen por su apariencia histolégica y patron de crecimiento



tumoral. En general, el cancer de mama surge del linaje de células epiteliales de
los ductos grandes o medianos (ductal) o bien del epitelio de ductos terminales de
los I6bulos (lobular). El cdncer puede ser invasivo o in situ. La mayoria de los
canceres surge de los ductos intermedios y son invasivos (ductal invasivo, ductal
infiltrante). La mayor parte de los tipos histolégicos son meramente subtipos del
cancer invasivo ductal con patrones inusuales de crecimiento (coloide, medular,
escirro). El carcinoma ductal que no ha invadido el tejido extraductal se denomina

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

Excepto para los canceres in situ, los subtipos histologicos tienen leves diferencias
en cuanto al prondstico una vez que se ha estadificado la enfermedad. Se han
estudiado varios parametros histologicos, tales como invasiébn de vasos
sanguineos, diferenciacion tumoral, invasion de nodulos linfaticos mamarios y
necrosis tumoral, sin embargo ninguno de ellos parece tener un valor pronéstico

importante.

Auln cuando los canceres no invasivos por definicién se encuentran restringidos a
la membrana basal de los ductos y no tienen la capacidad para extenderse o
diseminarse, en pacientes cuyas biopsias muestran cancer no invasivo intraductal,
se ha encontrado en 1-3% de los casos metastasis de células invasivas malignas

ductales a los nédulos linfaticos (29,30).

El carcinoma lobular in situ es una lesién premaligna que no corresponde a un
verdadero cancer, pero es un factor de riesgo asociado con el desarrollo

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



Tabla 2. Tipos histolégicos en cancer de mama.

Tipo Frecuencia
Ductal Infiltrante 80-90%
Medular 5-8%
Coloide (Mucinoso) 2-4%
Tubular 1-2%
Papilar 1-2%
Lobular invasivo 6-8%
No invasivo 4-6%
Intraductal 2-3%
Lobular in situ 2-3%
Tipos raros de cancer <1%
Juvenil (secretorio)

Adenoide quistico

Epidermoide

Sudorifero

Modificado de Lawrence M. Current medical diagnosis and treatment. Lange. USA.
2004.pp 680-681.

RECEPTORES HORMONALES

La presencia o ausencia de receptores de estrégenos y progesterona en el
citoplasma de las células tumorales es de gran importancia en el manejo de los
pacientes con cancer de mama (30,31).

Los pacientes cuyos receptores son positivos tienen un prondstico favorable en
comparacion con los que son receptores negativos. También, los receptores son
de gran valor en la eleccion de terapia adyuvante y para el tratamiento de
enfermedad avanzada. Cerca del 60% de los pacientes con metastasis de cancer
de mama responderan a manipulacién hormonal si sus tumores contienen células
con receptores de estrogenos. Mientras que solo el 5% de los pacientes con
metastasis y receptores negativos a estrégenos pueden ser tratados exitosamente
en este contexto.

Los receptores de progesterona pueden ser un indicador aun mas sensible que los
receptores de estrogenos en pacientes que responderan a manipulacion

hormonal. Cerca del 80% de los pacientes con tumores metastasicos y con



receptores positivos de progesterona mejoran considerablemente con la terapia
hormonal adyuvante. Sin embargo, a la fecha no se ha reportado relacién de los
receptores con la respuesta a quimioterapia (30-33).

El estado de los receptores es valioso no solo en el manejo de la enfermedad
metastasica sino también ayuda a seleccionar pacientes para terapia adyuvante.
El Tamoxifén es un farmaco utilizado como adyuvante ya que actda como un
antagonista estrogénico en tejido mamario y como un agonista en endometrio y es
considerado como “Gold Standard” en tumores de mama con receptores
estrogénicos positivos y se ha visto que en tumores con receptores hormonales
negativos en tratamiento con quimioterapia, mejora considerablemente la tasa de
sobrevida aun en ausencia de metéstasis a nédulos linfaticos. El raloxifeno es un
farmaco que se comporta como un antagonista estrogénico tanto en tejido
mamario como en endometrio y se ha observado puede ayudar a prevenir el
cancer de mama. Otros farmacos que han sido usados con este fin son los
inhibidores de la aromatasa, dicha enzima se requiere para la biosintesis de
estroégenos, un ejemplo de éste tipo de farmacos es el anastrozol (34-38).

Para determinar el estado del receptor de estrogenos en el cancer de mama se
realiza en forma rutinaria el andlisis por inmunohistoquimica con el principio basico
de una reaccion antigeno-anticuerpo. El uso de ésta técnica es utilizado para
determinar el factor prondstico de pacientes con cancer de mama vy la probabilidad

de respuesta a terapia hormonal (39-41).

RECEPTOR HER-2/neu

La presencia de receptores HER-2/neu positivos en células tumorales mamarias
ha tenido implicaciones tanto en la seleccién de tratamiento, como en el pronéstico
y monitorizacion de los pacientes con cancer de mama.

Receptores HER-2/neu positivos se han asociado con un fenotipo agresivo de las
células tumorales, asi como con disminucion en la tasa de sobrevida y una

respuesta adecuada a Trastuzumab, el cual es un anticuerpo monoclonal que se



une selectivamente al receptor HER-2/neu, inhibiendo el crecimiento celular
tumoral (42).

TRATAMIENTO

El tratamiento puede ser curativo o bien, paliativo. El tratamiento curativo esta
indicado en pacientes en estadios clinicos | y Il de la enfermedad. Los pacientes
con tumor localizado pero de gran tamafio (Estadio Ill) y aun los tumores
inflamatorios pueden ser curados con terapia multimodal. El tratamiento paliativo
es apropiado para todos los pacientes en estadio IV de la enfermedad y para
pacientes previamente tratados quienes desarrollaron metéstasis a distancia o

quienes presentan canceres locales irresecables.

Eleccion de la terapia primaria

La extension de la enfermedad y su agresividad bioldgica son las principales
determinantes de la eleccion de & terapia primaria. La estadificacién clinica y
patologica ayuda a evaluar la extension de la enfermedad, sin embargo puede ser
altamente imprecisa. Otros factores tales como la citometria de flujo de DNA,
grado tumoral, estado de receptores hormonales y amplificacidbn oncogénica
pueden tener valor prondstico pero no son importantes en determinar el tipo de
terapia local. Cerca de dos terceras partes de los pacientes eventualmente
manifiestan enfermedad residual distante después de la terapia primaria, por b
que hay una tendencia a pensar que efectivamente el cancer mamario esta
diseminado al momento del diagndstico (43,44).

Existe una controversia en cuanto a la eleccién de la terapia primaria para el
cancer mamario en los estadios I, Il y lll, sin embargo actualmente la eleccion
estandar en estadios | y Il es la reseccién quirargica.

Como parte del tratamiento es necesario contar con terapia adyuvante
dependiendo del tipo de tumor, riesgo estimado y tiempo de presentacion, esto

con la finalidad de evitar los riesgos de micrometastasis y recurrencia, ya que se



estima que ésta Ultima es de entre el 70 y el 40 por ciento a los 15 afios después

del diagnéstico en caso de no recibir terapia adyuvante (45)

Terapiaconservadora

El tamafio tumoral es la mayor consideracién para la conservacion de la mama.
Para llevar a cabo un resultado cosméticamente aceptable el paciente debe tener
una mama de tamafo suficiente para escindir un tumor de 4 cm sin deformidad
considerable. Un tumor multifocal es una contraindicacion relativa para cirugia
conservadora (30, 45-48).

La diseccion axilar es valiosa en la prevencidn de recurrencias axilares, en
estadificacion del cancer y en la eleccion del tratamiento, sin embargo en la
actualidad se prefiere la biopsia de nddulo sentinela como medio de estadificacion.
Incluso se han realizado mudltiples investigaciones para identificar pacientes con
alto riesgo de enfermedad metastasica a través de marcadores moleculares a
diversos niveles (DNA, RNA y proteico) capaces de detectar micrometastasis en

biopsias de médula ésea, ganglio sentinela o sangre periférica (30,49)

PRONOSTICO

El estadio del cancer de mama es el mas directo indicador de prondstico. Los
pacientes con enfermedad localizada a la mama y sin evidencia de diseminacion
regional después de examen histopatologico de los nodulos linfaticos tienen el
pronostico mas favorable. El estado de los nddulos linfaticos es el factor
prondstico mas estudiado y correlacionado con la tasa de sobrevida en todos los
tumores mamarios. Ademas el incremento en el numero de nodulos axilares

involucrados correlaciona directamente con las tasas de baja sobrevida (30,50).

El estado de los receptores de estrogeno y progesterona son variables pronosticas
cuando los pacientes con tumores receptor hormonal negativos y sin evidencia de

metastasis a nddulos linfaticos axilares tienen una alta tasa de recurrencia que los



pacientes con tumores receptor hormonal positivos y sin metastasis regional
(31,32).

El subtipo histologico del cancer de mama, por ejemplo medular, lobular y coloide
parece tener poca significancia en el prondstico ya que estos tumores son
verdaderamente invasivos. La citometria de flujo de células tumorales para
analizar indice de DNA y frecuencia de la fase S ayudan en el pronéstico. Los
tumores con marcada aneuploidia tienen un mal prondstico. La presencia de
receptores HER-2/neu positivos se ha asociado con incremento de recurrencia y

mal pronéstico (30,48

Cuando el cancer esta localizado a la mama, sin evidencia de diseminacién
después de examen histopatoldgico, la tasa de curacion clinica con el tratamiento
estandar es de 75-90%. Excepciones a esta generalizacion son las relacionadas al
contenido de receptores hormonales del tumor, tamafio tumoral, resistencia del
hospedero o enfermedad asociada. Los pacientes con tumores mamograficamente
pequefios y receptores hormonales positivos y sin evidencia de diseminacién
ganglionar linfatica tienen una tasa de sobrevida de 90% a 5 afios. Cuando los
nddulos linfaticos se encuentran afectados, la tasa de sobrevida cae al 40-50% a 5
afios y alrededor de 25% a 10 afios (Tabla 3).

En general el cancer de mama parece ser de mayor malignidad en mujeres
jovenes que en adultas y esto puede estar en relacion al hecho que pocas mujeres

jovenes tienen receptores hormonales positivos (47,50).

Tabla 3. Sobrevida (%) de pacientes con cancer de mama por estadificacion TNM.

Estadio TNM 5 afos 10 afios
0 95 90
| 85 70
A 70 50
B 60 40
A 55 30
mB 30 20




\Y 5-10 2

Todos 65 30

Modificado de Lawrence M. Current medical diagnosis and treatment. Lange. USA.
2004.pp 680-681.

ASPECTOS MOLECULARES DEL CANCER DE MAMA
ESTROGENOS

Existe suficiente evidencia de la participacion de los estrogenos en el crecimiento

y proliferacion celular tumoral. Se sabe que los estrogenos influyen en la expresion
de un amplio rango de genes por diferentes mecanismos.

Las hormonas esteroideas sexuales son sintetizadas a partir del colesterol y son
secretadas primariamente en ovarios con contribuciones de la placenta, tejido
adiposo, testiculos y glandulas adrenales; después de la menopausia la
biosintesis de los estrogenos por los ovarios es minima y los estrogenos
circulantes provienen principalmente de la aromatizacién periférica de andrégenos
adrenales a través de la aromatasa que transforma androstenediona en estrona
(E1) (43,51).

El estrégeno intracelular predominante es el 17R-estradiol (E2), el cual en la
glandula mamaria promueve la proliferacion celular tanto en forma normal como
en el epitelio transformado al modificar la expresibn de genes hormono-
dependientes los cuales se encuentran involucrados en el ciclo celular y/o
apoptosis (43).

Los estrégenos son necesarios para el desarrollo normal de la glandula mamaria,
sin embargo se ha observado que la exposicion acumulada a ellos durante la vida
de una mujer es un factor de riesgo para neoplasia (52). Los estrégenos tienen un
papel importante en la persistencia, desarrollo y maduracion de tumores hormono -
dependientes como lo es el cancer de mama (51).

Se piensa que la biosintesis local de los estrogenos desempefia una parte
fundamental en el desarrollo del cancer de mama hormono -dependiente.

Los estrégenos pueden actuar a través de dos vias, la no genémica en la cual no
existe la unién al receptor de estrogenos y la via genomica que depende de unién

a receptores de estroégenos (53).



Via No Gen6mica

Los estrogenos pueden ejercer acciones rapidas mediante el inicio de la
sefalizacion atribuido a la membrana celular sin requerirse la unién ligando-
receptor ya que ésta conduce a modificaciones a nivel tanto estructural como
funcional de proteinas celulares por activacion de vias como son ERK/MAPK,
p38/MAPK, PI3k/AKT, PLC/PKC. (53,54).

ViaGendmica

En este caso para que los estrégenos ejerzan su funcion se requiere de la union a
receptores de estrogeno para que se pueda iniciar la accion mediante la induccién
de un cambio conformacional, lo que da lugar al aumento de la transcripcion de

genes especificos.

RECEPTOR DE ESTROGENOS (ER)

El estado del receptor de estrégenos se ha encontrado como un importante
predictor de supervivencia y de respuesta a la hormonoterapia, ademas se ha
descrito una fuerte asociacion entre cancer de mama y una elevacion persistente
de los niveles sanguineos de estrogenos (31,32). Dicho receptor pertenece a una
superfamilia de receptores nucleares y se han identificado dos receptores de
estrégenos: ERay ER B (51, 54-55).

El receptor de estrogenos alfa se encuentra localizado en 6g25.1 y esta formado
por una cadena de 595 aminoacidos, mientras que el receptor de estrogenos beta
se encuentra en el cromosoma 14923.2 que codifica para una cadena de 530
aminoacidos (51-52, 54 56-58).

El gen del ERa contiene 7 exones de 20 kb mientras que el gen del ER contiene
8 exones de aproximadamente 61.2Kb (52,55).

Los receptores se encuentran conformados por seis dominios denotados de la
letra A a la F, ambos tienen un dominio central de union al DNA (DBD) el cual se
une a secuencias especificas del promotor o a los sitios “enhancer” de genes

regulados por estrogeno. La region carboxilo-terminal del receptor constituye el



dominio de unién al ligando (LBD) el cual reconoce a los estrégenos. Dicho LBD
contiene una region de localizacion nuclear, regiones de homodimerizacién y un
dominio de transactivacion llamado AF-2. Entre DBD y LBD se encuentra la region
variable conocida como hsagra. La regidn amino-terminal contiene una region
denominada AF-1y es ligando-independiente (51, 54).

La expresion de los receptores varia dependiendo del tejido, ERa se expresa
predominantemente en Utero, mama, ovario, higado y sistema nervioso central,
mientras que ERR se expresa en mayor grado en hueso, endotelio, pulmones,
tracto urogenital, ovario, sistema nervioso central y préstata (51).

A pesar de la importancia de los receptores de estrogenos en la induccion de la
proliferacion de las células mamarias normales y en el desarrollo de cancer de
mama, el mecanismo aln no se comprende plenamente (59), sin embargo parte
de ellos ya han sido descritos.

La activacion del receptor inicia al unirse a su ligando generando la disociacion de
proteinas de estrés y la dimerizacién lo que induce un cambio conformacional del
complejo. Las proteinas de estrés estabilizan al receptor cuando se encuentran en
estado inactivo protegiéndolo contra la degradacion por proteasas (58).

Algunos mecanismos propuestos para la activacion transcripcional por el receptor
de estrégenos son la activacion por factores de crecimiento, interaccion por
proteinas correguladoras que actian como correpresores 0 bien como
coactivadores asi como la activacion del receptor independiente de su union a
ligando (36,51,55,60-61). Sin embargo los mecanismos mas estudiados hasta el
momento son los que describen que una vez que se forma el complejo homona-
receptor se encuentran pueden encontrarse una de dos rutas para que se lleve a
la activacion transcripcional, una en la cual se encuentran implicados los
elementos de respuesta a estrogenos y otra alternativa en la cual se encuentran
involucrados factores de transcripcion (62).

Los elementos de respuesta a estrogenos (ERES) son secuencias palindromicas
con tamafo aproximado de 17 pb que han sido localizadas en promotores de
genes. Los receptores de estrogenos al unirse a EREs dan lugar a una curvatura

del DNA sobre el surco mayor facilitando con ello interacciones entre los



componentes del complejo de transcripcién y el promotor del gen, ademas de
permitir la entrada de correguladores los cuales promueven el inicio de la
transcripcion (51,54,63).

La via alterna de accion de los receptores de estrégenos independiente a la
interaccién con EREs inicia después de la union ligando-receptor en la cual se
requieren factores de transcripcion que a su vez se unen al DNA para poder
ejercer su funcion a través de ellos, ejemplos de dichos factores de transcripciéon
son AP-1y Spl (62).

Finalmente se considera que los receptores de estrogeno actian como factores de

transcripcidon que regulan la expresion génica y ciclo celular.

CICLO CELULAR

Se conocen genes importantes relacionados con el control de la proliferacion y
progresion del ciclo celular los cuales se agrupan de acuerdo a su funcién en:
oncogenes, genes tumor supresor y genes regulan el ciclo celular, de algunos de
ellos se conoce su participacion en cancer de mama el cual en algunas ocasiones
puede ser de tipo familiar.

Los oncogenes promueven normalmente el ciclo celular y al mutar, amplificarse,
translocarse o desmetilarse pueden producir una proliferacion celular excesiva y
descontrolada, dichos oncogenes pueden pertenecer a la familia de factores de
crecimiento, receptores de superficie celular, componentes de transduccién de
sefales intracelulares o ser componentes de la red de ciclinas.

Los genes tumor supresor se encargan de reconocer el dafio en el DNA, de
desencadenar los mecanismos de reparacion y en caso de ser muy grave la
alteracion de activar la via de apoptosis 0 muerte celular programada evitando que
se perpetle la mutacion, ejemplos de genes tumor supresor son TP53, BRCAL1 Y
BRCAZ2.

TP53 (locus 17p13.1) frecuentemente se encuentra mutado en el Sindrome de Li-
Fraumeni y en varios tumores humarps, entre ellos cancer de mama (64-66).
BRCA1 (locus 17g21) y BRCA2 (locus 13g12.3) presentan penetrancia elevada y

riesgo incrementado de cancer de mama y de ovario (66).



Cuando el dafio al DNA no es detectado o reparado hay alteraciones importantes
en el material genético que activan la apoptosis como medio para evitar la

acumulacion de mutaciones (67-69).

APOPTOSIS

La apoptosis es una via de muerte celular activa, metabdlica y genéticamente
codificada. Esta ocurre bajo condiciones fisioldgicas o patoldgicas. La apoptosis es
un mecanismo de proteccion que dirige la lisis de células infectadas por virus,
células extrafias o neoplasia incipiente. La pérdida de la regulacion de apoptosis
esta involucrada en cancer (70-71).

Todas las vias de apoptosis convergen en la activacion de caspasas, proteasas
que llevan a cabo en forma eficiente la muerte celular. Existen dos vias principales
que activan las caspasas, la extrinseca iniciada por receptores de superficie
celular y que conducen directamente a la activacion de la caspasa 8, y la
intrinseca que estd regulada por la mitocondrial. La via mitocondrial de la
apoptosis es mediada por la familia de proteinas BCL-2 (72).

Existen numerosos factores ambientales que pueden activar la apoptosis y otros
factores que pueden antagonizar la apoptosis. Los activadores de la apoptosis
incluyen el factor de necrosis tumoral alfa, Fas ligando, factor de crecimiento
transformante beta, BAX y otros miembros de la familia de genes pro-apoptéticos
BCL-2 asi como glucocorticoides (73-75).

PROTEINAS BCL-2

BCL-2 y ciertas proteinas citoplasmaticas son elementos reguladores de
apoptosis. Se han identificado al menos 15 miembros de la familia BCL-2 en
mamiferos. Todos los miembros poseen al menos uno de cuatro motivos
conocidos como dominios de homologia a BCL-2 denominados BH1 a BH4. La
familia de proteinas BCL-2 puede ser dividida en 2 subfamilias, anti-apoptoéticas y
pro-apoptéticas. La subfamilia anti-apoptética comprende BCL-2, BCL-xL, BCL-w,
MCL-1 y Al (BFL-1) (76). Estas proteinas muestran secuencias homdélogas en

alguna de las regiones BH 1-4. En cuanto a las proteinas pro-apoptoéticas pueden



ser divididas en dos grupos de acuerdo a la funcién y el nUmero de dominios BH
que poseen. BAX, BAK, MTD (BOK) y BCL-rambo son proteinas pro-apoptéticas
gue contienen dominio BH 1-3 y son conocidas como proteinas pro-apoptoticas
multidominio o efectoras. Las proteinas pro-apoptoticas restantes contienen solo
uno de los tres dominios BH y son conocidas como proteinas BH3-only (77). Estas
Gltimas pueden ser activadas por muchos estimulos nocivos -incluyendo dafio a
DNA, cascada de factores de crecimiento y activacion oncogénica- via
mecanismos que incluyen activacion transcripcional, modificaciones de
localizacién celular y postraduccionales (78-79). Esta familia consiste de un gran
namero de miembros, por ejemplo BAD, BID, BIM (BOD), HRK (DP5), NOXA,
BLK, BNIP3 (NIX), BNIP3L, PUMA, P193, BMF, BCL-G y BIK (NBK), (78).

BIK

BIK se ha localizado en 22q13.3, consta de 5 exones y 4 intrones y se extiende en
cerca de 19 Kb. El dominio transduccional y el dominio BH3 fueron localizados en
el exon 2 y 3 respectivamente. Codifica una proteina de 160 aminoacidos con
funcion proapoptoética. La proteina cuenta con un dominio funcional denominado
BH3 y contiene un dominio transmembranal cterminal (80-81). EI dominio BH3
juega un papel central en inducir la muerte celular y dimerizacion proteica. Al
parecer BIK induce apoptosis por la via mitocondrial (82-84). BIK tiene fuerte
actividad pro-apoptética en un gran numero de tipos celulares in vitro. Se ha
reportado su participacion en apoptosis en células de melanoma humano (85) y se
ha encontrado mutado en cancer glial, colorectal, mieloma y linfoma de células B
(86-88). A la fecha se han realizados estudios in vitro a fin de identificar sustancias
que aumenten los niveles de BIK, encontrdndose que diversos inhibidores del
proteasoma logran incrementar su expresion (89-92). Ademéas de que el gen ha
sido introducido en diversos vectores a fin de determinar su utilidad en terapia
génica observandose que las células tumorales disminuyen su indice de
crecimiento y proliferacion (93-96). Se realiz6 un estudio en donde se introdujo
una forma mutada de Bik con un promotor de topoisomerasa alfa Il el cual se

encuentra selectivamente activado en células de cancer de mama mediante



liposomas en diversos modelos animales, logrando suprimir el desarrollo de
células tumorales mamarias (97).

BIK también se ha involucrado en etapas del desarrollo como la formacion
testicular y la espermatogénesis en donde la apoptosis juega un papel muy
importante (98). Ademas de las propiedades pro-apoptoticas de este gen se ha
visto que juega un papel importante en homeostasis tisular, inmunidad y supresion
tumoral, al igual que otros miembros de la familia BCL-2 que comparten el dominio
BH3 con BIK (99).

En ratones se ha reportado expresion del gen homologo a BIK en diversas células
hematopoyéticas y en células epiteliales (100). En estudios de tejidos en humano,
Verma y colaboradores reportaron expresion del gen BIK en corazén y musculo
esquelético (101), sin embargo, Daniel PT y colaboradores (102) realizaron
estudios en donde se mostr6 que BIK tiene una distribucion de expresion
restringida, siendo mayormente detectada en células epiteliales. En su estudio se
demostrd expresion de BIK en rifiones, pancreas y niveles bajos en placenta,
pulmon, higado, prostata y testiculos. Mientras que no se encontro expresion del
gen en corazon, cerebro, musculo esquelético, bazo, timo, ovario, intestino
delgado, colén y linfocitos de sangre periférica.

Se ha demostrado que el mMRNA de BIK esta expresado ectdépicamente en algunas
lineas celulares de tumores, por ejemplo fue detectado en células EBV (Virus de
Epstein Barr) positivas tipo Il de Linfoma de Burkitt y SW480 de adenocarcinoma
de coldén. La expresion del gen fue detectada en epitelio pero no en el
compartimiento linfoide.

En carcinoma renal de células claras se ha encontrado pérdida de la expresion del
gen BIK. De estas células con pérdida de la expresién la mayoria presentaron

deleciones en alguna parte del gen y una minoria presenté mutaciones (103).

RELACION ENTRE BIK Y ESTROGENOS
Se ha sugerido que puede existir una relacién entre los niveles de estrogeno, la
expresion del gen BIK y mecanismos de apoptosis, ya que algunos tumores

mamarios en humanos requieren estrégenos no solo para su proliferacion sino



también para su permanencia. Hur y colaboradores reportaron que tanto el
transcrito de BIK como la proteina proapoptotica BIK eran fuertemente inducidos
por la deprivacion estrégenica o exposicion a Fulvestrant en células de cancer de
mama MCF-7/BUS. La induccion de BIK precedié a la apoptosis, misma que fue
bloqueada por zVAD-fmk, un inhibidor de pancaspasas. La cantidad de otras
proteinas relacionadas a BCL-2 tales como BCL-2, BCL-xL o0 BAX mostraron solo
cambios marginales en la presencia o ausencia de estrégenos o antiestrégenos.
La supresion de la expresion de BIK al usar pequefio RNA de interferencia
bloque6é en forma efectiva la apoptosis inducida por Fulvestrant en células de
cancer de mama. Sus resultados indicaron que BIK es inducido en células MCF-
7/BUS en la ausencia de sefalizacion de estrégenos y que juega un papel critico

en la apoptosis inducida por antiestrogenos en células de cancer de mama (104).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente el cancer se considera un problema de salud publica a nivel mundial
y dentro de esta patologia el cancer de mama ocupa un lugar preponderante en
cifras de mortalidad. Se encuentran en investigacién los mecanismos moleculares
que intervienen en la fisiopatologia de esta entidad con el fin de realizar
diagndsticos tempranos asi como para establecer medidas de prevencién primaria
que lleven a mejorar los niveles de morbilidad y mortalidad.

Hay evidencia de que algunos tumores dependientes de estrégenos requieren
estrogenos no solo para proliferar sino también para que éstos permanezcan.
Existe el reporte de la induccion de la expresion de BIK en células tumorales
mamarias cuando hay deprivacion de estrégenos y con el uso de agentes
antiestrogénicos en estudios in vitro, lo cual sugiere puede haber una relacion
entre la expresion de los receptores de estrogeno, la expresion del gen BIK y la
apoptosis en células de pacientes con cancer de mama. Es primordial tomar en
cuenta los genes que se encuentran asociados a esta patologia con el fin de
descartar o confirmar su implicacion para poder en un momento dado utilizarlos
para mejorar la deteccion, el tratamiento y el prondstico de las pacientes
considerando que a nivel mundial bs técnicas de biologia molecular han venido a

revolucionar la medicina.



JUSTIFICACION

No se ha reportado a la fecha un estudio que determine si en pacientes con
cancer de mama hay correlacién entre la expresion del gen BIK y la expresion de
receptores de estrogenos. Es importante establecer si existe alguna correlaciéon
entre la expresion de BIK y los receptores de estrogeno ya que ello podria dar la
pauta para considerar el uso de la expresion de este gen tanto como factor

prondstico y/o como blanco terapéutico.

OBJETIVO
Correlacionar la expresion de BIK con la expresion del receptor de estrégenos a

en tejido mamario neoplasico de mujeres mexicanas con Cancer de mama.

HIPOTESIS

Existe una correlacion de Spearman de al menos -0.7 entre la expresion del gen
BIK y la expresion de los receptores de estrogenos en tejido mamario neoplasico.



DISENO DEL ESTUDIO

Observacional, transversal y analitico.

LUGAR DEL ESTUDIO

Unidad de Investigacion Médica en Genética Humana del Hospital de Pediatria,
Servicio de Tumores de Mama y Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital de
Oncologia del CMN SXXI, IMSS.

POBLACION DE ESTUDIO

Muestras de tejido mamario neopléasico de mujeres mexicanas

CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de Inclusion

-Tejido de mama con alta sospecha de cancer mamario procedente de mujeres
con edades comprendidas entre 30 y 80 afios de edad, mexicanas en por lo
menos tres generaciones previas, sin tratamiento al momento de la toma de

muestra y que acepten participar voluntariamente en el estudio.

Criterios de Exclusién
-Muestras de tejido mamario neoplasico de mujeres cuyo cancer primario sea de

diferente localizacion.

Criterios de Eliminacion

-Muestra insuficiente para realizar extraccion de RNAy RT-gPCR

-Muestras de mujeres en quienes al efectuar el estudio histopatoldégico no se
confirmd el diagnéstico de cancer de mama, sin embargo se consideraron como

controles negativos de las técnicas de biologia molecular.



CALCULO DEL TAMANO DE MUESTRA

Una de las variables a correlacionar fue de tipo cuantitativo continuo (Ct) y la otra
de tipo ordinal (porcentaje) por lo que el estadistico apropiado para demostrar
asociacion entre la expresion del gen BIK en células neoplasicas mamarias y
expresion de receptores de estrogenos de mujeres con cancer de mama fue el
Coeficiente de correlacion de Spearman.

No hay reportes en la literatura sobre la correlacion en tejido mamario neoplasico
entre la expresion del gen BIK y la expresion de receptores estrogénicos, sin
embargo dado un reporte en donde se refiere que hay induccion de la expresion
de BIK con la deprivacion estrogénica, planteamos una magnitud de la correlacion
de -0.70 entre las dos variables, indicando asi que a mayor expresion del gen BIK
menor expresion de receptores estrogénicos en tejido tumoral mamario o
visceversa.

El a utilizado para el calculo de tamafio de muestra fue de 0.05, con un poder del

80%, con un contraste de hipotesis con planteamiento unilateral.
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Sustituyendo los valores y efectuando el calculo se obtuvo una n= 11 muestras de
tejido mamario neoplasico a las cudles se les efectu6 determinacion de la
expresion del gen BIK por RT-gPCR y de receptores estrogénicos por

inmunohistoquimica.

MUESTREO

El muestreo fue de tipo no probabilistico de casos consecutivos y de cada una de
las participantes se tomaron por lo menos 30 mg de tejido tumoral mamario para
efectuar la determinacién de la expresion del gen BIK y otros 30 mg fueron
enviados al servicio de patologia del Hospital de Oncologia del CMN, SXXI, IMSS



para el diagndstico histopatoldgico, estadificacion y determinacion de la expresion

de los receptores de estrogenos por inmunohistoquimica. Cabe mencionar que la

biopsia y la determinacion de estrégenos fueron parte del procedimiento de rutina

para establecer el diagnoéstico y normar el tratamiento del cancer de mama en

derechohabientes que acudieron al servicio de Tumores de mama en el Hospital

de Oncologia del CMN, SXXI, IMSS.

VARIABLES DEL ESTUDIO
Tabla 4. Variables del Estudio.

Variable Definicion Operacional Escala de medicion Unidad de medicion
Expresion de | Porcentaje de receptores de | Ordinal Porcentaje
receptores de | estrégenos detectados por

estrégenos inmunohistoquimica en

biopsia de tejido mamario.

Expresion del gen | Cantidad relativa de | Cuaniitafiva coniinua
BIK expresion del gen BIK
medida en Cts mediante RT-

PCR en tiempo real.

Ct (Ciclo en el cual Ta fluorescencia
de la muestra amplificada cruza el
punto de corte por arriba de la sefial
de fondo. Esta relacionado
directamente con el ndmero de
copias amplificadas. Un Ct menor
indica mayor nimero de copias ya
que la amplificacion ocurre mas
temprano, un Ct mayor indica menor
namero de copias ya que la

amplificacion ocurre mas tarde.)




ASPECTOSETICOS

De acuerdo a lo establecido en el Reglamento de la Ley General de Salud en
Materia de Investigacion para la Salud, Titulo segundo, Capitulo I, articulo 17 este
estudio se clasific6 como una investigacion con riesgo minimo. Se utilizé la carta
de consentimiento informado del proyecto titulado Correlacion de la expresion del
gen BIK con la expresion de los genes hMAM y CK-19 en células circulantes en
sangre periférica y tejido mamario neoplasico de mujeres mexicanas con cancer

de mama (Anexo 4).



RESULTADOS

Es conveniente resaltar que ademas de la toma de las 11 muestras se realizaron 2
mas dando un total de 13 tomas de biopsia, lo anterior considerando que algunas
de las muestran pudieran resultar negativas a cancer y como ya se indico se
tomaron como controles negativos al momento de realizar las técnicas de biologia

molecular.

De las 13 muestras obtenidas por biopsia en 2 no se confirmé el diagnostico de
cancer de mama y los diagnosticos correspondierona alteraciones benignas de la
mama (fibroadenoma mamario y mastopatia fibroquistica). (Figura 1)

Figura 1. Porcentaje del tipo histolégico en 13 biopsias de pacientes
con alta sospecha de cancer de mama (N=13).

Tipo Histoldgico
M Ductal Infitrarte
W Fibroadenoma

Lobulillar Infitrante
W vFa

En cuanto al diagndstico histopatoldgico de las 11 muestras obtenidas positivas a

cancer de mama se muestra que la mayoria presentaron el tipo histolégico ductal



infiltrante como también ya ha sido reportado previamente en la literatura (Figura

2)

Figura 2. Porcentaje del tipo histolégico encontrado en 11 biopsias
de pacientes con alta diagnostico de cancer de mama (N=11).

Tipa Histaldgics
W Cuctal Infitrante
B Lobulillar Infilrante

La edad de las 11 pacientes con muestras positivas a cancer de mama se observo
gue el promedio de edad fue de 59.09 afios con un pico entre los 50 y 60 afios de
edad y otro en mayores de 80 afos, lo cual corrobora la distribucion de la

enfermedad reportada en la literatura (Figura 3).

Figura 3. Distribucién por edad de las pacientes con diagnéstico
de cancer de mama (N=11).

Frequency

¥
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<t Miee =14 735



De las 11 muestras positivas a cancer de mama se observé que el 55 % presento

receptores de estrégenos a positivos y el 45% presentd receptores negativos lo
cual concuerda con los datos reportados en estudios previos (Figura 4)

Figura 4. Porcentaje de receptores de estrdgenos negativos y positivos
encontrados en pacientes con diagnéstico de cancer de mama (N=11).

Recapores de
Estrogenas
W HEGATIND
3 POSTMD

Muestras de tejido mamario neoplasico

Las muestras fueron obtenidas a través de la biopsia realizada para la
confirmacion histopatoldgica inicial. Cada una de las muestras fue colocada en
nitrégeno liquido para su transporte y posteriormente se almacené a -70°C hasta

su uso. Las muestras fueron seleccionadas para su analisis por confirmacién



histopatologica de cancer de mama por dos patélogos demostrando que las
muestras contenian al menos 70% de células tumorales. Secciones
representativas de cada caso fueron embebidas en parafina para tinciébn con
hematoxilina y eosina para evaluar el diagndstico histopatolégico usando los
criterios del American Cancer Committee y para sSu uso en ensayos de

inmunohistoquimica.

Extraccion de RNA

Descripcion de la extraccién de RNA total de tejido tumoral mamario fresco:

Se pulverizé tejido en nitrégeno liquido con mortero y pistilo previamente
esterilizado y sin RNasas.

Se enfrié tubo Eppendorf en Nitrégeno liquido.

Se Colocé el tejido pulverizado en el tubo.

Se agreg6 600 L de RLT y se homogeniz6 con jeringa y aguja pasandolo por lo
menos 5 veces.

Se centrifugd 3 minutos a 12 000 RPM y se obtuvo supernadante colocandolo en
nuevo tubo Eppendorf.

Se agreg6 700 pL de alcohol absoluto al 70% y se mezcl6 por pipeteo.

Se transfirio el contenido a una columna RNAeasy mini.

Se centrifugd 15 segundos a 12,000 rpm y se quitd el liquido del tubo de
recoleccion transparente.

Se adicioné un volumen de 700 pL de RW1 a la columna y se centrifugo 15
segundos a 12,000 rpm.

Se desechd el tubo de coleccién con el liquido recolectado.

Se coloco la columna en otro tubo de colecta de 2 mL nuevo y se agregd 500 pL
de RPE a la columna.

Se centrifugé 15 segundos a 12,000 rpm.

Se desecho el liquido.



Se agreg6 nuevamente 500 pL de RPE a la columna y se centrifugo 2 minutos a
12,000 rpm.

Se desechd el tubo de coleccién y se colocd la columna en un tubo nuevo y se
centrifugé 1 minuto a 12,000 rpm para eliminar residuos de RPE.

Se transfirié la columna a un tubo Eppendorf de 1.5 mL y se agreg6 40 uL de agua
libre de RNasa en la membrana blanca y se cerré el tubo. Se centrifugd 1 minuto a
12,000 rpm.

Confirmacion de integridad del RNA Total mediante la elaboracion de Gel de
Agarosa:

Se lavo la camara de electroforesis con NaOH 10N por 2 horas y se enjuag6 con
agua destilada antes de su uso.

Se coloc6 50 mL de TBE 1X y 1 g de agarosa grado molecular en vaso de
precipitado.

Se fundié la agarosa a aproximadamente 50°C.

Se agreg6 3L de bromuro de etidio (concentracién 1ug/mL) y se homogenizb.

Se coloco en la cdmara de electroforesis, se dejo polimerizar.

Se agreg6 amortiguador TBE 1X hasta que se cubrieran ligeramente los pozos.
Se carg6 2 pL de muestra mezclada con 1 pL de azul de bromofenilo (6X).

Se separaron los acidos nucleicos mediante 70 Volts durante 120 minutos.

Se visualizo el gel a través de transiluminador de luz ultravioleta (Mighty bright,

Hoefer Scientific Ins™).

Cuantificacion de RNA con espectrofotometro:
Una alicuota de RNA total (1uL) se analizd en espectrofotometro a 260nm y 280
nm (NanoDrop ND-1000).

Transcripcion Reversa
Se realiz6 la transcripcion reversa a partir del RNA total extraido de tejido mamario

neoplasico con una concentracion de 200ng/uL por cada muestra, usando el Kit



comercial Superscript First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen life
Technologies) con las siguientes especificaciones:

En un tubo de 0.2 mL se colocan:

componente Volumen

Oligonucledtido (0.5ug Oligo (dT)o 1L

Mezcla de dNTP (10mM) luL

RNA (100ng) xuL de acuerdo a la concentracion
Agua DEPC Ajustado a 10uL

Se desnaturalizé el RNA por incubacion a 65 °C en un termociclador (RoboCycler,
Gradient40, Stratagene ®) durante 5 minutos y se coloco en hielo.

Se agitaron en vortex y centrifugan brevemente todos los reactivos durante 5
segundos antes de usar.

Se prepar6 una mezcla maestra en hielo con todos los reactivos calculados para
15 reacciones. EI RNA y agua se agregaron a cada uno de los tubos en las
cantidades previamente calculadas para colocar 100 ng/uL de RNA en cada
reaccion.

En un tubo separado se preparé una Master Mix adicionando cada componente en

el siguiente orden que aparece en la Tabla 5.

Tabla 5. Preparacion de Master Mix en tubo separado.

Componenie Volumen
10 X RT Buffer 2uL
25 mM MgCI2 4uL
0.IMDTT 2uL
RNasa OUT 1l

Se agregaron 9 UL de este mix a cada tubo, se mezcld gentilmente y se colect6
por centrifugacion breve.

Se Incubd a 42 °C por 2 minutos.

Se agreg6 1L de SuperScript Il RT y se incub6 a 42 °C por 50 minutos

Se terming la reaccién a 70 °C por 15 minutos y se colocé en hielo.



Se colecto la reaccién por centrifugacion breve, se adiciond 1uL de RNasa H a
cada tubo y se incubo por 20 minutos a 37 °C

Se almacenaron las reacciones de sintesis de cDNA a—70 °C hasta su uso.

Disefio de Oligonucleétidos:

Los primers fueron disefiados con el programa en linea D-LUX Designer
(Invitrogen life Technologies) usando las secuencias reportadas en Gen Bank
como sigue: HPRT (NM000194) Forward 5’ GCTGAGGATTTGGAAAGGGTGT3', y
Reverse 5'cgagatCCATCTCCTTCATCACATCTcG3 marcado con fluoroforo JOE,
y para el gen BIK (U34584) Forward 5'cgaagtGGACCCTATGGAGGACTTcG3
marcado con fluoroforo FAM y Reverse 5’CCTGAGGCTCACGTCCATCTC3'.

gPCR

Se realizaron ensayos de PRC en tiempo real (qQPCR) siguiendo las instrucciones
sugeridas en el manual de Platinum Quantitative PCR SuperMix-UDG (Invitrogen
life Technologies) asi como de LUX (Light Upon eXtension) Fluorogenic Primers
Instrument Protocols (Invitrogen life Technologies) para el instrumento de qPCR
Rotor-Gene 3000 (Corbett Research). La amplificacion se llevd a cabo por
triplicado en un sistema diplex (ambos genes amplificados en el mismo tubo) para
el gen control HPRT y para el gen blanco BIK en el mismo tubo. El Rotor-Gene
3000 fue programado como sigue: UDG Reaction 50°C por 2 minutos, UDG
Inactivation/template denaturation 95°C por 2 minutos, 40 ciclos de tres segmentos
de amplificacion (5 segundos a 95°C, 15 segundos a 55°C con adquisicion y 10
segundos a 72°C) y un ciclo de andlisis de curva melting 60-95°C con un ramp

time de 1°C/step (default: wait 60 sec on first step and 5 sec/step after).

1. Se preparé Master Mix de todos los componentes de la reaccion, excepto el

cDNA como se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Preparacion de Master Mix de todos los componentes excepto el cDNA.

Componente Volumen




Enzima Platinum 12.5 uL
MgCl, 1.5uL
Agua 5puL
Oligo JOE, HPRT 1L
Oligo HPRT 1L
Oligo FAM, BIK 1L
Oligo BIK 1L
Volumen total 24 L

2. Se agreg0 24 pL de Master Mix a un tubo de PCR de 0.1 ml de Corbett
research, cubriéndose con papel aluminio para evitar exposicion a la luz.

3. Se adiciond 1 pL de templado de cDNA en el tubo y se tapé.

4. Se mezclé gentilmente asegurandose de que los componertes estuvieran en el
fondo.

5. Se coloco la reaccion en el aparato de PCR en tiempo real.

6. Se corrio el programa.

7. Se colectaron y se analizaron resultados.

gPCR para el gen HPRT con LUX primers (Invitrogen)

Se muestra la sefial de fluorescencia correspondiente a la amplificacion del gen
control HPRT de 11 biopsias de tumor mamario de mujeres con cancer de mama
esporadico, 2 biopsias de tejido mamario de mujeres con alteracion benigna de la
mama y 3 controles negativos (sin cDNA) (Figura 5)

Figura 5. gPCR para el gen HPRT con LUX primers (Invitrogen).

Quantitation data for Cycling A_.JOE

Form. Fluoro,




gPCR para el gen BIK con LUX primers (Invitrogen).

Se muestra la sefial de fluorescencia de amplificacion del genBIK de 11 biopsias
de tumor mamario de mujeres con cancer de mama esporadico, 2 biopsias de
tejido mamario de mujeres con alteraciéon benigna de la mama y 3 controles
negativos (sin cDNA).

Figura 6. gPCR para el gen BIK con LUX primers (Invitrogen).

Quantitation data for Cycling A.FAMNM/Svyvbr

Florm. Fluoro.
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Los datos del ensayo de gPCR fueron analizados como puntos de datos y
normalizados con el gen HPRT en forma individual. Los tres replicados de cada

muestra fueron promediados y transformados por el método 27t

Expresion de Receptores de Estrogenos

Técnica realizada en H. oncologia CMN S XXI por el servicio de patologia.

La técnica se encuentra basada en el uso del sistema DAKO LSAB + System-
HRP con el nimero de catalogo KO690 (44).



Soluciones

Se procedié a preparar las soluciones PBS, SCOTT y de GILLS utilizando

reactivos como se muestra en las Tablas 7, 8 y 9 respectivamente.

Tabla 7.Componentes de la solucion amortiguadora PBS 10X pH 7.2.

los

1 LITRO 2 LITROS
Cloruro de sodio NaCl 80 gr 160 gr
Cloruro de potasio KCl 0.2 gr 0.4 gr
Fosfato de potasio | K2HPO4 0.2 gr 0.4 gr
dibasico
Fosfato de sodio dibasico Na2HPO4 11.49r 22.8 gr
Fosfato de sodio dibasico. | Na2HPO4. 7H20 21.5gr 43 gr
7 H20 (en caso de que se
encuentre hidratado)
Aforar con H20 destilada 1000 ml 2000 ml

Tabla 8.Componentes de la soluciéon de SCOTT.

Agua corriente 1000 ml
Sulfato de Magnesio 16gr (anhidro)
Bicarbonato de sodio 2 gr (hidratado)
Tabla 9.Componentes de la solucién de GILLS.

Agua destilada 750 mi
Etilenglicol 250 ml
Hematoxilina 29r

Sulfato de Al 17.69r
Yodato de sodio 0.2gr

Acido acético 20 ml

Inmunohistoquimica

1. Se desparafind con calor a 60 °C por 1 hora

2. Se trabaj6 en campana de extraccion sin dejar secar las laminillas



3. Se realiz6 la hidratacién en tren de alcohol xilol: Xilol 2 cambios de 5 minutos, 2
cambios de alcohol absoluto por 3 minutos y 2 cambios de alcohol del 96°

4. Se coloc6 en agua destilada

5. Se realizé la recuperaciéon con citratos a pH de 6 por 5 minutos a 125°C a 20
PSI

6. Se conservo 20 min a temperatura ambiente

7. Se enjuago por 5 minutos en solucién amortiguadora PBS

8. Se bloqued la peroxidasa enddgena con solucion de H202 al 3% por 5 minutos
9. Se incub6 a temperatura ambiente en anticuerpo primario por 30 minutos

10. Se enjuago con solucion PBS

11. Se incubd a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario o Link por 30
minutos

12. Se realizaron enjuagues con solucion PBS

13. Se incub6 a temperatura ambiente con Estreptavidina por 30 minutos

14. Se enjuag6 con solucion PBS

15. Se revel6 en Diaminobencidina por 10 minutos

16. Se contratifié con solucion de Gills por 1 a 2 minutos

17. Enjuagar con H20

18. Se viro con solucion de Scott

19. Se enjuagd con H20 no estéril

20. Se deshidraté en tren alcohol-xilol: 2 cambios por 5 minutos en alcohol de 96°,
2 cambios por 3 minutos en alcohol absoluto, se dejo secar por 5 minutos en
campana de extraccién y 2 cambios en xilol por 5 minutos

21. Se cubrio con resina

22. Se realiz6 la revision de laminillas.



A continuacion se muestra una de las laminillas correspondientes a una biopsia de

tejido mamario neoplasico con receptores de estrogenos a positivos

Figura 7. Fotografia de carcinoma ductal infiltrante analizada
mediante estudio inmunohistoquimico en el que se muestra la
positividad a receptores de estrégenos.




ANALISIS ESTADISTICO
Se efectlo correlacion de Spearman para la variable de porcentaje de receptores
de estrogenos a y la variable 2°°! de expresién del gen BIK. Se utilizé el programa

estadistico SPSS versiéon 12.2 Inc.

Tabla 10 .Correlacion no paramétrica.

Correlations

Porcentaje de
Dosalamen | receptores de
osdelta2 Estrogenos
Spearman's rho Dosalamenosdelta2 Correlation 1.000 623(*)
Coefficient ’ !
Sig. (1-tailed) 020
N 11 11
Correlation
- ,623(*%) 1,000
Porcentaje de Coefficient
receptores de
P Sig. (1-tailed) 020
Estrogenos
N 11 11

* Correlation is significant at the 0.05 level (1-tailed).

Dado que a mayor Ct hay retraso en la amplificacion por la presencia de baja
expresion y/o bajo numero de copias, el encontrar una correlacion positiva indica
que a mayor Ct mayor cantidad de receptores de estrogenos, es decir a menor
expresion de BIK mayor cantidad de receptores de estrégenos y viceversa, lo
anterior con una significancia menor a 0.05.



DISCUSION

El cancer de mama se considera una entidad heterogénea tanto clinica como
histolégicamente, dificultdndose con ello la prediccion certera de los factores
pronodsticos y por tanto de su tratamiento. Nuevos farmacos y estrategias
terapéuticas podrian ser mas éxitos si se entiende la heterogeneidad del cancer
de mama, para lo cual se han realizado avances en los métodos moleculares para

comprender mejor los mecanismos implicados en esta enfermedad (105)

Se ha reportado que el cancer de mama es la neoplasia maligna mas frecuente en
las mujeres existiendo su conocida asociacion con hormonas esteroideas y siendo
por tanto importante la busqueda intencionada de receptores de estrdgenos como
un marcador pronéstico, ademas de que éstos receptores son utilizados como un
blanco terapéutico eficaz en el tratamiento antiestrogénico en tumores
hormonodependientes (106). Sin embargo se ha observado que puede llegar a
presentarse resistencia de novo o adquirida siendo importante conocer los
mecanismos moleculares implicados en esta patologia para mejorar los

estandares de deteccion oportuna, morbilidad y mortalidad.

Wang y Leung han demostrado la participacion de los estrégenos en la supresion
de la apoptosis (107,108) y se sabe que la apoptosis puede iniciarse en respuesta

a entre otras cosas a dafio en el material genético o disrupcion del ciclo celular.

Hur y colaboradores (104) en un estudio realizado in vitro en cultivos celulares de
células MCF-7/BUS describi0 que cuando existe exposicion a agentes
antiestrogénicos o bien deprivacion de estrégenos se induce la transcripcion de
BIK y la traduccion de su proteina, lo que a su vez produce apoptosis. Lo anterior
nos sugirié la presencia de una relacién entre el receptor de estroégenos y la
expresion de BIK, es por ello que se planteé la realizacién de éste trabajo el cual

se llevd a cabo en tejido mamario neoplasico obtenido mediante biopsia de



mujeres mexicanas con cancer de mama con el fin de demostrar o descartar esta

asociacion a éste nivel.

La prueba utilizada para medir la expresion de los receptores de estrégeno fue la
inmunohistoquimica en la cual participaron al menos dos observadores para
disminuir el indice de error y todas las muestras se procesaron junto con un
control para evitar la presencia de falsos negativos, mientras que para medir la
expresion del gen BIK la técnica utilizada fué RTgPCR la cual ha sido considerada

con adecuados estandares de sensibilidad.

En nuestro estudio encontramos que en tejido mamario neoplasico de mujeres
mexicanas cuando la expresion del gen BIK aumenta disminuye la expresion de
receptores de estrogenos, o bien se reportan negativos, mientras que cuando la
expresion del gen BIK disminuye la expresidon de los receptores de estrogenos

aumenta o se tornan positivos.

Es trascendente sefialar que los resultados del estudio tienen un adecuado nivel
de significancia estadistica de la correlacion positiva encontrada entre la expresion
del gen BIK y la expresion de receptores de estrogenos en tejido mamario
neoplasico de mujeres mexicanas y por tratarse de un estudio de correlacion el
calculo del tamafio de muestra es adecuado.

La relacion entre la expresion del gen BIK y los receptores de estrogenos en tejido
mamario neoplasico no habia sido reportada previamente en tejido tumoral
mamario obtenido directamente por biopsia ya que estudios previos fueron
realizados in vitro por lo cual se considera que éste es el primer reporte que se

realiza a nivel mundial con éstas caracteristicas.

La limitacion encontrada en el presente trabajo es que Unicamente se establece la

relacion entre la presencia de la expresion de BIK y los receptores de estrogenos



no permitiendo por el momento establecer las variables modificadoras del efecto,

ni la causalidad para lo cual consideramos importante el plantear nuevos estudios.

De acuerdo a lo encontrado en nuevos estudios a futuro pensamos que el gen BIK
podria ser tomado en cuenta como factor prondéstico o bien como blanco
terapéutico temprano al conocerse por un lado la asociacion encontrada en éste
estudio, y por otro al tener el antecedente de la funcién proapoptoética descrita para
BIK como lo reportado por Fu Y y cols en un estudio en el cual al se estableci6
que GRP78 (una chaperona mayor del reticulo endoplasmico) es un regulador rio
arriba de BIK y que al encontrarse elevado bloquea la capacidad de BIK para

generar apoptosis (109), lo cual nos traduce su importancia.



CONCLUSIONES

Por medio de éste estudio se encontré la existencia una correlacion inversa entre
la expresion de BIK y la expresion de receptores de estrégenos en tejido mamario
neoplasico de mujeres mexicanas la cual es estadisticamente significativa y
corrobora nuestra hipotesis planteada ademas de corroborar lo observado

mediante estudios in vitro.

Es necesario considerar los resultados obtenidos en éste estudio ya que se sabe
que la presencia de receptores de estrogenos se utiliza actualmente como un
factor importante tanto en el tratamiento como en el prondstico en mujeres con
cancer de mama. Lo anterior hace necesario el planteamiento de nuevas hipétesis
que involucren el o los mecanismos fisioldgicos o bien, fisiopatoldgicos por el cual
la expresion de BIK y la expresion de receptores de estrdgenos se encuentran
relacionados y pudieran llegar a modificarse.

En un momento determinado y de acuerdo a nuevas investigaciones se podria
plantear la posibilidad de realizar en el mismo tejido de biopsia que se realiza para
el estudio diagnéstico histopatologico confirmatorio de céncer de mama, la
deteccion de la expresion de BIK lo cual de acuerdo a éste estudio surgiere la
expresion de receptores estrogenos en dicho tejido y por tanto se acortaria el
tiempo de inicio de tratamiento dirigido, debido a que las técnicas utilizadas para
su deteccidén en este caso son mas rapidas y por tanto esperariamos mejorar el
pronostico de las pacientes, sin embargo esto tendria su aplicacion de acuerdo a
estudios que evallen las modificaciones de ésta correlaciéon, asi mismo para su

consideracién como factor terapéutico considerando la via de la apoptosis.

Dicho lo anterior se requiere plantear nuevas hipétesis con el fin de que en un
momento dado, se pudieran establecer nuevos métodos de diagndstico y/o

tratamiento.
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ANEXO 3. ESTADIFICACION TNM DE CANCER DE MAMA.

Tumor primario

Las definiciones para clasificar el tumor primario (T) son las mismas para la
clasificacion clinica y patoldgica. Si las mediciones son hechas por exploracion
fisica, el médico debe usar los estadios mayores (T1, T2 o T3). Si se realizan otras
mediciones tales como la mamografia o estudio histopatoldgico puede usarse los

subgrupos de los estadios mayores (26) como se observa en la tabla 11.

Tabla 11. Estadificacion del cancer de mama mediante la clasificacion TMN de acuerdo al tumor.

TX El tumor primario no puede ser evaluado

TO No hay evidencia de tumor primario

Tis Carcinoma In situ

Tis (DCIS) Carcinoma Ductal In situ

Tis (LCIS) Carcinoma lobular in situ

Tis (Paget) Enfermedad de Paget del pezén sin tumor

T1 Tumor de 2 cm 0 menor

T1imic Microinvasion de 0.1 cm o menos

Tla Tumor mayor de 0.1 cm y menor de 0.5 cm

Tlb Tumor mayor de 0.5 cm y menor de 1 cm

Tlc Tumor mayor de 1 cm y menor de 2 cm

2 Tumor mayor de Z cm y menor de 5 cm

T3 Tumor mayor de 5 cm

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

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

T4d Carcinoma Inflamatorio

Tomado de: Singletary SE, Allred C, Ashley P, Bassett LW, Berry D, Bland Kl et al.: Revision of the American
Joint Committee on Cancer staging system for breast cancer. J Clin Oncol 2002, 20: 3628-3636.



La clasificacion de los ganglios linfaticos regionales mediante la evaluacion clinica

se observa en la tabla 12.

Tabla 12. Estadificacion del cancer de mama mediante la clasificacion TMN de acuerdo la

evaluacion de ganglios linfaticos regionales.

NX Ganglios linfaticos no pueden ser evaluados

NO Sin metastasis a ganglios linfaticos

N1 Metéstasis a ganglios linfaticos axilares, moviles ipsilaterales

NZ Metastasis a ganglios Ninfaticos axilares, fjos 0 ganglios Nnfaticos mamarios

internos en ausencia de ganglios linfaticos axilares.

N2a Metastasis en ganglios linfaticos axilares ipsilaterales fijos
N2b Metastasis en ganglios linfaticos mamarios internos
N3 Metastasis en ganglios linfaticos infraclaviculares con o sin aieccion de ganglios

linfaticos axilares

N3a Metastasis en ganglios linfaticos infraclaviculares ipsilaterales

N3b Metéastasis en ganglios linfaticos axilares y en ganglios mamarios internos
ipsilaterales

N3c Metastasis en ganglios linfaticos supraclaviculares ipsilaterales

Tomado de: Singletary SE, Allred C, Ashley P, Bassett LW, Berry D, Bland Kl et al.: Revision of the American
Joint Committee on Cancer staging system for breast cancer. J Clin Oncol 2002, 20: 3628-3636.

La evaluacion puede realizarse mediante el estudio histopatolégico (pN) o por

biologia molecular como se muestra en la Tabla 13.

Tabla 13. Estadificacion del cancer de mama mediante la clasificacion TMN, evaluacion por estudio

histopatoldgico y por biologia molecular.

pNX No pueden evaluarse ganglios linfaticos regionales

PNO No hay metastasis a ganglios Tinfaticos histologicamenie. Pruebas adicionales

(moleculares o inmunohistoquimicas negativas).

pNO(i-) No hay metastasis a ganglios linfaticos regionales. Inmunohistoquimica
negativa.
pNO (i+) No hay metéastasis histologicamente en ganglios Tinfaticos regionales.

Inmunohistoquimica positiva.

pNO (mol-) No hay metastasis a ganglios linfaticos regionales. RT-PCR negativa.

pNO (mol+) No hay metéastasis histologicamente en ganglios linfaticos regionales. RT-PCR

positiva.




pN1 Metastasis en 1 a 3 ganglios linfaticos axilares y/o ganglios mamarios internos
con enfermedad microscopica detectada por diseccién de ganglio centinela pero
no identificable clinicamente.

pNImic Micrometéastasis (mayor de 0.2 mm y menor de 2.0 mm)

pN1la Metastasis en 1 a 3 ganglios linfaticos axilares

pN1b Metastasis en ganglios mamarios internos con enfermedad microscopica
detectada por ganglio centinela

pN1lc Metastasis en 1 a 3 ganglios linfaticos axilares y en ganglios mamarios internos

pN2 Metéstasis en 4 a 9 ganglios Tinfaticos axilares o clinicamente con ganglios
mamarios internos

pN2a Metastasis en 4 a 9 ganglios linfaticos axilares

pN2b Metastasis en apariencia clinica en ganglios mamarios internos en ausencia de
ganglios linfaticos axilares

pN3 Metastasis en 10 o mas ganglios linfaticos axilares

pN3a Metéastasis en 10 o mas ganglios linfaticos axilares o metastasis a ganglios
infraclaviculares ipsilaterales

pN3b Metastasis clinicamente aparentes en ganglios mamarios internos ipsilaterales
en presencia de 1 o mas ganglios linfaticos axilares positivos; o en mas de 3
ganglios linfaticos axilares y en ganglios mamarios internos con enfermedad
microscoépica detectada por un ganglio centinela sin afeccion clinica aparente.

pN3c Metéstasis en ganglios supraclaviculares ipsilaterales

Tomado de: Singletary SE, Allred C, Ashley P, Bassett LW, Berry D, Bland Kl et al.: Revision of the American

Joint Committee on Cancer staging system for breast cancer. J Clin Oncol 2002, 20: 3628-3636.




El apartado M se refiere a la presencia de metastasis a distancia como se observa
en la Tabla 14.

Tabla 14. Estadificacién del cancer de mama mediante la clasificacion TMN, clasificacion de

acuerdo a la presencia de metastasis.

MX No puede evaluarse metastasis a distancia
MO No hay metastasis a distancia
M1 Metéastasis a distancia

Tomado de: Singletary SE, Allred C, Ashley P, Bassett LW, Berry D, Bland Kl et al.: Revision of the American
Joint Committee on Cancer staging system for breast cancer. J Clin Oncol 2002, 20: 3628-3636.

La clasificacion por estadios quedaria como se puede ver en la Tabla 15.

Tabla 15. Estadificacion del cancer de mama mediante la clasificacion TMN.

ESTADIO 0 Tis NO MO
ESTADIO | T1 NO MO
ESTADIO lIA TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
ESTADIO IIB T2 N1 MO
T3 NO MO
ESTADIO IlIA T0 N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
ESTADIO IIIB T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
ESTADIO IlIC CUALQUIER T N3 MO
ESTADIO IV CUALQUIER T CUALQUIER N M1

Tomado de: Singletary SE, Allred C, Ashley P, Bassett LW, Berry D, Bland Kl et al.: Revision of the American
Joint Committee on Cancer staging system for breast cancer. J Clin Oncol 2002, 20: 3628-3636.



ANEXO 4. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

"

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
Correlacion de la expresion del gen BIK con la expresion de los genes hMAM y

' MSS CK-19 en células circulantes en sangre periférica y tejido mamario neoplasico
de mujeres mexicanas con cancer de mama

INSTITUTO MEXICAND
DEL SEGURO SQCIAL

Informacion sobre el estudio.
Se le ha invitado a participar en un estudio de investigacion. El estudio de investigacion
involucra a personas afectadas con Cancer de mama en diferentes estadios. La gran mayoria
de mujeres afectadas presentan una masa mamaria o anormalidad en estudio mamogréfico de
rutina como la UOnica manifestacion clinica de la enfermedad, lo que lleva a que
aproximadamente 30% de las mujeres diagnosticadas con cancer mamario lleguen a

encontrarse ya con enfermedad metastésica (diseminacion de células tumorales a distancia).

Por este conducto se le solicita su consentimiento informado para realizar la busqueda de
expresion de cinco genes denominados BIK, CK-19, hMAM y HPRT en muestras de tejido tumoral
mamario y sangre periférica que permitird conocer si el gen BIK puede funcionar como marcador
de células tumorales circulantes en sangre periférica de pacientes con cancer de mama en
diferentes etapas de su enfermedad.

Procedimiento.

Se tomaran 6 mL de sangre periférica del paciente siempre y cuando retinan los criterios de
inclusion establecidos previamente y solo si desean participar de manera libre en este protocolo

de investigacion.
Riesgos.

Son exclusivos de la puncion venosa y se refiere a la necesidad de puncion en mas de una
ocasion en casos excepcionales. También puede desarrollarse hematoma, mismo que se
resuelve espontaneamente. En cuanto a la toma de la biopsia no tiene mayor implicacion que la

informada por su médico oncdélogo.
Beneficios.

El estudio en blsqueda de la expresiéon del gen BIK en sangre periférica de pacientes con
cancer de mama podria constituir en el futuro una herramienta para identificar células tumorales

mamarias ocultas en pacientes con cancer de mama.



Confidencialidad.

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

Participacion / suspension.

La participacion de usted en este estudio es voluntaria. Usted esta en libertad de decidir no
participar en el mismo al no autorizar la toma de muestra sanguinea o el andlisis molecular de la
muestra de tejido tumoral obtenido en la biopsia. El rehusarse a participar en este proyecto de
investigacion no afectara su atencién médica.

Consentimiento.

La Dra. Eunice Lopez Mufioz, investigador asociado al proyecto y el Dr. Diego Julio Arenas
Aranda, investigador responsable del proyecto se han encargado de explicarle los pormenores del
mismo y los riesgos y beneficios potenciales que éste implica. Usted ha tenido la oportunidad de
hacer preguntas. Si tiene alguna duda debera comunicarse con los responsables del estudio al
teléfono 56 27 69 41 o acudir personalmente a la Unidad de Investigacion Médica en Genética
Humana en el Hospital de Pediatria del CMN SXXI del IMSS.

Al firmar este documento, usted accede voluntariamente a patrticipar en este estudio.

Lugar:

Fecha:

Nombre del paciente:

Firma del paciente:

Nombre del testigo:

Firma del testigo:

Nombre del testigo:

Firma del testigo:
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