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IV. RESUMEN

Objetivo: Se realizd una correlacion de la expresion proteica medida mediante
inmunohistoquimica de GRP78 y BIK del tejido mamario tumoral de las pacientes
con tumores localmente avanzados previo a recibir quimioterapia neoayuvante con
el porcentaje de respuesta patologica medida en centimetros en la pieza de
mastectomia realizada posterior al termino de quimioterapia.

Material y métodos: Se trata de un estudio observacional, analitico, de
cohorte retrospectivo. A partir de muestras de tejidos de pacientes con diagnostico
de cancer de mama localmente avanzado que acudieron al servicio de Tumores de
mama del Hospital Juarez de México de la Secretaria de Salud, se realizd
determinacion mediante inmunohistoquimica de la expresion de las proteinas
GRP78 y BIK. Se realizd busqueda de informacion acerca del tratamiento de
quimioterapia recibido, asi como de varibles clinicas y demograficas relevantes.
Se busco la informacion a cerca de la pieza de mastectomia y se obtuvo el
porcentaje de respuesta de acuerdo al tamario de tumor residual en comparacion
con el tamafio inicial previo al inicio de quimioterapia. Se realizd comparacion de
proporciones de la expresion de las proteinas de acuerdo a estadio clinico, edad,
patron de inmunohistoquimica del tumor y respuesta clinica.

Analisis estadistico: El andlisis descriptivo se utilizd frecuencias simples y
porcentajes. Asi como medidas de tendencia central y de dispersion. Mediante
prueba de Kolmogorof-Smirnoff se determind normalidad.

Se utilizé U de Man-Whitney y prueba de correalacion de Spearman. Se asignaran
los valores de p a dos colas y se considerd p=0.05 como significativa.

Se utiliz6 el programa estadistico SPSS version 17 para todos los analisis.
Resultados: Se reportan 27 casos de tumores localmente avanzados de los
cuales 15 fue posible realizar inmunohistoquimica para GRP78 y BIK. La mediana
de edad fue de 46 aros. El estadio clinico predominante fue el IlIA. La mediana de
tamafio tumoral en fue de 9 cm con un rango e 4 hasta 21 cm. El patrén luminal A
predomind representando el 59%, seguido del 33% de triple negativo. La mediana
de respuesta fue de 79% y no se encontraron diferencias de acuerdo a las
caracteristicas del tumor o de los casos. La mediana de expresion de BIK y GRP
78 fue de 40 y 80% respectivamente. GRP78 se mostrd elevado de manera
consistente, mientras que BIK mostrd heterogeneidad en su expresién con
tendencia a expresarse en casos con factores adversos.

Conclusiones: Se requiere mayor numero de casos que representen todos los
espectros de la enfermedad para conocer la relacion que pudieran tener BIK y
GRP78 en el comportamiento clinico del cancer de mama esporadico.

pag. 6



Expresion de GRP78 y BIK en TLA de mama previo a neoadyuvancia.

V. ANTECEDENTES

El cancer es la primera causa de mortalidad a nivel mundial, se le atribuyen 7,9
millones de defunciones ocurridas en 2007. El tipo de cancer mas frecuente a nivel
mundial en las mujeres es el de mama, responsable en 2007 de 548,999
defunciones. Lo anterior de acuerdo a reporte de la OMS [1]

Aproximadamente el 72% de las defunciones por cancer ocurridas en 2007 se
registraron en paises de ingresos bajos y medianos. Se prevé que el numero de
defunciones anuales mundiales por cancer seguira aumentando y llegara a unos
12 millones en 2030.[1]

En México, para conocer el nimero de personas enfermas de cancer, s necesario
referirse a la morbilidad hospitalaria por esta enfermedad, informacién que se
obtiene a través de las cifras de egresos hospitalarios por tumores malignos
registrados durante un afio. Con la informacion disponible de 2004 a 2007 se
observa que el cancer de mama fue la principal causa de egreso hospitalario, asi
mismo se observo un incremento de esta patologia de 2004 a 2006 al pasar de
19.2% a 19.8% y con un ligero decremento en 2007 (19.2 por ciento).

Del total de defunciones registradas en el pais durante 2008 (539 mil 530 casos),
13 de cada 100 tuvieron como causa principal algun tipo de cancer (71 mil 074) y
de éstas 4858 correspondieron a tumores malignos de mama [2]

En los ultimos diez afos las mujeres presentan los mayores porcentajes de
muertes por neoplasias en comparacion con los hombres; siendo la mayor brecha
se en el periodo de 1998 a 2000, donde las mujeres superan con 4.1 puntos
porcentuales a los varones.

Las dos primeras causas de defuncion por cancer en mujeres, cuello del utero y
mama, han evolucionado de tal forma en el tiempo que han invertido su presencia.
Hasta 20095, el cancer de utero representaba la principal causa de muerte en

mujeres con cancer, a partir de 2006 este lugar lo ocupa el cancer de mama. Sin

pag. 7



Expresion de GRP78 y BIK en TLA de mama previo a neoadyuvancia.

embargo, desde 1998 se observa una disminucion constante para el cancer de
cuello del utero. Por el contrario, aunque a una velocidad mas lenta, el cancer de
mama presenta un incremento constante en los Ultimos diez afios, ubicandolo en el
primer lugar desde 2006 [2]

El cancer de mama ha mostrado relativa estabilidad en cuanto a los grupos de
edad que impacta. El grupo de 60 afios y mas concentra los mayores porcentajes
de defunciones por esta enfermedad, seguido por el de 50 a 59 y el de 40 a 49
afnos. [2]

El porcentaje promedio de diagndsticos, de acuerdo con el estadio clinico
reportado en 2003 (no se cuenta con informacion reciente) de acuerdo al registro
histopatologico del pais, es el siguiente: estadio 0 y I, 7.4%, estadio Il, 34.4%,
estadio lll y IV, 42.1%, no clasificable 16.1%.[3]

Se observa que la mayor parte de las pacientes se presentan en estadios
localmente avanzados y sistémicos.

Los tumores localmente avanzados (TLA) incluyen tumores voluminosos (> 5 cm,
T3 de acuerdo al sistema de clasificacion de la American Joint Comittee on Cancer
[AJCC]), los tumores de cualquier tamafio asociados con involucro de piel o pared
toracica (T4), tumores con ganglios axilares fijos (N2) y aquellos con involucro de
ganglios ipsilateral supraclaviculares (N3). [4]

Se estima que entre 300,000 y 450,000 casos nuevos de TLA se diagnostican
cada afo alrededor del mundo.

Las mujeres que participan en programas periddicos de escrutinio la incidencia es
menor a 5%, mientras que en muchas de las que viven en paises en vias de
desarrollo llegan a representar del 40-60% [5]

Los TLA contindan siendo un problema importante de salud y un reto para su

manejo [6]
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Sin embargo en la mayor parte de los casos se inicia con manejo sistémico
(quimioterapia) y posteriormente manejo quirurgico para control local de la
enfermedad.

La quimiterapia neoadyuvante también conocida como quimioterapia de induccion,
quimioterapia primaria 0 quimioterapia preoperatoria es la terapia inicial en la
mayor parte de los tumores localmente avanzados.

Existen multiples reportes de la efectividad de esta modalidad de tratamiento en
casos de TLA [7-13]. La mayoria de las modalidades combinadas se basan en
esquemas basados en combinaciones con antraciclinas. La reduccién del tumor
ocurre en el 60-90% de las pacientes. Se ha reportado tanto en el tumor primario
como en los nodos axilares [8-12,14-19].

Se han reportado respuestas combinadas, tales como respuesta en el tumor
primario y no respuesta en los nodos regionales o viceversa. Sin embargo lo
anterior es poco comun. [14,20,21]

La respuesta clinica completa requiere que no exista enfermedad residual a la
exploracién fisica y estudios de imagen (mastografia, ultrasonido o resonancia)
tanto en la mama como en los nodos axilares [14]

Las remisiones clinicas completas se han reportado en un 10-20% de las pacientes
con TLA tratadas con regimenes que contienen antraciclinas [8,12,22].

Las respuestas completas se incrementan cuando se agrega algun taxano,
especialmente en los esquemas secuenciales.

El problema de utilizar como medida de respuesta la valoracion clinica es que solo
la mitad a dos tercios de las pacientes consideradas como respuesta clinica
completa presentan respuesta patologica completa (no enfermedad residual).
Ademas, un tercio de pacientes sin enfermedad residual en el anélisis histolégico
presentan enfermedad clinica o por imagen. [8,21,23,24].

La importancia de la respuesta patologica completa radica en que las pacientes

que logran una respuesta histopatolégica documentada tienen mejor prondstico a
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largo plazo comparadas con las pacientes con respuestas incompletas o sin
respuesta [9,25].

Dado lo anterior consideramos la respuesta patologica el marcador ideal en el
modelo de TLA y es el que sera utilizado en este estudio para contrastar las
diferencias entre las pacientes que seran sometidas a quimioterapia neoadyuvante.
Debido a la importancia de lograr una respuesta patolégica completa, a los efectos
adversos de la quimioterapia y a las diferentes respuestas relacionadas con las
variantes relacionadas con el tumor, se han buscado marcadores de imagen,
moleculares y clinicos de la respuesta patologica completa.

Debido a que el cancer de mama es una enfermedad heterogénea con diferentes
morfologias, perfiles moleculares, comportamientos clinicos y por tanto diferentes
respuestas a tratamiento, la busqueda de estos marcadores continua.

Algunos de los estudiados incluyen Ki67, expresion de HER-2/neu, receptores de
estrogeno, progesterona, Topo Ill, MAPT, Bcl-2 y p53, de estos, actualmente se
utiliza en el manejo habitual solo la expresién de receptores de estrdgeno,
progesterona y HER-2/neu. Agrupando asi a los tumores en relacion a la expresion
inmunihistoquimica en luminales A, B, Her-2 y triple negativos.[26-29]

El receptor de estrogeno es un blanco regulador y terapéutico en el conocimiento
de la etiologia y progresion del cancer de mama. La terapia endocrina al bloquear
las vias de sefializacion de este receptor es una terapia sistémica importante para
el tratamiento de los casos que expresan este receptor.[30]

Se acepta que los tumores que expresan receptores de estrogeno requieren de
esta molécula para su supervivencia.[31] Estudios de inanicion celular a
estrogenos, lo cual imita el efecto de los inhibidores de aromatasa o los
antiestrogenos, muestran incremento significativo de la apoptosis. Lo anterior al
suprimir la expresién de BCL-2[31,32]. Otros reportes revelan que BIK juega un

papel importante en la inanicidn celular a estrogeno. [33]. En ambientes de
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privacion a estrogenos se incrementa su expresion y el bloqueo de su actividad

inhibe la apoptosis provocada por el tratamiento anti-estroégeno [34].

En un analisis molecular de muestras de tejido mamario de mujeres mexicanas con
cancer de mama se encontrd en un grupo de ellas sobreexpresion de Bik/NBK lo
cual podria representar diferencias en la evolucion clinica de la enfermedad, sin
embargo al momento no hay estudios al respecto.[39]

Una tesis central en el conocimiento del cancer es la nocion que hay perdida del
equilibrio entre la proliferacion y muerte celular. Las vias de apoptosis juegan un
papel en este balance.[36] La via mitocondrial involucra a mas de 20 miembros
que basados en su estructura y funcién se agrupan en 3 categorias:
antiapoptoticos (prototipo Bcl-2), proapoptoticos ( prototipo Bax) y los que solo
tienen un dominio proapoptotico ( prototipo BID).[37]

El grupo de proteinas con homologia solo en el dominio 3 (BH3) se unen e inhiben
a las proteinas antiapoptoticas y permiten asi la liberacion de BAX, BAK que
provocan muerte celular al perderse la permeabilidad de la membrana
mitocondrial.[38]

BIK pertenece al grupo de proteinas BH3 de la familia de BCL2 y es por tanto
proapoptotica.

Se sabe que BIK juega un papel critico en promover la apoptosis inducida por la
privacion de estrogenos en las células humanas de cancer de mama.[33,34]

Se ha reportado la induccidn de BIK en respuesta a sobreexpresion de p53 y con
el uso de agentes como la doxorrubicina. [33]

BIK contiene un segmento transmembrana en su extremo COOH, pero en
contraste con el resto de las proteinas BH3 que tienen como objetivo la
mitocondria y algunas se localizan en el reticulo endoplasmico (RE), BIK se integra

casi de forma exclusiva en la membrana del RE.[39]
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Estudios de microscopia confocal con inmunofluorescencia muestran que BIK se
colocaliza con calnexina, una proteina transmembrana del RE y el fraccionamiento

subcelular muestra que BIK se codistribuye con GRP78.[39,40]

La proteina GRP78 reguladora de glucosa es también llamada BIP
(immunoglobulin heavy-chain binding protein), fue descubierta en los afios 70 junto
con GRP94 y GRP58 como proteinas celulares inducidas por inanicion a la glucosa
[41]. GRP78 reside de manera primaria en el reticulo endoplasmico (RE) y
pertenece a la familia de proteinas HSP70, la cual juega un papel critico en el
estrés oncogénico. Ademas de ayudar al doblamiento de las proteinas, previniendo
asi que se agreguen proteinas intermediarias y dirigiendo a las proteinas mal
elaboradas a degradacidn por proteosomas. GRP78 también se une al Ca 2+y
sirve como regulador de sefiales de estrés en el RE [42].

En las células sin estrés, GRP78 se une a sensores transmembrana del RE,
PERK, IRE1 y ATF6 y los mantiene en una forma activa. Cuando proteinas mal
procesadas alejan a GRP78 de éstos, se activan vias que envian sefiales al nucleo
para disparar la via de proteinas mal procesadas, que en general atentan la
transcripcion celular, regulan a la alta chaperones y se incrementa la degradacion
por parte del RE de proteinas mal procesadas.[43]

GRP78 es inducida por estrés fisiologico que altere la funcion del RE y protege el
dafio tisular y organico.

Aunque la expresidén en la mayor parte de los érganos adultos de GRP78 se
mantiene en niveles basales bajos, en tumores se encuentra fuertemente inducida.
[44]

Existe evidencia de que esta proteina es necesaria para la supervivencia de

células tumorales y en la actividad metastasica de los tumores [45-47]
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La privacion de estrégenos en las células de cancer de mama inicia apoptosis a

través de BIK, la cual es impedida por GRP78, lo que explica la resistencia a

estrogenos en células con receptores positivos.[33]
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VI. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer de mama ocupa en México desde 1996 la primera causa de muerte en
mujeres por cancer. En México como en otros paises en vias de desarrollo en la
mayoria de los casos la presentacion clinica inicial corresponde a estadios
localmente avanzados.[3] Existen marcadores moleculares que se utilizan
actualmente para dirigir la terapéutica como la expresion de receptores a EP y
Her-2/neu lo cual lleva a dirigir tratamientos mas especificos con la finalidad de
mejorar la supervivencia y el periodo libre de enfermedad asi como disminuir la
probabilidad de recaida.

No obstante lo anterior aun existen grupos de pacientes que a pesar de la
expresion de estos marcadores y de las terapias dirigidas existentes no responden
a las mismas. Esto hace necesario continuar con la busqueda de marcadores que
nos ayuden a determinar grupos de pacientes que puedan beneficiarse de
terapéuticas mas especificas y asi evitar utilizar aquellas innecesarias 0 que
llevarian a efectos adversos sin representar un beneficio real para las pacientes.
BIK y GRP78 son moléculas relacionadas con la resistencia de las células
tumorales a tratamientos de bloqueo de receptores hormonales, lo cual podria
traducirse a sensibilidad a agentes quimioterapeuticos.

La expresion de éstas no se ha estudiado en contextos clinicos que soporten las
evidencias basicas del papel de las mismas.

Consideramos a éstas moléculas como candidatas a biomarcadores de respuesta
a tratamiento, dada la evidencia publicada en relacion con su relacion con la

apoptosis.[36]
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VIl. JUSTIFICACION

El conocimiento de la expresion de receptores a hormonas como estrégenos y
progesterona ha permitido identificar subgrupos de pacientes candidatas a recibir
terapias dirigidas a tales marcadores repercutiendo asi en mayor tiempo libre de
enfermedad y mayor sobrevida. La adicién de trastuzumab, un anticuerpo
monoclonal dirigido contra HER2/neu ha sido dtil en pacientes son expresion de
este marcador, mientras que el uso de moduladores del receptor de estrogenos ha
permitido disminuir la probabilidad de recaida con un impacto en la sobrevida
global en las mujeres con tumores que sobreexpresan receptores hormonales.

Sin embargo aun existen pacientes que a pesar de recibir terapias concretas no
logran beneficiarse por completo a dichos tratamientos. Se han estudiado los
mecanismos de resistencia que incluyen la participacion de las moléculas GRP78'y
BIK, lo que las hace candidatas a biomarcadores de respuesta.

La respuesta patolégica completa en cancer de mama posterior a tratamiento
neoadyuvante es un marcador temprano de sobrevida y periodo libre de
enfermedad, por lo que los marcadores que puedan predecir la respuesta al
tratamiento neoadyuvante pueden ser utilizados para dirigir terapias mas efectivas
y evitar aquellas toxicas que no ofrecen beneficio en grupos especificos de
pacientes.

Asi mismo el estudio de estos marcadores ayudara al mejor conocimiento de los
mecanismos bioldgicos relacionados con el cancer de mama. En particular el
descubrimiento de que BIK es un mediador de la apoptosis provocada por
inanicién a estrogenos, el cual puede representar un mecanismo molecular

endocrino de resistencia a tratamiento en cancer de mama.
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VIl. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cudl es la diferencia de expresion de GRP78/BIK entre las pacientes con tumores
de mama localmente avanzados previo a quimioterapia neoadyuvante y su relacion

con el porcentaje de respuesta alcanzado?
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IX. OBJETIVO PRINCIPAL

Determinar la expresion proteica mediante inmunohistoquimica de GRP78 y BIK
del tejido mamario tumoral de las pacientes con tumores localmente avanzados

previo a quimioterapia neoadyuvante.

Objetivos secundarios

* Determinar mediante inmunohistoquimica la expresion proteica de GRP78 y
BIK en tejido tumoral de pacientes con cancer de mama localmente
avanzado previo a la terapia neoadyuvante.

* Determinar la correlacion de expresion de GRP78 y BIK y el porcentaje de
respuesta en el tamario tumoral.

e Medir la proporcion de expresion proteica de GRP78 y BIK en los grupos
luminal A, B, Basal y HER2 neu +. [48,49]

* Medir la proporcion de expresion de GRP78 y BIK de acuerdo al tamafio
inicial de la lesidn y al estadio clinico inicial de las pacientes.

e Medir la proporcion de expresion de GRP78 y BIK de acuerdo al tipo
histologico del tumor.
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X. HIPOTESIS

Las pacientes con tumores de mama localmente avanzados con respuesta
patolégica completa posterior a quimioterapia neoadyuvante expresaran menor

cantidad de GRP78 y mayor expresion de BIK.
La hipdtesis estadistica para lo anterior:

Hipdtesis nula

Las pacientes con tumores de mama localmente avanzados con respuesta
patologica completa posterior a quimioterapia neoadyuvante expresaran igual
cantidad de GRP78 y BIK.

Hipétesis alterna

Las pacientes con tumores de mama localmente avanzados con respuesta
patoldgica completa posterior a quimioterapia neoadyuvante expresaran diferente
cantidad de GRP78 y BIK.
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XI. MATERIAL Y METODOS

IX.1 Diseno

Se trata de un estudio observacional, analitico, de cohorte retrospectivo.

IX.2 Sitio

Se realiz6 en el Hospital Juarez de México, perteneciente a la Secretaria de Salud
y en la Unidad de Investigacion Médica en Genética Humana del Hospital de
Pediatria del CMN SXXI, IMSS.

IX.3 Periodo

Se analizaron los expedientes de los casos de cancer de mama del 1 de enero de
2010 a diciembre de 2010

IX.4 Material

Libros de reportes de patologia.

Expedientes clinicos de las pacientes.

Bloques de parafina y laminillas de éstos.

Kits de inmunohistoquimica para las proteinas GRP78 y BIK
Computadora para captura de la informacion

Programa estadistico SPSS version 17, para analisis de los datos
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IX.4.1 Criterios de seleccion

Inclusion:

Mujeres mayores a 18 afios

Muestras de tejido (biopsia) de mujeres con confirmacion histopatolégica de cancer
de mama de estadios clinicos llIA, 11IB, IlIC y aquellas con T3 NO MO.

Tejidos preservados en parafina y laminillas de mujeres con diagndstico de cancer
de mama de estadios clinicos llIA, 11IB, IlIC y aquellas con T3 NO MO.

Que sean Mexicanas en por lo menos tres generaciones.

Exclusion

Muestras mal preservadas o en las que técnicamente no se pueda realizar la

tincion de inmunohistoquimica.
Pacientes que hayan recibido tratamiento previo para cancer de mama.
Expedientes incompletos

Mujeres embarazadas o que sean diagnosticadas en los siguientes 12 meses de

haber terminado un evento obstétrico (parto, cesarea o aborto).

Eliminacion

Mujeres que dejen de acudir a recibir tratamiento y por tanto se desconozca la

evolucion del padecimiento.
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IX.5 Métodos

Se realizd cuantificacién de la expresion proteica de BIK y GRP78 mediante
inmunohistoquimica, en tejido preservado en bloques de parafina y laminillas de

pacientes con diagndstico de cancer de mama.

IX.5.1 Técnica de muestreo

Se hard un muestreo no probabilistico de casos consecutivos, por la forma de

recoleccion de informacion se tratd de un trabajo retrospectivo.

1X.5.2 Metodologia

1. Se realizd una revision de los libros de patologia para identificar los casos de
cancer de mama el periodo del 1 de enero del 2010 al 31 de diciembre del
2010.

2. Se realizd un listado de los casos que incluya el nimero de biopsia (BJ) y el
numero de expediente.

3. Se buscd los expedientes clinicos en el archivo clinico del hospital.

4. Se eliminaron los casos que no correspondieron a tumores localmente
avanzados, aquellos que no recibieron tratamiento en la unidad, los que tenian
informacion clinica completa y los expedientes no encontrados.

5. Se realizd la captura de las variables clinicas y demogréficas de los
expedientes en una hoja de céalculo en una computadora personal.

6. De los casos seleccionados, se buscd material en patologia util para analisis.

7. Se buscaron los bloques de parafina de los casos y se realizaron cortes y
laminillas para tincion de inmunohistoquimica para GRP78 y BIK en los que

técnicamente fue posible.
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8. Se realizd el analisis de los datos y se elaboraron tablas de frecuencia y

graficos descriptivos.

IX.5.3 Analisis estadistico

El analisis descriptivo se realizd de acuerdo con la escala de medicién de las
variables; para las cualitativas frecuencias simples y porcentajes. Para las
cuantitativas medidas de tendencia central y de dispersion, de acuerdo con el tipo
de distribucion (con o sin distribucién normal). La normalidad se obtuvd mediante
prueba de Kolmogorof-Smirnoff.

Analisis inferencial: Se utilizd U de Man-Whitney y prueba de correalacion de
Spearman. Se asignaran los valores de p a dos colas y se consider6é p=0.05 como
significativa.

Se utiliz6 el programa estadistico SPSS version 17 para todos los analisis
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IX 5.4 Descripcion de variables

1. Variable dependiente

Respuesta patolégica completa

Definicion Conceptual:

Ausencia de tejido neoplasico tanto en mama con en ganglios axilares en el
espécimen de mastectomia posterior a haber recibido tratamiento neoadyuvante.
Definicion Operacional:

Reporte de patologia negativo a neoplasia en mama y ganglios axilares en el
producto de mastectomia.

Tipo de Variable:

Nominal, dicotémica.

Unidades de mediciéon

Completa, incompleta

2. Variables independientes

BIK

Definicion Conceptual:

La proteina BIK pertenece a la familia de BCL2 y es pro apoptdética. Comparte el
dominio BH3 de la proteina BCL2

Definicion Operacional:

La intensidad de la tincién se gradificara en 1, leve; 2, moderada; 3, fuerte. El
porcentaje de células en 1, 0 < 10%; 2, 10 a <50%; 3, 50-100%. Se considerara
positivo si en ambas mediciones se alcanza un puntaje de 2 o mas. [53].

Tipo de Variable:

Nominal, dicotémica.

Unidades de mediciéon

Positivo 6 negativo

GRP78

Definicion Conceptual:

También conocida como inmunoglobulina unidora (Binding immunoglobulin protein,
BiP) es un chaperon molecular que utiliza el ciclo de ATP/ADP para regular el
doblamiento proteico mediante. Es una proteina de choque térmico de 78kDa.
HSPAS es el gen humano que la codifica.

Definicion Operacional:

La intensidad de la tincién se gradificara en 1, leve; 2, moderada; 3, fuerte. El
porcentaje de células en 1, 0 < 10%; 2, 10 a <50%; 3, 50-100%. Se considerara
positivo si en ambas mediciones se alcanza un puntaje de 2 o0 mas. [54,55]
Tipo de Variable:

Nominal, dicotémica.

Unidades de mediciéon

Positivo 6 negativo

pag. 23



Expresion de GRP78 y BIK en TLA de mama previo a neoadyuvancia.

3. Variables demograficas y clinicas

Edad.

Definicion Conceptual:

Edad: (Del lat. Aetas, -atis).

Tiempo que ha vivido una persona o ciertos animales o vegetales.
Definicion Operacional:

El numero de afios cumplidos, referidos por el paciente desde su nacimiento a la
fecha del diagnéstico de cancer de mama.

Tipo de Variable:

Cuantitativa, continua, de razon.

Unidades de mediciéon

Anos

Menopausia

Definicion Conceptual:

Cese permanente de la menstruacion. Decremento profundo y permanente en la
sintesis ovarica de estrogenos.

Definicion Operacional:

Se definiran como post menopausia a aquellas pacientes que tengan alguno de los
siguientes criterios:

Antecedente de oforectomia bilateral.

Mayores a 60 anos

Menores de 60 afios que tengan por lo menos 12 meses de amenorrea y cifras de
FSH y estradiol en el rango postmenopausico.

Tipo de Variable:

Cualitativa, nominal dicotémica.

Unidades de mediciéon

Premenopasia, postmenopausia

Antecedente de uso de anticonceptivos

Definicion Conceptual:

Historia de uso de medicamentos hormonales con la finalidad de prevenir
embarazo.

Definicion Operacional:

Reporte en el expediente de historia de uso de anticonceptivos de tipo hormonal
por cualquier via (transdermica, oral, inyectable).

Tipo de Variable:

Cualitativa, nominal dicotomica.

Unidades de mediciéon

Positivo o negativo

pag. 24



Expresion de GRP78 y BIK en TLA de mama previo a neoadyuvancia.

Antecedente de uso de terapia hormonal de reemplazo

Definicion Conceptual:

Historia de uso de hormonales durante el periodo de perimenopausia y
menopausia con la finalidad de tratar los efectos de la menopausia.
Definicion Operacional:

Reporte en el expediente de historia de uso de de terapia hormonal de reemplazo
por cualquier via (transdermica, oral, inyectable).

Tipo de Variable:

Cualitativa, nominal dicotomica.

Unidades de mediciéon

Positivo o negativo

Antecedente de biopsias en mama afectada

Definicion Conceptual:

Procedimiento quirdrgico invasivo con la finalidad de obtener tejido para fines
diagnaosticos y/o terapéuticos.

Definicion Operacional:

Reporte en el expediente de historia de biopsias en la mama afectada no
relacionadas con el evento oncoldgico actual.

Tipo de Variable:

Cualitativa, nominal dicotémica.

Unidades de mediciéon

Positivo o negativo

Antecedente familiar de cancer de mama u ovario.

Definicion Conceptual:

Historia familiar de cancer de mama u ovario.

Definicion Operacional:

Reporte en el expediente de historia familiar de cancer de mama u ovario afectada
no relacionadas con el evento oncoldgico actual.

Tipo de Variable:

Cualitativa, nominal dicotomica.

Unidades de mediciéon

Positivo o negativo

Edad de primer parto.

Definicion Conceptual:

Afos cumplidos al momento de termino de evento obstétrico que de por resultado
un hijo vivo.

Definicion Operacional:

Reporte en el expediente de la edad en la que la paciente tuvo su primer hijo vivo
no importando la via de terminacién de embarazo.

Tipo de Variable:

Cuantitativa, cuantitativa, de razon.

Unidades de mediciéon

Afnos
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Antecedente de lactancia.

Definicion Conceptual:

Periodo de la vida de los mamiferos en el que se alimentan solo de leche materna.
Definicion Operacional:

Reporte en el expediente de haber otorgado lactancia materna al menos un afo.
Tipo de Variable:

Nominal, Cualitativa, dicotdmica.

Unidades de mediciéon

Positiva 6 negativa

Antecedente de uso de alcohol.

Definicion Conceptual:

Ingesta de bebidas que contienen alcohol.

Definicion Operacional:

Reporte en el expediente de haber consumido alcohol durante su vida.
Tipo de Variable:

Nominal, Cualitativa, dicotdomica.

Unidades de mediciéon

Positiva 6 negativa

Quimioterapia empleada.

Definicion Conceptual:

Utilizacion de medicamentos que interfieren en el ciclo celular administradas de
forma sistémica.

Definicion Operacional:

Reporte en el expediente de quimiterapia basada en antraciclinas, uso de taxano
previo a la cirugia.

Tipo de Variable:

Nominal, Cualitativa, politdmica.

Unidades de mediciéon

Basada en antraciclinas con o sin taxanos, otro tipo de quimioterapia.

Numero de ciclos de quimioterapia.

Definicion Conceptual:

Numero de eventos de quimioterapia

Definicion Operacional:

Reporte en el expediente de ciclos completos de quimioterapia recibidos previos al
tratamiento quirurgico.

Tipo de Variable:

Cuantitativa, Continua, de razon.

Unidades de mediciéon

Numero de ciclos.
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Uso de radioterapia.

Definicion Conceptual:

Aplicaciéon de radiaciones a una region anatémica como parte del tratamiento
integral del cancer.

Definicion Operacional:

Reporte en el expediente de haber utilizado radioterapia en cualquiera de sus
modalidades previo al evento quirurgico.

Tipo de Variable:

Nominal, cualitativa, dicotomica.

Unidades de medicion

Positivo o negativo.

Tipo de tumor de acuerdo a la clasificacion molecular.

Definicion Conceptual:

Se distinguen cuatro clases principales de acuerdo a la expresion génica. De
acuerdo a la clasificacion de Perou corresponden a triple negativo (estrogeno,
progesterona y HER2 negativos), luminal A (estrégeno positivo e histolégicamente
de bajo grado), luminal B ( estrégeno y HER2 positivos) y HER2 que corresponde
a alta expresion del gen ERBB2 y receptores para estrégeno y progesterona
negativos.[56]

Definicion Operacional:

De acuerdo al patréon de expresidon inmunohistoquimica de los receptores
hormonales (estrégeno y/o progesterona), Her2 o ausencia de éstos los tumores
se clasifican de la siguiente forma:

Luminal A: Positivo en al menos el 5% para estrégenos y/o progesterona y
negativos a Her2

Luminal B: Positivo en al menos el 5% para estrégenos y/o progesterona y
positivos a Her2

Triple negativo: Negativos a estrogenos y/o progesterona y negativos a Her2
Her 2: Negativos a estrégenos y/o progesterona y positivos a Her2

Tipo de Variable:

Nominal, cualitativa, politdmica.

Unidades de mediciéon

Triple negativo, luminal A, luminal B, Her2.

Tipo histolégico.

Definicion Conceptual:

Clasificacion histopatolégica de los tumores de mama, la cual toma en cuenta las
caracteristicas morfoldgicas de los tejidos.

Definicion Operacional:

De acuerdo al reporte de la biopsia en la que se realizé el diagndstico de cancer de
mama de acuerdo a la clasificacion de la OMS para tumores malignos de mama.
Tipo de Variable:

Nominal, cualitativa, politémica.

Unidades de medicion
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Grado nuclear.

Definicion Conceptual:

También se conoce como pleomorfismo nuclear y se refiere a las caracteristicas
morfolégicas de las células. Incluye tres grados. En el grado 1 el nucleo celular es
uniforme en tamano, forma, relativamente pequefo, cromatina dispersa y sin
prominencia del nucléolo. En el grado Il el nucleo celular es pleomorfico, tienen
nucléolo y son de tamafio intermedio. En el grado 3 el nucleo celular es
relativamente grande, tiene un nucléolo prominente 6 multiples nucléolos,
cromatina gruesa y variabiliadad en el tamafio y forma.

Definicion Operacional:

De acuerdo al reporte de patologia de la biopsia en la que se realizé el diagndstico
de cancer de mama la escrita por el patélogo revisor.

Tipo de Variable:

Nominal, cualitativa, politdmica.

Unidades de mediciéon

Grados 1, 2, 3

Invasién vascular.

Definicion Conceptual:

Presencia de émbolos tumorales dentro de los vasos sanguineos.

Definicion Operacional:

De acuerdo al reporte de patologia de la biopsia en la que se realizé el diagndstico
de cancer de mama la escrita por el patélogo revisor.

Tipo de Variable:

Nominal, cualitativa, dicotémica.

Unidades de medicion

Presente, ausente

Invasion linfatica.

Definicion Conceptual:

Presencia de émbolos tumorales dentro de los vasos linfaticos.

Definicion Operacional:

De acuerdo al reporte de patologia de la biopsia en la que se realizé el diagndstico
de cancer de mama la escrita por el patélogo revisor.

Tipo de Variable:

Nominal, cualitativa, dicotomica.

Unidades de mediciéon

Presente, ausente
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Involucro de piel.

Definicion Conceptual:

Presencia clinica de tumor que invada la piel, piel de naranja, o invasién linfatica
de la dermis.

Definicion Operacional:

De acuerdo al reporte del expediente y de patologia de la biopsia en la que se
realiz6 el diagndstico de cancer de mama la escrita por el patélogo revisor.
Tipo de Variable:

Nominal, cualitativa, dicotomica.

Unidades de mediciéon

Presente, ausente

Tamaio tumoral.

Definicion Conceptual:

Medida en centimetros del eje mayor del tumor.

Definicion Operacional:

De acuerdo al reporte del expediente el tamafo del tumor de mama previo a
cualquier tratamiento

Tipo de Variable:

Cuantitativa, continua, razon.

Unidades de mediciéon

centimetros

Estado axilar.

Definicion Conceptual:

Invasién de células tumorales del cancer de mama a los ganglios axilares
ipsilaterales

Definicion Operacional:

De acuerdo al reporte del expediente el involucro ganglionar axilar ipsilateral al
tumor de mama previo a cualquier tratamiento y en concordancia por la
clasificacién propuesta por la NCCN

Tipo de Variable:

Cuantitativa, .

Unidades de medicion

Nx, NO, N1, N2a N2b, N3a, N3b, N3c
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Estadio clinico.

Definicion Conceptual:

Corresponde al estadio clinico de acuerdo a la clasificacion NCCN. ( apendice1)
Definicion Operacional:

De acuerdo al reporte del expediente el involucro ganglionar axilar ipsilateral al
tumor y al tamafo de éste ultimo previo a cualquier de acuerdo a la clasificacion de
la NCCN (apendice

Tipo de Variable:

Categdrica, .

Unidades de medicion

ECIIB, EC llIA, ECIIIB, ECIIIC
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IX.5.6 Recursos Humanos

La recoleccion de muestras y revision de expedientes fue realizada por Miguel
Corres Molina, tesista.

El procesamiento de muestras y técnicas de inmunohistoquimica fueron realizadas
por el servicio de patologia del Hospital Juarez de México, Secretaria de Salud.

El analisis de los resultados fue realizado por Miguel Corres Molina, apoyado por .
el comité tutorial del proyecto; Dr. Xicotencatl Jimenez Villanueva, Dra. Eunice
Lopez Mufioz y Dr. Normand Garcia en colaboracion de los médicos del servicio de
Oncologia y Patologia del Hospital Juarez de México.

La revision de laminillas fue realizado por la Dra. Evelyn Cortes Gutierrez, Jefe del

Servicio de Patologia del Hospital Juarez de México.
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XIl. CONSIDERACIONES ETICAS

Este protocolo ha sido disefiado respetando los principios éticos para las
investigaciones meédicas en seres humanos adoptados en la Declaracién de
Helsinki de la Asociacién Médica mundial, promulgado en 1964, y enmendada en
Tokio en 1975. Ademas este protocolo se apega a la 35 Asamblea Medica
Mundial de Venecia, Italia en 1983, la 41% Asamblea Médica Mundial de Hong
Kong en 1989, la 487 Asamblea General Somerset West en Sudafrica 1996, y la
522 Asamblea General Edimburgo, Escocia en octubre 2000.

El protocolo sera sometido a aprobacion por el comité local de investigacion y ética
del Hospital Juarez de México y al comité nacional de investigacion del IMSS.

De acuerdo al reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion
para la Salud se trata de un estudio sin riesgo, dado que Unicamente se utilizara
tejido proveniente de la biopsia realizada como procedimiento de rutina para la
confirmacion diagndstica de cancer de mama e informacion proveniente del
expediente clinico. No se hara intervencidn en el tratamiento de las pacientes ni se
modificara éste.

A la letra dicho reglamento dice:

ARTICULO 17.- Se considera como riesgo de la investigacion a la probabilidad de que
el sujeto de investigacion sufra algun dafio como consecuencia inmediata o tardia del
estudio. Para efectos de este Reglamento, las investigaciones se clasifican en las

siguientes categorias;

L.- Investigacion sin riesgo: Son estudios que emplean técnicas y métodos de
investigacion documental retrospectivos y aquellos en los que no se realiza ninguna
intervencion o modificacion intencionada en las variables fisiologicas, psicoldgicas y
sociales de los individuos que participan en el estudio, entre los que se consideran:
cuestionarios, entrevistas, revision de expedientes clinicos y otros, en los que no se le
identifique ni se traten aspectos sensitivos de su conducta;
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En cuanto a la carta de consentimiento informado basandonos en el mismo

reglamento que a la letra dice:

ARTICULO 23.- En caso de investigaciones con riesgo minimo, la Comision de Etica,
por razones justificadas, podra autorizar que el consentimiento informado se obtenga

sin formularse escrito, y tratandose de investigaciones sin riesgo, podra dispensar al

investigador la obtencion del consentimiento informado.
Se solicitard a la exencién del mismo ya que al tratarse de una revision

retrospectiva de la informacidén y por la patologia que se trate algunos casos

pudiesen haber fallecido 0 no ser localizables para la obtencion del mismo.
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Xlll. RESULTADOS

Se realizd la revision de reportes de patologia del Hospital Juarez de México del
periodo comprendido del 1 de enero de 2010 al 31 de diciembre del 2010. Se
encontraron 251 casos de cancer de mama, de los cuales en archivo solo fue
posible localizar 76 expedientes. Solo 27 casos de tumores localmente avanzados
tuvieron informacién clinica y patolégica completa. De éstos casos se realizd
inmunohistoquimica a 15 de ellos ya que en el resto no fue tecnicamente posible 0

no se encontraron bloques de parafina. (fig 1y 2)
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Fig. 1 Expresion de BIK en un Carcinoma de conductos Fig. 2 Expresion de GRP en un Carcinoma de conductos
mamarios de alto grado (40X) de alto grado (20x).

25 casos correspondieron a carcinoma ductal infiltrante sin patrén especifico. Solo
se reporta un caso de variente medular y otro variante mucinoso.

El rango de edad de las pacientes abarco desde los 31 hasta los 78 afios con una
mediana de 46 arios.

Todos los casos fueron localmente avanzados. El 70.4 % correspondidé a estadio
cllinico llIA, 22.2% 1B y solo un caso EC IIIC y un caso estadio IV por metastasis
dseas el cual recibié neoadyuvancia y fue posteriormente llevado a mastectomia.
En cuanto al tamafio del tumor previo al inicio de quimioterapia, la mediana fue de
9 cms con un rango de 4 hasta 21 cms. 24 casos fueron T3 (88.9%) y solo dos

casos de T4b y uno de T4d.
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El patron de inmunohistoquimica predominante fue el Luminal A representado por
el 59%, Seguido del Triple negativo representado por el 33.3%. Solo hubo un caso
de HER2 y uno de Luminal B. (Tabla 1)

Todas las pacientes recibieron esquemas de neoadyuvancia basados en
antraciclinas. 8 (29%) de ellas recibieron adicionalmente radioterapia preoperatoria
por presentar enfermedad estable.

La mediana de respuesta expresada en porcentaje de acuerdo al tumor inicial y al
residual de la pieza de mastectomia en la muestra fue de 79.28% con una minima
de 11% y s6lo un caso con respuesta patologica completa (3.7%).

No hubo diferencias estadisticamente significativas en la mediana de respuesta
patolégica final comparando de acuerdo a patron de inmunohistoquimica, al
estadio clinico, al requerir radioterapia preoperatoria. (Tabla 2)

La mediana de expresion en porcentaje de las moléculas de BIK y GRP78 de las
muestras analizadas (n=15) fue de 40 y 80% respectivamente.

Se realizd comparacion en la expresion de BIK y GRP78 de acuerdo al tipo de
patron de expresion de inmunohistoquimica, al estadio clinico, al haber requerido o
no radioterapia preoperatoria y al tamafio tumoral. Aunque BIK se expresd en
mayor proporcion en los casos con factores de alto riesgo, ninguna de las
comparaciones fueron estadisticamente significativas. Con respecto a GRP 78 la
expresion fue similar en todas las comparaciones (Tabla 3).

Se realizd una correlacion entre la respuesta patologica expresada en porcentaje
de las piezas de mastectomia y la expresion de BIK y GRP78. Ambas fueron
pobres sin encontrar significancia estadistica. (fig 7-8)

El caso de carcinoma ductal infiltrante variante mucinosa no expresé BIK ni
GRP78. (figs 3-6)
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Fig. 3 Carcinoma de conductos mamarios variante

Fig. 4 Carcinoma de Conductos mamarios variante
mucinosa. (10x).

mucinosa (20x).

Fig. 5 Carcinoma de conductos mamarios variante
mucinosa con nula expresion de BIK. (10x).

Fig.6Carcinoma de conductos mamarios variante
mucinosa con nula expresion de GRP 78. (40x).
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Fig 7. Correlacion entre el % de respuesta y el % de expresion de BIK
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Fig 8. Correlacion entre el % de respuesta y el % de expresion de GRP78

Tabla 1. Caracteristicas de las pacientes con tumor localmente avanzado

Edad (n=27, rango 31-78)
Mediana 46
percentil 25 42
percentil 75 54

Estadio Clinico n (%)
1B 6(22.2)
A 19 (70.4)
[lle 1(3.7)
\% 1(3.7)

Patrén de Inmunohistoquimica n (%)
Luminal A 16 (59.3)
Luminal B 1(3.7)
Triple negativo 9 (33.3)

HER2 (+) 1(3.7)
Tamafio tumor (cm) 9 (4-21)
Tumor n (%)

T3 24 (88.9)

T4B 2 (7.4)

T4D 1(3.7)
Radioterapia preoperatoria n (%)

Si 19 (70.4)

No 8 (29.6)
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Tabla 2. Respuesta patoldgica (%) posterior a Neoadyuvancia

n=27 Mediana (rango) *
Global 79 (11-100)
Edad
Menores de 40 afios 78 (33-100)
Mayores de 40 afios 80 (11-96)
Estadio Clinico
1B 51(11-88)
A 80 (33-100)
Patron de Inmunohistoquimica
Luminal A 76 (11-93)
Triple negativo 82 (33-96)
Radioterapia preoperatoria
Si 69 (11-96)
No 80 (33-100)

* No hubo diferencias estadisticamente significativas. U Mann Whitney

Tabla 3. Expresion de BIKy GRP 78 (%)

n=15 BIK* GRP78*
Mediana (rango) Mediana (rango)
Global 40 (0-100) 80 (0-100)
Edad
Menores de 40 afios 45 (0-90) 50 (20-80)
Mayores de 40 afios 40(0-100) 90 (30-100)
Estadio Clinico
1B 90(0-100) 100 (90-100)
A 40(0-90) 70 (20-100)
Patron de Inmunohistoquimica
Luminal A 40 (0-100) 90 (20-100)
Triple negativo 40 (20-80) 70 (40-100)
Radioterapia preoperatoria
Si 80 (0-100) 100 (70-100)
No 40 (0-100) 75 (20-100)

* No hubo diferencias estadisticamente significativas. U Mann Whitney
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XIV. DISCUSION

El cancer de mama localmente avanzado continua siendo la forma predominante
de presentacién en nuestro medio. En este trabajo se analizan 27 casos con
informacion clinica y patolégica completa desde el momento del diagndstico, el
tratamiento sistémico (neoadyuvancia) y hasta el tratamiento locorregional
completos (mastectomia). Llama la atencion que la mediana de edad es menor a la
reportada a nivel nacional (2).

Los tumores triple negativo representaron el 33% lo cual es concordante con la
mediana de edad, pues se ha visto que este patron de inmunohistoquimica es mas
frecuente en mujeres jovenes. (3)

El 30% de las pacientes de la presente muestra recibieron radioterapia
preoperatoria, 10 que supone tumores resistentes a la quimioterapia, aunque
también se explica por el gran tamafio de presentacion.

Aunque no hay diferencia estadistica, se observa lo reportado en otras series en
cuanto a mayor respuesta en el grupo de pacientes con tumores triple negativos.
Asi mismo las pacientes que requirieron radioterapia preoperatoria presentaron
respuestas patoldgicas menores en comparacidn con su contraparte que no
requirieron dicho tratamiento.

La expresion de BIK y GRP78 fue muy heterogenea en el grupo estudiado, los
pocos casos no permiten encontrar una relacion con los factores del tumor o del
paciente. Sin embargo llama la atencion que en el caso de tumor mucinoso la
expresion de ambas proteinas esta ausente. Asi mismo sin alcanzar significancia
estadistica llama la atencién que los casos con factores conocidos como de alto
riesgo sobreexpresan a BIK lo que sugiere la sobreexpresion de esta proteina en
tumores con mayor agresividad. Se conoce que GRP78 se sobreexpresa en
tumores de alta agresividad y en el presente estudio se encuentra de manera

consistente elevado en practicamente todos los casos con excepcion del tumor
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mucinoso que se sabe clinicamente es de comportamiento menos agresivo que
sus contrapartes invasoras.

La gran heterogeneidad en la respuesta patoldgica y los pocos casos a los que se
les realiz6 inmunohistoquimica no permitieron encontrar significancia en la
correlacién de estas variables, pero en las figuras 7 y 8 se puede observar una
tendencia entra la mayor expresion de estas proteinas con mayor respuesta
patologica. En el supuesto que estas proteinas se encuentren elevadas en los
tumores mas agresivos, esto es con mayor replicacion, sustenta su asociacién con
mayor respuesta patologica posterior al uso de quimioterapia neoadyuvante. Se
requiere seguimiento a estos casos para saber si de la misma forma se puede
encontrar una relacion con el periodo libre de enfermedad y la sobrevida.

Se requiere ampliar el tamafio de muestra e incluir otros tumores en el espectro de

agresividad para poder obtener conclusiones mas satisfactorias.
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XV. CONCLUSIONES

Los tumores localmente avanzados continuan siendo la forma predominante
de presentacion en nuestro hospital.

La mediana de edad es menor a la reportada a nivel nacional y ésta se
correlaciona con el fenotipo triple negativo predominante en esta muestra.
La respuesta patologica completa no se observa con frecuencia, esto
debido al gran tamafio inicial de las lesiones.

La heterogeneidad en la respuesta patologica y los pocos casos donde fue
posible realizar las pruebas de inmunohistoquimica no permiten encontrar
correlacion estadisticamente significativa.

GRP78 se sobreexpresa de manera consistente en los tumores localmente
avanzados

BIK presenta patrones de expresion de forma heterogénea y aunque sin
alcanzar significancia estadistica es consistente con tumores que
clinicamente se conocen como mas agresivos.

Se requiere mayor numero de casos que representen todos los espectros
de la enfermedad para conocer la relacion que pudieran tener BIK y GRP78

en el comportamiento clinico del cancer de mama esporadico
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